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Abstrakt

Laboratorni kmen kvasinky Saccharomyces cerevisiae BY4742 vytvaii na pevném
médiu kolonie, které jsou horizontalné a vertikalné diferencované. Vertikalné diferencovanou
centralni Cast kolonie tvoii dvé morfologicky i fyziologicky odlisné populace bunck, které
jsou vyrazn¢ oddé¢lené. V horni Casti kolonie se vyskytuji takzvané U bunky, v dolnich
castech se nachazi takzvané L builky. Molekularni mechanismy vertikalni diferenciace jsou
z velké ¢asti neznamé. Hlavnim cilem této prace bylo analyzovat, zda a jak zménéna hladina
vybranych proteinii signalnich drah monitorujicich dostupnost Zivin ovliviluje vyvoj a
diferenciaci kvasinkovych kolonii a piredev§im piezivani jejich U a L subpopulaci. Zamétila
jsem se na kinazy Sch9p a Rim15p s centralnim postavenim v signalizaci, transkripéni
aktivatory stresové odpovédi Msn2p a Msndp a transkrip¢ni faktor Gislp, ktery je dulezity
pro piechod na respira¢ni metabolismus. Mikroskopie tenkych fezli kolonii odhalila zménu ve
vertikalni diferenciaci kolonii kmene rim154 a Caste¢né Prg-SCH9 a zménénou morfologii U
a L bunck kolonii ostatnich analyzovanych kmenii. Zménéna hladina Sch9p, Riml5p,
Msn2/4p a Gislp vyrazné€ ovlivnila schopnost pfezivani U i L bun¢k v case. Morfologické a
fyziologické zmény vyvolané zménami hladin zminénych proteinli poukazuji na fakt, Ze
rozdilna dostupnost Zivin a tim vyvolana signalizace hraje dulezitou roli ve vyvoji kolonii

kvasinek.

Klicova slova: kvasinky, Saccharomyces cerevisiae, kolonie, Ziviny, signalizace, Sch9p,
Rim15p, Msn2p, Msn4p, Gislp



Abstract

On solid surfaces, laboratory strain Saccharomyces cerevisiae BY4742 forms
horizontally and vertically stratified colonies. Central part of the colony differentiates into U
and L cells occupying upper and lower colony regions, respectively. There are many
morphological and physiological differences between these two cell types. However,
molecular mechanisms of the vertical stratification are still largely unknown. In this study, I
analyzed effects of the deletion and overexpression of Sch9p a Rim15p kinases with crucial
role in nutrient sensing pathways, of transcription activators Msn2p and Msn4p involved i
stress response and of post-diauxic shift transcription factor Gislp in yeast colony
differentiation and U and L cell survival. Microscopic analyses showed changes in
morphology of cells in colonies of these strains and decreased ability of vertical stratification
in colonies of the strain rim154 and partially in colonies of the strain Pg-SCH9. Moreover,

changed level of these proteins significantly affected long-term survival of U and L cells. Obtained

data suggest an involvement of nutrient sensing pathways in colony formation and development.

Keywords: yeast, Saccharomyces cerevisiae, colony, nutrients, signaling, Sch9p, Rim15p,
Msn2p, Msn4p, Gislp
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Seznam zkratek

AMK aminokyseliny

AMP 5"-adenosinmonofosfat

ASC doména Siplp,Sip2p a Gal83p podjednotek vazajici Snfdp

Atg proteiny regulujici autofagii (autophagy related proteins)

Atgl3p protein zapojeny v regulaci formovani autofagosomu, reguluje aktivitu Atglp
Atgl7p protein zapojeny v regulaci fromovani autofagozomu, reguluje aktivitu Atglp
Atglp protein kindza zapojena v regulaci formovani autofagozomu

BCY1 gen kodujici regulacni podjednotku Beyl protein kinazy A

Bceylp regulacni podjednotka Bcyl protein kinazy A

beyliA kmen s deleci v genu pro regulaéni podjednotku protein kinazy A

Bmh1lp cytoplasmaticky lokalizovany 14-3-3 protein

Bmh2p cytoplasmaticky lokalizovany 14-3-3 protein

C2H2 motiv dvou cysteind a dvou histidind obsazeny v ,,zinc finger* doménach
cAMP cyklicky adenosin-3°, 5"-monofosfat

Cdc25p faktor katalyzujici vyménu GTP za GDP na Ras proteinech

Cdc55p regulaéni podjednou fosfatazového komplexu PP2A

Cdc60p leucyl-tRNA syntetaza

Cyrlp adenylétcyklaza

Dhh1 protein, ktery slouzi jako ozna¢eni mRNA, z které ma byt odstranéna 5 Cepicka
Egolp podjednotka nutnd pro vakuolarni lokalizaci EGOC

Ego3p strukturni podjednotka EGO komplexu

EGOC komplex regulujici funkci TORC1 (exit from rapamycin-induced growth arrest)
Elmlp kindza aktivujici Snflp

FGM fermentovatelny zdroj uhliku (fermentable growth medium)

GAL2 gen kédujici hex6zovy transportér

Gal83p regulacni jednotka Snflp kinazy

GAP faktor aktivujici GTPazovou aktivitu Ras proteinti (GTPase activating protein)
GDP 5’-guanosindifosfat

GEF faktor katalyzujici vyménu GTP za GDP (guanine nucleotide exchange factor)
GIS1 gen kodujici Gislp transkripéni faktor

Gislp transkrip¢éni faktor Gisl

Glc7p fosfataza, inaktivuje Snflp

GIk1P glukokinaza

Gpa2p heterotrimerni G protein

Gprlp glukézovy receptor na plazmatické membrané

GTP 5’-guanosintrifosfat

Gtrlp G protein, podjednotka EGOC, reguluje TORC1

Gtr2p G protein, podjednotka EGOC, reguluje TORC1

Hsflp transkripéni faktor, vyvolava odpovéd’ na stres

Hxk1p hexokinaza

Hxk2p hexokinaza

HXT1-17 geny kddujici transportéry hex6z

Igolp protein inhibujici 5°-3"degradaci mRNA, efektor Rim15p

Igo2p protein inhibujici 5°-3"degradaci mRNA, efektor Rim15p

Iralp faktor aktivujici GTPazovou aktivitu Ras proteint

Ira2p faktor aktivujici GTPazovou aktivitu Ras proteint

KIS doména Siplp,Sip2p a Gal83p podjednotek vézajici Snflp

Koglp protein obsazny v TORC1, reguluje lokalizaci a afinitu k substratu Tor1/2p

L buniky spodni vrstvy kolonie (lower cells)

Lst8p protein obsazny v TORC1, reguluje lokalizaci a afinitu k substratu Tor1/2p
Maflp transkripéni faktor, ovlivituje transkripci zprostfedkovanou RNA polymerazou 111
Miglp transkrip¢ni faktor Migl

mMRNA mediatorova ribonukleova kyselina (messenger ribonucleic acid)

MSN2 gen kodujici Msn2p transkripeni faktor

Msn2p transkripéni faktor Msn2

msn24 kmen s deleci genu MSN2



msn2AImsn4A
MSN4
Msn4p
msn4A
Msn5p
NQ
PDE1
Pdelp
pdelA
PDE2
Pde2p
PDK1
PDS
Pho80p
Pho85p
PIIK
PKA
PKB
Pkhlp
Pkh2p
PP2A
PPH21
Pph21p
PPH22
Pph22p
Q
Raslp
Ras2p
rDNA
Reglp
Rgs2p
RGT2
RIM15
Rim15p
Rrd1p
Rrd2p
Rrn3p
rRNA
Rtslp
Sakl1p
Sap155p
Sapl85p
Sap4p
Sfplp
SCH9
Sch9p
sch9A
Siplp
Sip2p
SIT4
Sitdp
Snflp
SNF3
Snfip
STRE
Tap42p
Tco89p
Torlp
Tor2p
TORC1

kmen s deleci genu MSN2 a MSN4

gen kodujici Msndp transkripéni faktor

transkripcni faktor Msn4

kmen s deleci genu MSN4

exportin Msn5

typ bunék tekuté kultury (nonquiescent cells)

gen kédujici nizkoafinitni fosfodiesterazu 1

nizkoafinitni fosfodiesteraza 1, §tépi cAMP

kmen s deleci genu PDE1

gen kodujici vysokoafinitni fosfodiesterazu 2

vysokoafinitni fosfodiesteraza 2, $tépi cAMP

savei protein kindza regulovana ?7??

post-diauxicky shift

cyklin, vaze Pho85p

cyklin dependentni kinaza

kindzy fosfatidylinositolovych kinaz (phosphatidylinositol kinase-related kinase)
protein kindza A

sav¢i protein kindza B

kinaza zapojena do sfingolipidy spousténé signalizace

kinaza zapojena do sfingolipidy spousténé signalizace

komplex proteinovych fosfataz, regulovany TORC1

gen kodujici katalytickou podjednotku fosfatazového komplexu PP2A
katalyticka podjednotka fosfatazového komplexu PP2A

gen kédujici katalytickou podjednotku fosfatdzového komplexu PP2A
katalyticka podjednotka fosfatdzového komplexu PP2A

klidové buiky v tekuté kultufe (quiescent cells)

Ras protein 1 zapojeny v gluk6zové signalizaci

Ras protein 2 zapojeny v gluk6zové signalizaci

ribozomalni deoxyribonukleova kyselina (ribosomal deoxyribonuclei acid)
fosfataza, inaktivuje Snflp

aktivator GTPazové aktivity Gpa2p

gen kédujici hexdzovy transportér

gen kodujici Rim15p kindzu

protein kindza Rim15

regulacni protein Pph21p katalytické podjednotky fosfatazového komplexu PP2A
regulacni protein Sitdp fosfatazy

transkrip¢ni faktor, ovliviiuje transkripci zprostfedkovanou RNA polymerazou |
ribozomalni ribonukleova kyselina (ribosomal ribonucleic acid)
regulaéni podjednou fosfatazového komplexu PP2A

kinaza aktivujici Snflp

regulaéni podjednotka Sit4p fosfatazy

regulacni podjednotka Sit4p fosfatazy

regulacni podjednotka Sit4p fosfatazy

transkripéni faktor, reguluje transkripci ribozomalnich proteinti

gen kodujici Sch9p kinazu

protein kindza Sch9

kmen s deleci genu SCH9

regulaéni podjednotka Snflp kinazy

regulaéni podjednotka Snflp kinazy

gen kodujici katalytickou podjednotku Sit4p fosfatazy

protein fosfataza regulovdna TORC1

katalyticka jednotka protein kindzy Snfl

gen kadujici hexdzovy transportér

aktivacni podjednotka Snflp kinazy

oblast v promotoru gent stresové odpovédi (stress responce element)
regulacni protein fosfataz PP2A a Sit4p

protein obsazny v TORCL1, reguluje lokalizaci a afinitu k substratu Torl/2p
protein kinaza Torl, je soucasti TORCI

protein kinaza Tor2, je soucasti TORC1 i TORC2

TOR komplex 1



TORC2
Tos3p
TPK1
Tpkilp
TPK2
Tpk2p
TPK3
Tpk3p

Vam6p
Yaklp

TOR komplex 2

kindza aktivujici Snflp

gen kddujici katalytickou podjednotku Tpk1p protein kinazy A
katalyticka podjednotka Tpk1 protein kinazy A

gen kodujici katalytickou podjednotku Tpk2p protein kinazy A
katalyticka podjednotka Tpk2 protein kinazy A

gen kodujici katalytickou podjednotku Tpk3p protein kindzy A
katalyticka podjednotka Tpk3 protein kinazy A

bunky horni vrstvy koloonie (upper cells)

faktor katalyzujici vazbu GTP na G proteiny Gtrlp a Gtr2p
protein kindza zapojend v signalizaci vyvolané dostupnosti Zivin



1 Uvod

Kvasinkové buiiky jsou dulezitym modelem molekularni biologie, proto je jejich
fyziologie a morfologie laboratofemi studovana dlouhou dobu. VétSina dosavadnich praci se
zamétovala na charakterizaci kvasinek kultivovanych v tekutych tfepanych kulturach.
Vyzkum kvasinek jako individualnich bunék umoznil odhalit mnohé zakladni regulaéni
mechanismy a charakterizovat déleni a rist bun¢k, nicméné béhem rtstu kvasinek v tekute
ttepané kultufe neni mozné vytvoteni gradientu Zivin, signalnich molekul a pozi¢niho efektu,
vSechny bunky maji pfiblizné stejné podminky a vznikd relativné homogenni populace.
V bunécné suspenzi, ktera se nachazi ve staciondrni fazi rastu, je mozné nalézt dva odlisné
typy bunék, buiiky Q (,,quiescent™) a NQ (,,nonquiescent). Pokud kvasinkové burnky rostou na
pevném podkladu, vytvari mnohobunééné struktury, v rdmci kterych se vznikaji nejrizné;si
gradienty a mikroprostiedi, butiky mohou komunikovat pomoci signalnich molekul a

diferencovat se na jednotlivé piesn¢ lokalizované subpopulace.

Obii kolonie tvofené laboratornim kmenem kvasinky Saccharomyces cerevisiae
BY4742 prochazi béhem rustu fazemi acidifikace a alkalizace média. Alkalizace je provazena
uvoliovanim plynného amoniaku koloniemi. Amoniak slouzi jako signalni molekula, ktera
hraje roli v synchronizaci vyvoje kolonii, a pti metabolickych zménach a diferenciaci bunék
v ramci kolonie. Diferenciace bun¢k v kolonii probihd v horizontalnim i vertikdlnim sméru,
umoziuje dlouhodobé pieziti nékterych bunéénych subppulaci a zvysuje jejich odolnost vici
stresovym podmink&m. V horizontalnim sméru se burky, které jsou lokalizované v centralni
casti kolonie, 1i$i od buné€k lokalizovanych na periferii napt. schopnosti délit se, metabolickou
aktivitou a vyskytem bunék s charakteristikami programované bunétné smrti. V centralni
Casti kolonie dochazi k vertikalni diferenciaci, buniky horni vrstvy (U bunky, ,upper”) a
spodni vrstvy (L bunky, ,lower”) se odliSuji v mnoha aspektech, véetné zivotaschopnosti,
odolnosti viéi stresovym podminkam, morfologie a metabolismu. Zjednodusen¢ lze fici, ze
buniky spodni vrstvy slouzi jako vyziva pro bunky, které jsou lokalizované v horni vrstvé

kolonie, a tedy Ze U bunky prospivaji na ukor L bungk.

V roce 2012 publikovala Laboratof biologie kvasinkovych kolonii ¢lanek, ve kterém
jsou detailn€¢ popsany nckteré vlastnosti hornich a spodnich bun¢k centralni Casti kolonie.
Publikace také popisuje metabolické a regulacni paralely mezi témito dvéma subpopulacemi
bun¢k a buiikami organismu a nadoru. Vysledky naznacily, Ze vyznamnou regulaéni roli ve

vzniku dvou hlavnich subpopulaci bunék a jejich vzajemném vztahu hraji drahy, které
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signalizuji na zaklad¢ dostupnosti Zivin. Mnoho drah regulovanych dostupnosti zivin je
evoluéné konzervovanych od kvasinek po savéi organismy, proto lze piedpokladat, ze
odhaleni jejich role ve formovani kvasinkovych kolonii by mohlo pfispét k odhaleni

regula¢nich mechanismii v bunkéch rakovinnych.

Regulace vyvolané dostupnosti zivin zahrnuje mnoho drah a buné¢nych pochodu.
Pokud bunky rostou na komplexnim médiu, které obsahuje fermentovatelny zdroj uhliku,
aktivni protein kindza A (PKA) a TOR komplex 1 (TORC1) spousti signalni kaskadu, jejimz
vysledkem je rtst, déleni a metabolismus zaloZzeny na fermentaci. Pokud dojde k vyc€erpani
nékteré z esencialnich Zivin, protein kindza A a TOR komplex 1 jsou inhibovany. Signalizaci
V nepfiznivych podminkéach obstardva Snflp kindza, vysledkem je zpomaleni rtstu, dé€leni,

pfechod na respiracni metabolismus a v§eobecnd odpoveéd’ na stres.

Ve své praci jsem se zamgétila na vliv kinaz Rim15p a Sch9p. Ob¢ maji centralni roli
v signalizaci spousténou dostupnosti zivin, jejich regulace je zalozena na kombinaci signalt
pochézejicich od hlavnich drah monitorujicich Ziviny. Dale jsem se vénovala vlivu
transkrip¢nich faktort Msn2p a Msn4p, které jsou zndmé jako aktivatory obecné odpovédi na
stres a vlivu transkripéniho faktoru Gislp, ktery je nezbytny pro piechod z metabolismu
zalozeného na fermentaci na metabolismus respiracni. Regulace a vliv téchto proteinii je
zndmy V piipad¢ kvasinek kultivovanych v tekutém médiu. Na zakladé vyskytu gradienti
Zivin a signalnich molekul v ramci kolonie je pravdépodobné, ze aktivita a kombinace u¢inka

téchto drah se 1i$i v riznych bunécnych supbopulacich a hraje roli ve vyvoji kolonie.
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2 Prehled literatury

2.1 Rust a vyvoj bunéénych populaci v tekutych kulturach

Béhem rustu kvasinkovych bunék v tekutych kulturdch dochazi neustale k michani
média a nemohou proto vznikat gradienty zivin ani signalnich molekul. Kvasinkové bunky
Saccharomyces cerevisiae v komplexnim tekutém mediu, které obsahuje jako zdroj uhliku
glukozu, vykazuji n€kolik fazi rustu. Jak je patrné z obrazku 1, prvni je tzv. ,lag™” faze, béhem
které se bunky adaptuji na nové podminky. Poté nasleduje faze exponencidlniho rlstu,
dochézi k fermentaci glukdzy, buiky puéi a jejich pocet exponencialné roste. Béhem
exponencialni faze rustu se v kultufe vyskytuje pouze jeden typ bunck, pii centrifugaci
v hustotnim gradientu nedochazi Kk jejich rozdéleni. Po vycerpani glukézy dochazi
k takzvanému ,,diauxickému shiftu“, béhem kterého bunky meéni metabolismus uhliku
z fermentace na respiraci. V nésledné ,,post-diauxické fazi“ jsou jako zdroje uhliku vyuzivany
nefermentovatelné zdroje, jako je glycerol. 1 v tomto stadiu buriky rostou a puci, ale ne
v takové mife jako v pfipad¢ exponencidlni faze. Pokud dojde k vyCerpéani i téchto zdroji
uhliku, bunky vstupuji do staciondrni faze, ktera je nezbytnd pro dlouhodobé preziti
V nepiiznivych podminkach. I v této fazi buniky mohou rist a pucet, a pokud je stejna rychlost
puceni a umirani bunék, celkovy pocet bunék v kultufe se neméni (Stahl, Salem et al. 2004).
Pokud dojde béhem exponencialniho ristu k vy€erpani jiného esencidlniho prvku, napiiklad
dusiku nebo fosfatu, bunky prechazi do stacionarni faze i v pfitomnosti glukézy (Swinnen,

Wanke et al. 2006)
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Obr. 1 Rustova kiivka bunék v tekuté kultui'e. Osa x znazoriuje ¢as kultivace bunék a popisy jednotlivych
fazi rstu, osa y logaritmicky pocet bunék. Cerné je vynesena riistova kfivka bunék v komplexnim médiu
S glukézou, Sed¢ rustova krivka bunek v glukézovém komplexnim médiu, ve kterém chybi néktery
z esencialnich zdrojt Zivin. Prekresleno podle (Swinnen, Wanke et al. 2006).

V buné¢nych kulturach v tekutém mediu, které se nachazi ve stacionarni fazi, je
mozné pomoci centrifugace V hustotnim gradientu nalézt dvé populace bunck, ,,Q°
(quiescent) a ,,NQ“ (nonquiescent). Buiky, které vykazuji vys$i hustotu (po hustotni
centrifugaci se nachazi ve spodni frakci), neboli Q buriky, jsou stejné velké (4,6 + 0,33 pum),
nepuci, obsahuji velké mnozstvi glykogenu, malou vakuolu a stézi detekovatelné
endoplasmatické retikulum a mitochondrii. Naproti tomu buiikky obsazené v horni frakci
(oznacovany také jako NQ), tedy mén¢ husté burniky, jsou mensi (4,1 + 0,34 um), n¢které puci
a neobsahuji velké mnoZstvi glykogenu. LiSi se i morfologii organel, obsahuji velkou
vakuolu, fadu mitochondrii a dobfe vyvinuté endoplasmatické retikulum. Vakuola bunck

Z horni frakce obsahuje mnozstvi vacku, které poukazuji na autofagii (Allen, Buttner et al.
2006).

Buiiky pochazejici z horni a spodni frakce se liSi i ve fyziologickych aspektech.
Spodni buniky maji schopnost dlouhodobého ptezivani, po 28 denni kultivaci jich je vice nez
85% Zivotaschopnych, naopak spodni buiiky vykazuji po stejné¢ dlouhé kultivaci pouze 47%
piezivani. Prakticky vSechny buiiky spodni frakce jsou po 7 dnech kultivace schopné vytvofit
kolonii, po 28 dnech kolonii vytvoii 12% bunék. Pouze 36% bunék z horni frakce je
schopnych po 7 dnech kultivace vytvofit kolonii, po 28 dnech uz jsou to pouze 3%. Testy
zabyvajici se toleranci vici teplotnimu Soku ukézaly, Ze buiiky spodni frakce jsou odolngjsi

nez bunky frakce horni (Allen, Buttner et al. 2006).

15



Rozdily mezi Q a NQ populaci bunék jsou patrné i v akumulaci reaktivnich forem
kysliku (ROS) a programované bun&né smrti. Q bunky, tedy spodni buriky, na rozdil od NQ
bun¢k neakumuluji ROS. Velké rozdily je také mozné najit v programované bunééné smrti,
neboli apoptdze. Jenom malé procento Q bunék vykazuje nékteré znaky apoptozy a to i
Vv pozd¢jsich dnech. Naopak procento NQ buiiky, které vykazuji znaky apoptozy a nekrozy, je
vysoké a s delsim ¢asem kultivace vyrazné rostou (Allen, Buttner et al. 2006).

Transkripéni analyza odhalila 68 transkriptt, které jsou typické pro Q buiky a 266
transkript typickych pro NQ buriky, z nichZ 65 je typickych pro rekombinace DNA. Dalsi
transkripty typické pro NQ bunky jsou zapojeny do regulace bunécného cyklu a replikace
DNA. NQ bunky tak s nejvétsi pravdépodobnosti nejsou schopné zastavit bunéény cyklus
v GO fazi a S faze bunééného cyklu v kombinaci s nedostatkem glukozy zptsobuje jejich
rychlejsi odumirani. Q buinky exprimovaly mnoho genii zapojenych do odpovédi na zvySenou
hladinu ROS, které se vyskytuji béhem respirace a mnoho gend zapojenych do energetického
metabolismu (Allen, Buttner et al. 2006).

2.2 Rust a vyvoj bunéénych populaci v koloniich

Saccharomyces cerevisiae tvofi béhem ristu na pevném médiu kolonie. Mikrokolonie
vznikaji z jedné buiky, obii kolonie, neboli makrokolonie vznikaji z kapky bunééné suspenze.
Rust kolonii na pevném médiu doprovazi vznik gradientu zivin a signdlnich molekul, které
maji na vyvoj kolonii zasadni vliv. Kolonie prochazi dvéma fazemi rustu. Prvni faze je velice
podobna exponencialni fazi rustu v tekutem médiu, dochazi k rychlému rustu, naprosta
vétSina bun€k puci. Béhem nasledujici faze vétSina bunck z centralni ¢asti kolonie vstoupi do
stacionarni faze, bunky na perifernich oblastech kolonie jsou i nadale schopné rist a pucet.
V tekutych kulturach je piechod z exponencialni faze rustu do post-diauxické faze zavisly na
zdroji uhliku a je provazen zménou metabolismu z fermentativniho na respira¢ni. Pokud je
hlavnim zdrojem uhliku etanol (nebo jiny zdroj, ktery kvasinky nemohou fermentovat),
k pfechodiim mezi respira¢nim a fermenta¢nim metabolismem nedochézi. K ptechodu bun¢k
kolonii z exponencialni faze ristu do faze linearniho ristu dochazi vzdy, tedy v piipadé ristu

na fermenta¢nim i respiratnim médiu (Meunier and Choder 1999).

Kolonie mnoha kvasinek, véetné Saccharomyces cerevisiae, béhem rustu na pevném
glycerolovém komplexnim médiu vzajemné komunikuji pomoci amoniaku (Palkova,
Janderova et al. 1997). Amoniak je koloniemi uvoliiovan v pulsech, zptisobuje synchronizaci

rustu, vyvoje a metabolismu kolonii, které rostou ve vzajemné blizkosti. Faze uvoliiovani
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amoniaku jsou vystiidany fazemi, béhem kterych dochazi k okyseleni okolniho media.
Z obrazku ¢islo 2 je patrné, Ze prvni faze alkalizace je velice kratkd a je provazena
uvolnovanim amoniaku. Po pfiblizné 24 hodinach nasleduje takzvana prvni acidickd faze,
pevné médium je kvasinkami okyselovano na pH cca 5. Po prvni acidické fazi za¢ne dochazet
k uvoliiovani amoniaku jednou ¢i vice koloniemi. Amoniak pusobi indukéné na okolni
kolonie, které také zvysSi produkci amoniaku a tak dochézi ke koordinaci vyvoje a
metabolickych zmén vSech sousednich koloniich. Faze uvolnovani amoniaku je doprovdzena
zvySenim pH média na hodnoty 6,5-7,5, proto se tato faze rustu nazyva alkalicka. Periodické
stfidani acidickych a alkalickych fazi je provazeno sttidanim fazi ristu kolonie (faze acidicka)

a fazi, kdy je rust ¢aste¢né inhibovan (alkalickd) (Palkova and Forstova 2000).

2. acidicka faze -

1. acidickafaze 2. alkalicka faze
)

— 1 1T 1T T 1T T T T T 1T T T T T T 1
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 dni

Obr. 2 Stiidani acidické a alkalické faze béhem ristu kolonii S.cerevisiae. Na horni 1isté¢ jsou fialové
znazornény faze uvoliiovani amoniaku, Zluté je znazornéna faze okyseleni média. Osa pod liStou ukazuje pocet
dni rastu kolonii. Fotografie zachycuji obfi kolonie S.cerevisiae BY4742 béhem acidické a alkalické faze rustu
na GM+BKP. Piekresleno podle (Vachova, Kucerova et al. 2009).

Féze uvolnovani amoniaku a okyselovani média jsou spojeny se zmeénami genové
exprese. Nejvetsi rozdily se vyskytuji v ptipadé gend, které koduji metabolické enzymy. Geny
pro citratovy cyklus a oxidativni fosforylaci jsou béhem piechodu z acidické do alkalické faze
reprimovany, naopak dochazi kindukci geni metabolismu aminokyselin, nukleotidi a
mastnych kyselin. Reprimovany jsou také geny stresové odpovédi a rGzné transportéry
organickych sloucenin, véetn¢ transportérii hexdzy. Neékteré transportéry iontll jsou naopak

indukovany (Palkova, Devaux et al. 2002).

Amoniakova signalizace ma za nasledek vznik riznych bunéénych typt v ramci

kolonie. Bunky se 1i§i v horizontalnim i vertikalnim sméru.
2.2.1 Horizontalni diferenciace bunék kolonie

Rozriznéni bunék ve stfedové a okrajové Casti kolonie je zavislé na amoniakove
signalizaci. Pfed amoniakovou signalizaci se stiedové a okrajové bunky pfilis nelisi, ve vSech

Castech kolonie je mozné najit stejné malé mnozstvi bunék, které maji znaky typické pro
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programovanou bunéénou smrt, jako je zvySend hladina reaktivnich forem kysliku,
fragmentované DNA a zvySené hladiny proteaz. Po amoniakové signalizaci prestanou bunky
lokalizované na okrajich kolonie tyto znaky jevit, naopak ve stiedové cCasti kolonie je
programovana bunécéna smrt hojnéjsi. Z obrazku ¢islo 3 je patrné, ze bunky, které se vyskytuji
na okrajich, jsou pfedevsim mladé bunky, které jsou schopné pucet, naopak centralni Cast je

tvofena starymi bunkami (Vachova and Palkova 2005).

I 1. acidicka faze 2. alkalicka faze 2. acidicka faze ‘

- = =
mm PUEici buriky Bocni pohled nakolonii
mm Bunky ve stacionarnifazi

Obr. 3 Horizontalni diferenciace bunék kolonie v ¢ase. Lista zobrazuje stfidani alkalické (fialova) a alkalické
(zIutd) faze ristu. Bocni pohled na kolonii modfe zobrazuje pucici buiiky, ¢ervené bunky ve stacionarni fazi.
Piekresleno podle (Vachova, Cap et al. 2012)

Bunky, které se vyskytuji v periferiich kolonie, se od bunék lokalizovanych centralné
odliSuji i mnozstvim a aktivitou rliznych enzymi. V okrajovych bunikdach vykazuji vyssi
aktivitu enzymy peroxisomu, jako je naptiklad katalaza, mitochondrialni enzymy zapojené do
metabolismu uhliku a exportéry amoniaku. Bunky v centralni Casti kolonie produkuji vice
enzymli zapojenych do obrany proti stresovym podminkdm, jako napiiklad
superoxiddismutaza. Hlavnimi producenti amoniaku jsou bunky lokalizované v okrajovych
castech kolonie, builkky pochdzejici z centrdlni ¢asti amoniak produkuji vyrazné méné

(Vachova, Kucerova et al. 2009).
2.2.2 Vertikalni diferenciace bunék kolonie

Kolonie, které prosly alkalickou fazi, jsou v centralni ¢asti vertikalng rozdéleny ostrym
pfechodem na dv¢ hlavni vrstvy, horni a spodni. Horni vrstva, ktera se sklada z takzvanych U
(upper) bunék, je tenci, v koloniich starych 15 dni dosahuje tloustky 150 £ 30 um. Spodni
vrstva, ktera je sloZzend z L (lower) bunék, ma po 15 dennim ristu kolonii na glycerolovém
médiu tloustku 200 + 50 pm.

Buniky, které se nachazi v horni a ve spodni vrstvé kolonie, se 1i§i. U buiiky jsou vétsi
(3.92 £ 0.79 um), puci a obsahuji mnoho malych vakuol a velké mitochondrie, které

neobsahuji prakticky zadné kristy, horni buiikky maji sniZzenou respiraci. Buiky horni vrstvy
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obsahuji také mnoho lipidickych télisek a akumuluji glykogen. L buiky jsou mensi (2,87 +
0.46 um), nepuci, nesou jednu velkou vakuolu a mnoho malych mitochondrii s dobie
vyvinutym systémem krist, které umoziuji respira¢ni metabolismus. Na rozdil od L bunék
obsahuji ¢asto jen jedno malé lipidické télisko a neakumuluji glykogen (Cap, Stepanek et al.
2012).

Rozdily mezi bunikami, které se v ramci kolonie vyskytuji v horni a spodni vrstve, jsou
ziejmé 1 pii odpovédi na stres a pii dlouhodobém piezivani. Az polovina U bunék
pochézejicich z 50 dni staré kolonie je schopna vytvofit dalsi kolonii, v pfipadé L bunék ma
tuto schopnost pouze 10% bunék. Pro schopnost dlouhodobého ptezivani bunék horni vrstvy
je dilezita autofagie, schopnost pieziti L bunc¢k autofagii ovlivnéna neni. U bunky
v porovnani s L bunikami vykazuji vyssi odolnost vici stresovym podminkam, jako je vysoka
teplota a pusobeni etanolu. Reaktivni formy kysliku (ROS) se tvoii pfedev§im v bunkach
spodni vrstvy, L bunky obsahuji az tfikrat vétsi mnozstvi ROS nez U bunky (Cap, Stepanek et
al. 2012).

Transkripéni analyza 15 a 20 dni starych kolonii odhalila rozdilny ptepis geni v U a L
bunkach. Transkripce v ramci jedné vrstvy bunék se 1i8i i v zavislosti na ¢ase, nicméné hlavni
kategorie prepisovanych genl zistavaji mezi 15 a 20 dnem zachovany. U buiky piepisuji
pfevazné geny translacniho aparatu a geny kodujici metabolické enzymy, transportéry zivin
nebo iontl a geny, které koduji glykolytické enzymy a enzymy zapojené do metabolismu
aminokyselin, nukleotidii a vitamint. ZvySena transkripce v L buikach se tyka piedevsim
genil zapojenych do biogeneze mitochondrii, genti kodujicich enzymy nezbytné pro oxidativni
fosforylaci, chaperony, komponenty ubiquitin-proteazomové degradacni drahy a transkrip¢ni
faktory spoustéjici odpovéd’ na stres. ZvySena transkripce se vyskytuje také v piipadé

nékterych gend ovlivitujicich metabolismus lipida (Cap, Stepanek et al. 2012).

Buniky horni vrstvy vykazuji nékteré znaky typické pro buiky, které rostou na
bohatém zdroji zivin, jako je napiiklad exprese glykolytickych geni a vysoka translaéni
kapacita bun¢k. Tyto znaky jsou spojovany s aktivni protein kindzou A a TOR komplexem 1.
Na druhou stranu, horni bunky vykazuji nékteré vlastnosti typické pro hladovéjici bunky, jako
je akumulace glykogenu a autofagie (Loewith, Jacinto et al. 2002) (Wang, Pierce et al. 2004).
Horni bunky tedy maji specidlni metabolismus, ktery jim snejvetsi pravdépodobnosti

umoznuje dlouhodobé preziti. L bunky jsou typicky hladovéjici buiilky, metabolismus uhliku
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maji zaloZeny na respiraci, produkuji velké mnozstvi transkripénich faktort, které spousti
odpovéd’ na stres (Nehlin and Ronne 1990).

2.3 Drahy snimajici dostupnost Zivin

Kvasinkové bunky Saccharomyces cerevisiae, které rostou v komplexnim tekutém
médiu s glukdzou nebo s jinym preferovanym fermentovatelnym zdrojem uhliku, se od
hladovéjicich bunck lisi v mnoha fyziologickych aspektech. Dobie charakterizovany jsou
zmény v akumulaci glykogenu a trehaldzy, odolnosti proti stresovym podminkdm, rastu a
déleni. Rozdily jsou zplsobeny signalnimi drahami, které snimaji dostupnost zivin, predevsim

Snflp drahou, drahou protein kindzy A a TOR komplexem 1.

V buiikkach rostoucich na médiu, které obsahuje vSechny dilezité¢ ziviny, vcetné
fermentovatelného zdroje uhliku (pfedevsim glukozy), je aktivni protein kindza A a TOR
komplex 1. Pokud dojde K limitaci né&které =z Zivin, dochazi i v ptitomnosti glukozy
k prechodu buné¢k do stacionarni faze. Béhem hladovéni je protein kindza A a TOR komplex
1 neaktivni, velkou roli hraje signalizace vyvolana Snflp komplexem (Nehlin and Ronne
1990). Pokud je limitujici Zivina navracena do média, bunky opusti stacionarni fazi a opé&t
ziskaji fenotyp bunék rostoucich na fermentovatelném komplexnim médiu. Béhem
signalizace po ptidani limitujici ziviny hraje dulezitou roli takzvana FGM draha (fermentable
growth medium-induced pathway, drdha indukovana fermentovantelnym médiem), ktera
zajistuje propojeni signali drah snimajicich dostupnost glukoézy a ostatnich zivin. Velice
dulezitou slozkou FGM drahy je protein kindaza Sch9p (Crauwels, Donaton et al. 1997),
(Kraakman, Lemaire et al. 1999), (Binda, Peli-Gulli et al. 2009).

2.4 Snflp kinaza

Dréha AMP (5"-adenosinmonofosfat) Snflp kinaza se uplatiuje predevsim
v podminkach, kdy bunky Saccharomyces cerevisiae rostou na médiu, ktere jako zdroj uhliku
neobsahuje glukozu. Signalizace zptsobena Snflp kinazou spousti transkripci glukézou
inhibovanych gend, ovliviiuje tak mnoho bunéénych procest, véetné respirace, akumulace

glykogenu a rastu (Nehlin and Ronne 1990).
2.4.1 Struktura

Snflp  serin/treoninovda  kindza  patii do rodiny takzvanych ~AMPK
(adenosinmonofosfatem aktivované kindzy). V buikach se vyskytuje jako heterotrimerni
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protein, obsahuje o katalytickou podjednotku Snflp, B regulatni a zaroven ,,scaffold*
podjednotku, kterou tvofi jeden ze tii proteinti Gal83p, Siplp nebo Sip2p, a y aktivaéni
podjednotku Snfdp (Celenza and Carlson 1984), (Celenza, Eng et al. 1989), (Yang, Jiang et
al. 1994).

Beta podjednotku mohou tvofit tfi rizné proteiny: Siplp, Sip2p nebo Gal83p. VSechny
tf1 obsahuji v C-koncové ¢asti ,,KIS* doménu, na kterou se vaze Snflp a ,,ASC* doménu,
kterd vaze Snf4p. Delece tii genli kddujicich proteiny beta podjednotky je pro bunky letélni,
Zivotaschopné jsou bunky s alespon jednim funkénim genem. Analyzou kment, které mély
deletované dva geny beta podjednotky a jeden mély funkcni, bylo zjisténo, ze Snflp kinaza
S riznymi beta podjednotkami vykazuje riznou substratovou specifitu. Substratovou specifitu
muze zprostfedkovavat beta podjednotka pfimou interakci se substratem, jako je to v piipadé
Gal83p, ktery piimo vaze Sip4p transkripcni faktor. Druhou moZnosti regulace specifity je
ruzna lokalizace Snflp kindzy v ramci burniky. Pokud buriky rostou na médiu s glukézou a
Snflp kinaza je neaktivni, Siplp, Sip2p a Gal83p jsou lokalizovany v cytoplasmé bunék. Na
nefermentovatelném zdroji uhliku se lokalizace mezi jednotlivymi proteiny lisi.
V hladovéjicich bunikach je Siplp prevazné lokalizovana ve vakuole, Sip2p zlstava
Vv cytoplasmé a Gal83p je transportovan do jadra (Vincent and Carlson 1999), (Schmidt and
McCartney 2000), (Vincent, Townley et al. 2001).

2.4.2 Regulace

Interakce Snflp katalytické podjednotky a aktivacni podjednotky Snfdp je silné
ovliviiovéna pfitomnosti glukozy. Snflp podjednotka nese na C-koncové casti regulacni
doménu a na N-terminalni ¢asti katalytickou doménu. Pokud ma burka dostatek glukédzy, C-
koncova a N-koncova ¢ast spolu interaguji, Snflp se tak inaktivuje autoinhibici. Pokud je
buiika vystavena podminkdm, ve kterych hladovi, Snf4p aktiva¢ni podjednotka se vaze do C-
koncové ¢asti Snflp, zabrani tak interakci s katalytickou doménou Snflp a kinaza je aktivni
(Jiang and Carlson 1996), (Celenza, Eng et al. 1989).

Pokud burika hladovi a vykazuje tak vysokou hladinu AMP (5"-adenosinmonofosfatu),
protein kindza SnflP je aktivni. Snflp nedokaze sama o sobé snimat mnozstvi AMP v buiice,
regulaci zajiStuji tii kinazy a fosfatdza. Z obrazku Cislo 4 je patrné, Ze aktivaci Snflp zajist'uji
kinazy Tos3p, Saklp a Elmlp, které fosforyluji Snflp threoninovy zbytek v pozici 210

v aktiva¢ni smycce, naopak inaktivaci zajistuje Glc7p-Reglp fosfatazovy komplex, ktery
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tento zbytek defosforyluje (Nath, McCartney et al. 2003), (Sutherland, Hawley et al. 2003),
(Ludin, Jiang et al. 1998).

2.4.3 Substraty

Miglp je transkrip¢ni represor. Jeho struktura obsahuje dva ,,zinc finger* motivy v N-
terminalni ¢asti a C-terminalni doménu, pies kterou se vaze na korepresory. V kvasinkovych
bunkach Saccharomyces cerevisiae se béhem rustu na glukéze ucastni glukdzové represe,
Miglp pulsobi jako inhibitor transkripce genti, které jsou =zapojené do zpracovani
alternativnich zdroj uhliku, jako je sachar6za, galaktoza, maltdza a melibioza, a genti, které
se prepisuji pii respiraci a glukoneogenezi (Nehlin and Ronne 1990). Miglp represor je
regulovan zménami lokalizace v buiice. Pokud buniky pouzivaji jako zdroj uhliku glukézu,
Miglp je lokalizovan vjadie a negativné reguluje transkripci gend pro zpracovani
alternativnich zdroju uhliku, po vyCerpani glukozy je Miglp translokovan do cytoplasmy a
k inhibici transkripce nedochazi. Lokalizace je zavisla na fosforylaci zprostfedkované Snflp
kindzou v misté jaderného exportniho signalu. Toto misto je po fosforylaci rozeznano Msn5p
exportinem a Miglp je translokovan do cytoplasmy. Fosforylace zptusobena Snflp kinazou
ma také za nasledek neschopnost Miglp vazat korepresory, které jsou konstitutivné vazany
v promotorovych oblastech genli nepfepisovanych v pfitomnosti glukozy, a tak nedochazi
k jejich inhibici (De Vit, Waddle et al. 1997), (DeVit and Johnston 1999), (Papamichos-
Chronakis, Gligoris et al. 2004).
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Vysoka hladina glukdzy

Glukdza Glukdza-6-P— Glykolyza
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Obr. 4 Regulace a substraty Snflp drahy. Vysoka hladina glukézy zptsobuje defosforylaci zprostiedkovanou
Glc7-Regl fosfatdizovym komplexem a tim i inhibici Snflp kindzy. Transkripéni faktor Miglp je lokalizovan
Vv jadfe, kde inhibuje transkripci gend pro glukoneogenezi, respiraci a utilizaci alternativnich zdroji uhliku.
Snizeni hladiny glukézy zpusobi aktivaci kindz Ekm1p, Saklp a Tos3p, které fosforyluji a tim aktivuji Snflp,
ktera dale fosforyluje Miglp a tim spousti jeho translokaci do cytoplasmy. Prekresleno podle (Smets, Ghillebert
et al. 2010)

2.5 Protein kinaza A

Draha cAMP (cyklicky adenosin-3°, 5"-monofosfat) — PKA (protein kindza A) je
hlavni drdhou regulovanou dostupnosti zdroje uhliku. Ovliviiuje mnoho bunéénych pochodi,
v¢etné rustu, puceni, odpovédi na stres, autofagie a metabolismu (Gorner, Durchschlag et al.
2002), (Budovskaya, Stephan et al. 2004), (Lee, Cho et al. 2008).

25.1 Struktura

Protein kindza A je heterotetramer slozeny ze dvou katalytickych a dvou regulacnich
podjednotek. Genom kvasinky Saccharomyces cerevisiae obsahuje tifi geny kodujici
katalytické podjednotky: TPK1, TPK2 a TPK3. Katalytické podjednotky vykazuji vysoké
procento homologie v C-terminalni ¢asti, naopak N-termindlni domény jsou vysoce
heterogenni, 1isi se sekvenci aminokyselinovych zbytkt i délkou. Kmeny, které nesou deleci
ve v8ech tiech genech kddujicich katalytické podjednotky, nejsou Zivotaschopné. Prestoze pro
rist a puceni je dostateCna pritomnost pouze jedné (jakékoli) katalytické podjednotky PKA,

kazda z téchto podjednotek ma svoji unikatni substratovou specifitu. Podjednotka Tpklp
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rozpoznava 256 substrata, Tpk2p 29 substrat, podjednotka Tpk3p 79 substrati, pouze 8
substratii je rozpoznavano vsemi podjednotkami (Toda, Cameron et al. 1987), (Ptacek,
Devgan et al. 2005). Regula¢ni podjednotku protein kinazy A tvofi homodimer podjednotek
kodovanych genem BCY1. Kmeny s deleci v genu kddujicim Bcylp rostou i na chudéem

médiu a vykazuji zvySenou citlivost k teplotnimu Soku (Toda, Cameron et al. 1987).

Béhem exponencidlniho ristu na glukéze jsou regulaéni podjednotky Bceylp a
katalytickd podjednotka Tpk2p lokalizovany v jadte, Tpklp a Tpk3p se vyskytuji v jadie i
Vv cytoplasmé&. Ve stacionarni fazi ristu a béhem riastu na glycerolu jsou katalytické i regulacni

podjednotky lokalizovany piedevsim v cytoplasmé bunék (Tudisca, Recouvreux et al. 2010).
2.5.2 Regulace
2.5.2.1 Regulace extracelularnim zdrojem uhliku

Aktivita protein kinazy A je regulovéana dostupnosti fermentovatelného zdroje uhliku
ve vnéj$im prostiedi pomoci transmembranového receptoru spiazeného s G-proteinem. Tato
draha reaguje pfedevsim na vysSi koncentrace D-glukozy a sachardzy v okolnim prostiedi
(Rolland, De Winde et al. 2000). Receptor Gprlp sedmkrat prochazi cytoplasmatickou
membranou, dlouhd tieti smycka a C-koncova doména smétuji do cytosolu a interaguji
s heterotrimernim G-proteinem Gpa2p. K interakci C-koncove domény s Gpa2p dochazi po
zméné konformace vyvolané navazanim glukézy nebo jiného fermentovatelného zdroje na
receptor (Yun, Tamaki et al. 1997), (Yun, Tamaki et al. 1998). Konformacni zména ma za
nésledek navazani GTP (5"-guanosintrifosfat) na misto GDP (5 -guanosindifosfat) na Gpa2p.
Podjednotka o Gpa2p aktivuje adenylatcyklazu Cyrlp, podejdnotky B a y =zistavaji
v komplexu. Aktivovana Cyrlp katalyzuje reakci, pfi niz z ATP vznika cyklicky adenosin-3”,
5 -monofosfat CAMP (Kraakman, Lemaire et al. 1999), (Colombo, Ma et al. 1998), (Xue,
Batlle et al. 1998). Na obé¢ regulacni podjednotky protein kindzy A se navazi dva cAMP,
dojde ke konformaéni zméné a rozpadu heterotetrameru na homodimer Bcylp a dva
monomery Tpk1-3p (Cooper 2003). Ukonceni signalizace vyvolané vazbou GTP na Gpa2p
zajiStuje protein Rgs2p. Protein Rgs2p se vaze na a podjednotku Gpa2p a stimuluje jeji
GTPéazovou aktivitu, dochéazi k hydrolyze GTP a inaktivaci Gpa2p (Versele, de Winde et al.
1999).
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2.5.2.2 Regulace vnitrobunéénym zdrojem uhliku

Regulaci aktivity protein kindzy A v zavislosti na vnitrobunééném mnozstvi glukozy
nebo jiného fermentovatelného zdroje uhliku zprostfedkovavaji Ras proteiny. Na rozdil od
drahy Gprlp-Gpa2p dochazi k aktivaci drahy snimajici vnitrobuné¢nou dostupnost zivin i za
pritomnosti malého mnozstvi glukézy nebo jinych fermentovatelnych monosacharida
(Rolland, De Winde et al. 2000). Genom kvasinky Saccharomyces cerevisiae obsahuje dvacet
genl pro hexdzové transportéry: HXT1-17, GAL2, SNF3 a RGT2, lisi predevsim ve specifité
a afinité vacéi substratu (Boles and Hollenberg 1997). Transport glukdzy nebo jiného
fementovatelného zdroje je nutny pro aktivaci drahy, zapojeni rtiznych transportérii nehraje
specifickou roli v aktivaci drahy vyvolavajici zvySeni mnozstvi cCAMP (Rolland, Wanke et al.
2001). Prvnim procesem probihajicim po vstupu hexdézy do bunky je fosforylace.
V kvasinkovych buiikéach ji zajist'uji tfi hexokindzy: glukokindza Glklp a hexokindzy Hxkl1p
a Hxk2p (Lobo and Maitra 1977), (Maitra 1970). Pfitomnost fosforylovaného
fermentovatelného zdroje uhliku mé za nasledek aktivaci Cdc25p, ktery funguje jako
takzvany GEF faktor, tedy faktor katalyzujici vyménu GDP za GTP na Ras proteinech
(Munder and Kuntzel 1989), (van Aelst, Jans et al. 1991). Ras proteiny Raslp a Ras2p po
navazani GTP aktivuji Cyrlp adenylatcyklazu (Breviario, Hinnebusch et al. 1986), (Colombo,
Ronchetti et al. 2004). Aktivace adenylatcyklazy vede ke vzniku cAMP, ktery vySe zminénym
mechanismem aktivuje PKA. Inhibici Raslp a Ras2p zajistuji Iralp a Ira2p proteiny, takzvané
GAP faktory, které katalyzuji hydrolyzu GTP navazaného na Ras proteinech (Tanaka,
Matsumoto et al. 1989), (Tanaka, Nakafuku et al. 1990). Regulace protein kinazy A

dostupnosti glukozy je zndzornéna na obrazku 5.
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Obr. 5 Regulace protein kinazy A dostupnosti extracelularni a vnitrobunééné glukézy. Pritomnost
extracelularni glukézy je snimana receptorem Gprlp. Po navazani glukézy Gprlp iniciuje vyménu GTP za GDP
na Gpa2p proteinu. Gpa2p ve formé s navazanym GTP aktivuje Cyrlp adenylatcyklazu. Protein Rgs2p
podporuje hydrolyzu GTP a zaji$tuje tak ukonceni signalizace. Vnitrobunééna piitomnost glukézy-6-P aktivuje

.....

adenylatcyklazu. Iralp a Ira2p proteiny podporuji hydrolyzu GTP na Ras proteinu a ukonéeni signalizace.
Aktivovana Cyrlp katalyzuje reakci, pti které vznika cAMP, ktery se vaze na regulacni podjednotky Bcylp
protein kinazy A. Po navazani cAMP na Bcylp dochazi k uvolnéni a aktivaci katalytickych podjednotek Tpk.
Piekresleno podle (Santangelo 2006).

2.5.2.3 Regulace kinazami
Sch9p kinaza

Sch9p kinaza je centralni komponentou FGM drahy. Na nefermentovatelném zdroji
uhliku negativné reguluje protein kindzu A tim, Ze fosfosforyluje N-koncovou domeénu Bcylp
regula¢ni podjednotky a spousti tak jeji translokaci z jadra do cytoplasmy. Negativni regulace
pusobi také na Tpk2p katalytickou podjednotku. Kmeny sch94 maji nékolikanasobné zvySené
mnozstvi Tpk2p v ptipad¢ rustu na glukéze i glycerolu, mnozstvi transkriptu genu TPK2 se
neméni. Tyto data naznacuji, Ze Sch9p negativné ptisobi na stabilitu Tpk2p proteinu. Jestli je
stabilita ovlivnéna fosforylaci samotné Tpk2p nebo aktivaci protézy S$tépici Tpk2p neni
ziejmé (Zhang, Shen et al. 2011).

Pkhlp a Pkh2p kinazy

Katalyticka podjednotka Tpklp obsahuje v C-koncové ¢asti misto rozeznavané Pkhlp
a Pkh2p kinazami. K fosforylaci dochazi b&hem syntézy nebo kratce po nesyntetizovani
Tpklp. Tato extrémné stabilni fosforylace hraje dilezitou roli béhem skladani Tpklp do

aktivni konformace (Voordeckers, Kimpe et al. 2011).
2.5.2.4 Regulace negativni zpétnovazebnou smyckou

Protein kinaza A ovlivituje mnoho bunécnych procest, proto je nezbytné nutné ji
piesné¢ regulovat. Proti vySe zminénym aktivatnim regulatnim mechanismim plsobi
autoinhibi¢ni regulacni procesy, které spousti aktivovanad PKA, a ma za nasledek piedev§im

zmény v hladin€ druhého posla cAMP.
Regulace fosfodiesterazami

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae koduje dvé cAMP fosfodiesterazy: Pdelp a
Pde2p. Zatimco Pdelp je nizkoafinitni fosfodiesterdza a jeji vliv na snizovani hladiny cCAMP

béhem cAMP-PKA signalizace je ziejmy, Pde2p vykazuje vysokou afinitu k substratu a jeji
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vliv na snizovani hladiny cAMP béhem signalizace neni jasny (Ma, Wera et al. 1999), (Sass,
Field et al. 1986), (Londesborough 1982).

Dlouhou dobu nebyla zndma fyziologicka role fosfodiesterdzy 1, protoZe afinita Pdelp
k substratu je niZzsi, nez bazalni hladina cAMP v bunkach (Londesborough 1982). Po
stimulaci bun€k glukézou dochazi k aktivaci adenylatcyklazy Cyrlp, kterd hladinu cAMP
V bunikach vyrazné zvysi. Za téchto podminek ziejmée hraje Pdelp dulezitou roli v ukonceni
signalizace. Kmen s deleci genu PDE1 mé vyssi hladinu cAMP, naopak kmen s nadprodukci
tohoto genu vykazuje snizené hladiny cAMP béhem signalizace cAMP-PKA. Protein kindza
A fosforyluje Pdelp na serinu v pozici 252, ¢imz ji aktivuje a zajistuje tak negativni zpétnou
regulaci. Pusobeni fosfodiesterdzy Pdelp zfejm¢ neni hlavnim zpétnovazebnym
mechanismem, dele¢ni kmen pdel4 ma pouze tiikrat zvySenou hladinu cAMP oproti kmenu

rodi¢ovskému (Ma, Wera et al. 1999).

Fosfodiesteraza 2 je vysokoafinitni enzym (Londesborough 1982). Hlavni funkci
Pde2p je udrZovani bazélni hladiny cAMP, delece ani nadprodukce genu PDE2 nema
Vv bunkach optisobenych glukézou vliv na mnozstvi cAMP (Ma, Wera et al. 1999). Piesto se
ukazuje, Ze Pde2p je takeé regulovana protein kinazou A. Pde2p je v bunkach rostoucich na
nefermentovatelném zdroji uhliku lokalizovana v cytosolu, v pfipad¢ rastu na glukodze je
lokalizovana v jadfe. Béhem ristu na glukoze ma fosfodiesteraza 2 zvySenou stabilitu a
vyskytuje se ve vétSim mnozstvi. Dynamické lokalizace 1 zvySena stabilita Pde2p je zavislé

na PKA, funkce Pde2p ve zpétnovazebné inhibici ziistava nejasna (Hu, Liu et al. 2010).
Regulace Cdc25p, Ras1/2p, Iral/2p

Protein Cdc25p v piitomnosti fermentovatelného zdroje uhliku katalyzuje vyménu
GTP za GDP na Raslp a Ras2p, ¢imz nepfimo zvySuje mnozstvi cAMP v burice (van Aelst,
Jans et al. 1991). Cdc25p se sklada ze tii domén: N-koncové o domény, B1 domény ve
sttedové Casti a malé B2 domény lokalizované na C-konci proteinu. Domény o a Bl jsou
katalytické domény nezbytné pti aktivaci Rasl/2p, B2 doména hraje dilezitou roli pfi
negativni zpétné regulaci. Katalyticka podjednotka Tpk2p protein kindzy A fosforyluje
treoninové nebo serinové aminokyselinove zbytky a tim inhibuje cely Cdc25p protein
(Munder and Kuntzel 1989), (Zhang, Shen et al. 2011).

Kvasinkové proteiny Raslp a Ras2p po navazani GTP aktivuji adenylatcykldzu Cyrlp

a zpusobuji tak zvySeni hladiny cAMP. Oba proteiny jsou fosforylovany protein kinazou A a
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to predevSim na serinovych zbytcich aminokyselin, v pfipadé¢ Ras2p je preferovan serinovy
zbytek v pozici 214. Fosforylace probiha pfevazné u Ras proteint lokalizovanych
Vv cytoplasmatické membrané a je velice dynamickd. VSechny vySe zminéné poznatky
poukazuji na zapojeni Raslp a Ras2p do negativni zpétné smycky, pfesny mechanismus
ucinku fosforylace na tyto proteiny neni znamy (Cobitz, Yim et al. 1989), (Whistler and Rine
1997), (Xiaojia and Jian 2010).

Iralp a Ira2p podporuje aktivaci GTPazové aktivity Ras proteintl, nepiimo tak pisobi
inhibi¢né na adenylatcyklazu a tim i na hladinu bunééného cAMP. V sekvenci Iralp se
vyskytuji dvé mista, které by mohly byt potencialné fosforylovana protein kinazou A,

fyziologicka role je zatim nezndma (Tanaka, Matsumoto et al. 1989).
2.5.3 Substraty

Ptidani gluk6ézy do média hladovéjicich bunék ma za nasledek rozsdhlé zmény piepisu
genl. Protein kindza A je zodpovédna za 90% téchto zmén, zajist'uje je inhibici nebo aktivaci
svych substrati, tedy riznych kinaz a transkripénich faktort (Wang, Pierce et al. 2004).
Protein kinadza A je po pridavku glukézy do média také zodpovédnd za zmény v bunéénych
procesech tykajicich se aktivity metabolickych enzymt a autofagie. Pfesné mechanismy jsou

popsany v souhrnné kapitole (Budovskaya, Stephan et al. 2004).
2.6 TOR komplex

TOR komplex (,,target of rapamycin®) byl objeven jako komplex, ktery je inhibovan
rapamycinem. Rapamycin (také nazyvany sirolimus) je produkovan mikroorganismem
Streptomyces hygroscopicus. V kvasinkovych buiikach se Rapamycin vaze na vnitrobunéény
Fprlp receptor, vytvaii toxicky komplex, inhibuje Torlp a Tor2p a piisobi tak jako antifugalni
antibiotikum. Kvasinkové bunky Saccharomyces cerevisiae obsahuji dva TOR komplexy,
TOR komplex 1 (TORC1) a TOR komplex 2 (TORC2). TORCL1 se vyskytuje pfevazné na
membrané vakuoly, v zavislosti na zivinach ovliviiuje bunéény rust, transkripci, translaci a
autofagii, je inhibovany rapamycinem. TORC?2 je lokalizovan pfevdzné na cytoplasmatické
membran¢ a je zapojen piedevSim do organizace aktinu v rdmci buiiky, neni inhibovan
rapamycinem. TORC1 muze obsahovat Torlp nebo Tor2p kindzu, TORC2 pouze Tor2p
kindzu. Tyto dva komplexy se mezi sebou lisi také proteiny, se kterymi kindzy vytvafi

komplex. TOR komplex je evoluéné konzervovana draha, savéi a kvasinkovy TOR vykazuje

28



velkou sekvenéni i funk¢éni podobnost (Vezina, Kudelski et al. 1975), (Heitman, Movva et al.
1991),(Kunz, Schneider et al. 2000), (Loewith, Jacinto et al. 2002).

2.6.1 Struktura

Genom kvasinky Saccharomyces cerevisiae nese dva geny kddujici Tor kinazu: TOR1
a TOR2. Delece TOR1 genu umoziuje buikdm prodlouzeni chronologického ptezivani,
delece TOR2 zpusobuje narusenou distribuci aktinu (Bonawitz, Chatenay-Lapointe et al.
2007), (Schmidt, Kunz et al. 1996). Torlp a Tor2p patii do PIKK (,,phosphatidylinositol
kinase-related kinase*) rodiny. C-koncova katalytickd doména je konzervovana, u Torlp a
Tor2p vykazuje 80% homologii. N-koncova doména obsahuje mnoho repetic a
zprostiedkovava proteinové interakce (Helliwell, Wagner et al. 1994), (Kunz, Schneider et al.
2000).

TOR komplex 1 obsahuje bud’ Torlp nebo Tor2p a asociované proteiny Koglp, Lst8p
a Tco89p. Funkce asociovanych proteini neni dobie charakterizovana, hraji roli v lokalizaci
TORCI1 a jsou duleZité pro interakci Torl/2p se substraty (Loewith, Jacinto et al. 2002),
(Reinke, Anderson et al. 2004).

2.6.2 Regulace

TOR komplex 1 je regulovan dostupnosti a kvalitou zdroje uhliku a dusiku, predevsim
glukdézy a leucinu (Shamiji, Kuruvilla et al. 2000). Prozatim nebyl u kvasinkovych bunék
identifikovan mechanismus, kterym by TORC1 dokazal snimat extracelularni Ziviny. Naopak
snimani mnoZzstvi vnitrobunéénych zdroji aminokyselin, ptfedevS§im leucinu, je ziejmé

dulezitym regulaénim krokem v aktivaci TORC1 (Bonfils, Jaquenoud et al. 2012).

TORCI je ptevazné lokalizovan na membréanéch vakuol (Kunz, Schneider et al. 2000).
Tam také doch&zi k regulaci jeho funkce zprostfedkované EGO komplexem (EGOC, exit
from rapamycin-induced growth arrest). Regulace je schematicky zndzornéna na obrazku
¢islo 6. Komplex EGO se sklada ze ¢ty proteint: Egolp, Ego3p, Gtrlp a Gtr2p. Egolp ma
N-koncovou c¢ast posttranslaéné modifikovanou pfipojenim zbytku kyseliny myristové a
pfipojenim zbytku kyseliny palmitové, slouzi jako kotva EGOC do vakuolarni membrény.
Homodimer Ego3p je nezbytny pro spravné poskladani EGO komplexu a aktivaci TORC1.
Véaze Egolp a na N-terminalni konec vaze Gtrlp a Gtrp2. Gtrlp a Gtr2p jsou G proteiny,
v komplexu se vyskytuji ve formé heterodimeru (Nakashima, Noguchi et al. 1999),
(Dubouloz, Deloche et al. 2005), (Zhang, Peli-Gulli et al. 2012). Aktivace nebo inhibice TOR
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komplexu 1 je zavisla na vazbé GTP/GDP na heterodimer Gtrlp-Gtr2p. Aktivaéné pisobi
kombinace, kdy Gtrlp vaze GTP a Gtr2p vaze GDP, naopak inhibi¢né piisobi vazba GDP na
Gtrlp a vazba GTP na Gtr2p. V pfipadé vazby GTP na Gtrlp dochazi k pfimé interakci
Tco89p TOR komplexu 1 s Gtrlp. Vazba GTP/GDP na Gtrlp je regulovana Vamép, ktery
pusobi jako takzvany ,,GEF“ (guanine nucleotide exchange factor), mohl by tak byt slozkou
odpovidajici na zmény v dostupnosti aminokyselin (Binda, Peli-Gulli et al. 2009). Z&sadni
vliv na regulaci funkce TORC1 mé enzym Cdc60p (leucyl-tRNA syntetdza). Po navazéni
leucinu na Cdc60p dochazi k interakci CP1 domény Cdc60p s Gtrlp. Vazba zabranuje
hydrolyze GTP, Gtrlp je aktivni a pozitivné reguluje TORC1 (Bonfils, Jaquenoud et al.
2012).

vakuola

Sch9 Tap42-PPase

AN YN

4 anabolismus

v katabolismus, odpovéd na stres

Obr. 6 Regulace TOR komplexu 1 EGO komplexem. Hlavni regulator TORCI1 je vakuolarné lokalizovany
EGOC. EGOC se sklada ze ctyr protein, Egol proteinu, ktery kotvi komplex do vakuolarni membrany,
transmembranového Ego3p a dvou Ras proteint, Gtrlp a Gtr2p. Vam6p katalyzuje vazbu GTP na Gtrlp, jeho
aktivita je pravdépodobné ovlivnéna mnozstvim aminokyselin ve vakuole. Kombinace Gtrlp-GTP a Gtr2p-GDP
piisobi aktivaéné na TORCI1. TORC1 aktivuje Sch9p kindzu a inhibuje PP2A fosfatizu, ¢imZ inhibuje
katabolické procesy a reakci na stres a aktivuje anabolismus a bunéény rist. Prekresleno podle (Loewith and
Hall 2011).

2.6.3 Substraty

JiZ z obrazku ¢islo 6 je patrné, ze signalizace TOR komplexem 1 je zprostiedkovana
pfedev§im pies dvé hlavni drahy: Sch9p kinazovou drahu a Tap42p proteinem, ktery

ovliviiuje funkci PP2A fosfatazy a PP2A ptibuznych fosfatdz. Kinaza Sch9p je v piipadée
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casné odpovedi (30 minut) na oplisobeni rapamycinem zodpovédna za zménu exprese 181
genll z 272, v ptipadé odpovédi buitkky 90 minut po optisobeni rapamycinem je zodpovédna za
zménénou expresi 113 gend z 308 (Urban, Soulard et al. 2007). Dulezitost signalizace
zprostiedkované Tap42p dokazuje fakt, Zze kmeny, které nesou deleci v nékterém z genii

zapojenych do této regulace, jsou ¢aste¢né rezistentni na rapamycin (Jiang and Broach 1999).
2.6.4 PP2A fosfataza

PP2A serin/treoninova fosfataza je heterotrimericky komplex. Obsahuje katalytickou,
takzvanou C podjednotku, kédovanou bud’ PPH21 genem nebo PPH22 genem. Pph2lp a
Pph22p vykazuji 90% homologii v sekvenci aminokyselin, delece jedné z nich neméa vyrazny
efekt na fenotyp, delece v obou genech je letdlni (Sneddon, Cohen et al. 1990). Regula¢ni
podjednotku tvoti bud’ Cdc55p (nazyva se také B podjednotka) nebo Rtslp (nazyvand také
B"). Regula¢ni podjednotky nejsou homology, jejich ptitomnost v komplexu PP2A méni
afinitu  k substratu a bunéCnou lokalizaci (Healy, Zolnierowicz et al. 1991), (Zhao,
Boguslawski et al. 1997). Takzvanou A nebo ,,scaffold” podjednotku dilezitou pro vazbu

vSech ¢asti komplexu tvoii protein Tpd3p (van Zyl, Huang et al. 1992).

PP2A pribuzné fosfatazy jsou zpravidla sloZeny z katalytické casti kddovane SIT4
genem a regulacni Casti tvofené jednim ze Ctyi proteind Sap4p, Sapl155p, Sap185p a nebo

Sap190p (Arndt, Styles et al. 1989), (Luke, Della Seta et al. 1996).

Fosfataza PP2A a ji ptibuzné fosfatazy jsou regulovany TOR komplexem 1 pomoci
Tap42p proteinu. Pokud buniky rostou v dobrych vyzZivovych podminkach, TORC1
fosforyluje Tap42p. Fosforylovany Tap42p kompetuje 0 misto s regulaénimi podjednotkami
Cdc55p a Rtslp, vytvaii komplex s Kkatalytickou podjednotkou Pph2lp nebo Pph22p
v ptipadé¢ PP2A fosfatdzy, v ptipadé PP2A ptibuznych fosfataz vytvaii komplex se Sitdp.
V komplexu Tap42p s C podjednotkou neni obsaZena ani A ,scaffold“ podjednotka ani
regula¢ni B podjednotka, vznika tak nova forma fosfatazy. Na komplex Tap42p-fosfataza se
vazi Rrd proteiny. Rrdlp a Rrd2p jsou aktivatory fosfotyrosinovych fosfataz, pro funkci
komplexu jako fosfatazy jsou nezbytné. Prestoze tyto dva aktivatory vykazuji vysokou miru
homologie, kazdy z nich m& jinou specifitu. Rrdlp se vdZe na komplex Tap42p-Pph21p,
Rrd2p se védZe na komplex Tap42p-Sitdp (Di Como and Arndt 1996), (Jiang and Broach
1999), (Zheng and Jiang 2005).
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Vazba Tap42p, Rrd1lp nebo Rrd2p na fosfatdzu ma vliv na substratovou specifitu.
Pokud je Tap42p inaktivni (napiiklad ve stresovych podminkach), dojde ke zvySeni hladiny
transkripce genl stresové odpovédi. Naopak aktivni Tap42p mé za nasledek, ze fosfatazy
nerozeznavaji transkripéni faktory zodpovédné za stresovou odpoveéd’ a aktivuji transkripéni

faktory zapojené do biogeneze transla¢niho aparatu (Duvel, Santhanam et al. 2003).

Funkce PP2A fosfatazy je zavisla na ptitomnosti regulacni podjednotky. V pfitomnosti
Cdc55p reguluje prechod z G2 faze do M faze bunééného cyklu a reguluje geny transkripcni
faktory stresové odpoveédi Msn2p a Msndp (Wang and Burke 1997), (Reiter, Klopf et al.
2013). Pokud fosfataza PPA2 obsahuje Rtslp, reguluje piedevsim septiny a bunééné déleni
(Dobbelaere, Gentry et al. 2003).

Fosfataza s katalytickym centrem Sitdp je zapojena do mnoha procest, véetné
regulace G1/S prechodu bunéného cyklu, transportu vacki mezi endoplasmatickym
retikulem a golgiho aparatem a integrity bunétné stény (Di Como and Arndt 1996),
(Bhandari, Zhang et al. 2013), (Angeles de la Torre-Ruiz, Torres et al. 2002).

2.6.5 Sch9p kinaza

Serin/treoninova kindza Sch9p hraje centrélni roli v signalizaci vyvolané drahami,
které snimaji dostupnost Zivin. Sch9p integruje signaly o dostupnosti Zivin a podminkach
vyvolavajicich stres, fosforyluje své substraty a zprosttedkovava tak odpoveéd’ buiky na rizné

podminky (Urban, Soulard et al. 2007).

Kinaza Sch9p je homolog sav¢i protein kinazy B (PKB). Primarni struktura je ze 44%
identickd, nejvice jsou si podobné C-koncové domény a katalytické domény. Funkéni
homologii téchto dvou kindz dokazuje fakt, ze exprese PKB v kmenech sch94 dokaze
castecné nahradit funkci Sch9p. Sch9p je lokalizovana na vakuolarni membrané, opiisobeni

bunék rapamycinem nema na lokalizaci vliv (Geyskens | 2001), (Urban, Soulard et al. 2007).

Aktivita Sch9p Kkinazy je regulovana TORC1 vyvolanou fosforylaci Sesti
aminokyselinovych zbytkli v C-koncové ¢asti. Mnozstvi fosforylovanych zbytkl serinu nebo
treoninu je zavislé na kvalit¢ dostupnych zdroji uhliku a dusiku. Buiky rostouci
v komplexnim meédiu s glukdézou maji vSech Sest mist fosforylovanych, pokud jako zdroj
uhliku v komplexnim mediu slouzi etanol nebo glycerol, vSechny aminokyselinové zbytky
fosforylovany nejsou. Jednotlivé serinove a treoninoveé zbytky mohou byt fosforylovany

nezavisle na sob¢, jejich fosforylace vzdy pozitivné reguluje Sch9p. K fosforylaci Sch9p
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dochazi na vakuolarni membran¢ a je pro jeji funkci nezbytna. K defosforylaci Sch9p kinazy

dochazi po optisobeni TORCI rapamycinem nebo hladovénim na uhlik, dusik nebo fosfat

(Urban, Soulard et al. 2007).

Nezbytna je také fosforylace treoninového zbytku Sch9p v aktivaéni smycce.
V kvasinkovych burikach Saccharomyces cerevisiae ji zajistuji kinazy Pkhlp a Pkh2p, které
jsou aktivovany sfingolipidy. Tyto dvé kinazy jsou homology sav¢i PDK1 kindzy, ktera je
zapojena do signalizace vyvolané rustovym faktorem a UcCastni se tak bunécného ristu.
Kvasinkové Pkhlp a Pkh2p fosforyluji Sch9p v zavislosti na dostupnosti dusiku a jsou pro
bunku esencialni (Casamayor, Torrance et al. 1999), (Liu, Zhang et al. 2005), (Voordeckers,
Kimpe et al. 2011).

Sch9p kinaza negativné reguluje kindzu Rim15p a inhibuje vstup do GO faze. Déale
castecné zprostiedkovava transkripci genti translacniho aparatu bun€k a ovliviiuje iniciaci
translace, ma vliv na metabolické procesy v buiice a neposledni fadé na regulaci funkce
protein kinazy A. Substratim a d&jam ovlivnénym Sch9p signalizaci se vénuje kapitola 2.8
(Pedruzzi, Dubouloz et al. 2003), (Urban, Soulard et al. 2007), (Zhang, Shen et al. 2011).

Vzijemny vztah Sch9p a protein kinazy A neni pfesné¢ znam. Ob¢ kinazy maji své
specifické substraty, ovSem mnohem vétsi je skupina substratd, na které pusobi kinazy obé
(obr. 7). V n¢kterych piipadech je regulace protein kindzou A a kindzou Sch9p paralelni,
v n¢kterych piipadech mé efekt opacny. Inhibi¢ni nebo regulaéni efekt kindz na substraty se
li8i 1 v zavislosti na aktivit¢ kinazy druhé, Sch9p nebo PKA maji jiny regula¢ni vliv na
substraty v bunkach, kde signalizuji samy bez pfitomnosti kinazy druhé v porovnani
S buitkami, kde jsou aktivni ob& kinazy. Sch9p kinaza nezavisle na protein kinaze A
kontroluje expresi geni zapojenych do metabolismu aminokyselin a metabolickych drah jako
je glykolyza a glukoneogeneze. Naopak PKA nezavisle na Sch9p reguluje geny zapojené do
regulace bunééného cyklu, DNA tprav a nékterych genti odpovédi na stres (Roosen, Engelen
et al. 2005).
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Obr 7 Vzajemné vztah PKA a Sch9p a vliv na substraty. Pokud je PKA i Sch9p aktivni, pozitivné reguluji
transkripci a translaci, inhibuji odpovéd’ na stres a geny pro metabolismus a utilizaci chudych zdrojt uhliku,
dusiku a aminokyselin. Pokud jsou ob€ kindzy inhibovany, jsou aktivovany mechanismy pro opravu DNA,
alternativni metabolismus uhliku, rekombinaci a kiizeni. Kombinace aktivni Sch9p a inhibované PKA ma za
nasledek inhibici stresové odpovédi, inhibici proteolyzy a exprese genid pro metabolismus alternativnich zdrojt
uhliku a aminokyselin. Piekresleno podle (Roosen, Engelen et al. 2005).

2.7 Rim15 kinaza

Rim15p kindza integruje signdly zprostfedkované hlavnimi drahami snimajici
dostupnost Zivin a signaly vyvolané stresovymi podminkami. Pivodné byla objevena jako
kinaza zodpovédnd za piepis Casnych meiotickych genti diploidnich bunék. Poté bylo
dokazéano, Ze i v ptipadé haploidnich bunék hraje dulezitou roli v regulaci rastu a déleni
Pokud jsou vyzivové nebo jiné podminky nevhodné pro bunééné déleni, Rim15p kindza
aktivuje transkripni faktory spoustéjici stresovou odpovéd, prechod na respiracni
metabolismus a vstup bunék do stacionarni faze, ktera bunkam zajistuje preziti nepiiznivych

podminek (Vidan and Mitchell 1997), (Cameroni, Hulo et al. 2004).
2.7.1 Struktura

Rim15p je serin/treoninova protein kinaza, kterd patii do AGC rodiny kinaz (protein
kinases A, G and C). Nese dlouhou N-koncovou i C-koncovou ¢&asti, které umoziuji piesnéjsi
regulaci kinazy. V N-koncové ¢asti je obsaZena takzvana PAS doména. PAS doména je
evolu¢né velice konzervovana a je znama svoji schopnosti integrovat rizné signaly, vcetné
téch o dostupnosti Zivin, oxidativnim stresu a celkovém energetickém stavu bunky. C-
koncova ¢ast je vysoce homologni s C-koncovou ¢asti protein kindzy A. Dulezitou regulacni
roli m& také inzert mezi VII a VIII subdoménou kindzy (Vidan and Mitchell 1997),
(Cameroni, Hulo et al. 2004).
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2.7.2 Regulace

Rim15p kindza je regulovéna ¢tyfmi kindzami zapojenymi do snimani zivin: protein
kindzou A snimajici mnoZstvi glukézy, TOR komplexem 1, ktery je regulovan dostupnosti
zdroje uhliku, Pho80p-Pho85p komplexem reagujicim na dostupnost zdroje fosfatu a Sch9p,
hlavni kinazou FGM drahy. U Riml15p je zndma autofosforylace, negativné tak reguluje i
sama sebe. Drahy zapojené do regulace schematicky znazoriiuje obrazek 7 (Reinders,
Burckert et al. 1998), (Pedruzzi, Dubouloz et al. 2003), (Wanke, Pedruzzi et al. 2005).

Rim15p obsahuje pét mist, které jsou rozeznavany protein kinazou A. Fosforylace
téchto mist ma inhibi¢ni vliv. Vzajemny vztah Rim15p a protein kindzy A byl také intenzivné
studovan pomoci dele¢nich a nadprodukénich kment. Kmeny, které obsahuji deleci vSech tii
geni TPK1-3 kodujicich katalytické podjednotky protein kinazy A, nejsou Zivotaschopné.
Pokud je v téchto kmenech deletovany i gen RIM15, Zivotaschopné jsou. Kmeny rimi54
vykazuji béhem ptfechodu do staciondrni faze a odpovédi na limitujici Ziviny stejné chovani
jako bunky s konstitutivné aktivni protein kindzou A, vcetné snizené akumulace trehalozy a
glykogenu, snizené termotolerance a neschopnosti opustit bunéény cyklus z G1 do GO faze.
Naopak nadprodukce Rim15p kindzy ma za nasledek transkripci genti odpovédi na stres i

béhem rustu v bohatém médiu (Reinders, Burckert et al. 1998).

Prestoze TOR komplex 1 reguluje bunéény rast i nezavisle na Rim15p kindze, ucastni
se regulace jeji funkce. Rim15p aktivaéné fosforyluje transkripéni faktory v jadre, proto je pro
jeji funkci nezbytna jadernd lokalizace. TORC1 béhem rtstu na bohatém médiu fosforyluje
Rim15p ve vazebném misté 14-3-3 proteint Bmhlp a Bmh2p. Fosforylace ma za nésledek
vazbu na cytoplasmaticky lokalizovany 14-3-3 protein a zabranuje tak translokaci Rim15p z
cytoplasmy. Zablokovani funkce TORC1 piiddnim rapamycinu ma za nasledek defosforylaci
Rim15p, zruSeni vazby s 14-3-3 proteinem a je umoznén jeji piesun do jadra. Defosforylace
kinazy neni zavisla na fosfatazovém komplexu PP2A ani na Sit4p fosfatdze, mechanismus je
neznamy (Pedruzzi, Dubouloz et al. 2003), (Wanke, Pedruzzi et al. 2005).

Podobny u¢inek jako TORC1 mutze mit na Rim15p i fosforylace kindzou Sch9p.
Kmeny sch94 maji pfevazné jaderné lokalizovanou Rim15p kindzu, tyto vysledky naznacuji,
ze Sch9p plsobi jako negativni regulator vstupu do GO faze. Naproti tomuto zjiSténi hovoti
fakt, Ze Sch9p kinaza byla identifikovana jako pozitivni regulator transkripce nékterych genu,

které pozitivné reguluje také kinaza Rim15p. Navic Sch9p kindza muze negativné regulovat
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protein kinazu A, ktera slouZi také jako inhibitor Rim15p (Pedruzzi, Dubouloz et al. 2003),
(Zhang, Shen et al. 2011).

Komplex cyklin-cyklin dependentni kindza Pho80p-Pho85p je hlavni drahou
snimajici dostupnost fosfatu. Pokud buiiky rostou na bohatém zdroji fosfatu, cyklin Pho80p a
kinaza Pho85p se vyskytuji v komplexu a dochazi k fosforylaci substrati, v hladovéjicich
bunkach se tento komplex nevytvoii a k fosforylaci nedochazi (Carroll and O'Shea 2002).
Komplex Pho80p-Pho85p stejn¢ jako TORCI reguluji lokalizaci Riml15p. Fosforylace
Pho85p kindzou v misté¢ vazby Bmh1/2p vyvola vazbu téchto 14-3-3 proteiny na Rim15p a

tim i jeji zadrzeni v cytoplasmé (Wanke, Pedruzzi et al. 2005).

Lokalizace je také regulovana samotnou Rim15p kinazou. Pokud se nachazi v jadie
v aktivni formé, vykazuje autofosforylacni aktivitu, ktera je nezbytna pro export do
cytoplasmy. V exportu hraje nepostradatelnou roli Msn5p exportin (Wanke, Pedruzzi et al.
2005).
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Obr. 7 Regulace Rim15p kinazy. Vysoka hladina glukézy spousti inhibici zprostiedkovanou protein kindzou
A. Dobra dostupnost bohatého zdroje dusiku aktivuje TORC1 a Sch9p. Obé¢ tyto kinazy fosforyluji Rim15p ve
vazebném misté pro 14-3-3 protein, fosforylace zpusobi jejich vazbu a cytoplasmatickou lokalizaci Rim15p.
Stejny efekt ma i fosforylace zprostfedkovand Pho80-Pho85p komplexem, ktery je aktivovan vysokou hladinou
fosfatu. Aktivni Rim15p ma autofosforyla¢ni aktivitu, zajistuje tak ukonceni signalizace. Hlavnimi substraty
Rim15p kindzy jsou transkripéni faktory obecné stresové odpovédi Msn2p a Msndp a Gislp faktor, ktery spousti
prechod z fermentace na respiraci. Prekresleno podle (Swinnen, Wanke et al. 2006).
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2.7.3 Substraty

Substratem Rim15p kindzy jsou transkripcni faktory Gislp a Msn2p, Msn4p.
Pozitivn€ je reguluje a tim spousti pfechod z fermentacniho metabolismu na metabolismus
respiracni, pfechod do staciondrni faze, odpovéd na stres a zajiStuje dlouhodobé pieziti
V nepiiznivych podminkach. Podrobnéjsi mechanismus Géinku je probran v kapitole 2.8 (Lee,

Kim et al. 2013).
2.8 Hlavni bunécné procesy ovlivnéné dostupnosti Zivin

2.8.1 Autofagie

Makroautofagie je proces degradace proteinii a jinych slozek cytosolu. Bunéény
material urCeny k degradaci je nejprve obalen dvojvrstvou membranou, vznikne tak
autofagosom. Vnéj$i membrand autofagosomu splyne s membranou vakuoly, kde je bunécny
material $tépen. V kvasinkovych bunikach Saccharomyces cerevisiae k ni dochazi piedevs§im
v hladovéjicich bunkach ve stacionarni fazi (Baba, Takeshige et al. 1994), v ptitomnosti
glukdézy je autofagie inhibovéna protein kinazou A, Sch9p kindzou a TORCL. Inhibice
riznymi kindzami je navzajem nezavisla, probiha paraleln¢ (Budovskaya, Stephan et al.
2004), (Yorimitsu, Zaman et al. 2007). Proces autofagie je regulovan Atg proteiny (autophagy

related proteins, s autofagii spiazené proteiny) (Tsukada and Ohsumi 1993).

Ve fazi vzniku autofagozomu hraje dualezitou roli protein kinaza Atglp a proteiny
Atgl3p a Atgl7p. V hladovéjicich bunkach dochazi vazbé Atglp-Atgl3p, k Atgl3p se véze
Atgl7p, vznikne tak Atglp-Atgl3p-Atgl7p komplex. Vznik komplexu je nezbytny pro
zvyseni aktivity Atglp kindzy a iniciaci makroautofagie (Kamada, Funakoshi et al. 2000),
(Kabeya, Kamada et al. 2005). Vznik komplexu je hlavnim pfedmétem regulace

zprostifedkované drahami snimajici dostupnost zivin.

Jednim z regulatorti procesu makroautofagie je TOR komplex 1. Béhem rustu na
bohatém médiu hyperfosforyluje Atgl3p a zabranuje tak vytvoreni komplexu s Atglp. Pokud
burika hladovi, k fosforylaci nedochézi, zvysi se afinita Atgl3p k Atglp a dojde k iniciaci
autofagie. Proces defosforylace neni zavisly na PP2A a Sit4p fosfatazach, fosforylace neni
zprostiedkovana dal$imi kinazami, TORC1 komplex ji zajistuje piimo (Kamada, Funakoshi
et al. 2000).
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Proteomické analyza odhalila, ze sekvence tii Atg proteind, konkrétné Atglp, Atgl3p
a Atgl8p, obsahuji mista rozeznavana protein kindzou A. Fosforylace in vivo je potvrzena
Vv pfipadé protein kinazy Atglp, fosforylace na dvou mistech ma za nésledek neschopnost
kinazy lokalizovat do mista formovani autofagosomu. Diky tomuto mechanismu PKA
fosforylace se vyskytuje take v ptipadé Atgl3p. Protein kinaza A fosforyluje Atgl3p na tfech
aminokyselinovych zbytcich. Mista se lisi od téch, které jsou rozeznavany TORCI. Stejné
jako v piipadé Atglp, fosforylace zamezuje lokalizaci Atgl3p do mista vzniku autofagozomu
(Stephan, Yeh et al. 2009). Sch9p kinaza inhibuje autofagii paralelné s protein kinatou A,

presny mechanismus neni znamy (Yorimitsu, Zaman et al. 2007).
2.8.2 Piechod na respira¢ni metabolismus

Gislp positivné reguluje geny zapojené v piechodu z fermenta¢niho na respiracni
metabolismus. Na C-koncové doméné nese ,,C2H2 zinc finger” motiv nasledovany C2HC
motivem. (Za ,,zinc finger* motiv je povazovana sekvence pfiblizné tficeti aminokyselin,
ktera je schopna vazby na DNA. Vyskytuji se v rizném poctu opakovani a usporadany jsou
okolo centralniho iontu zinku. V kvasinkovych buiikach se nejéastéji vyskytuje C2H2 motiv,
tedy dva cysteiny a dva histidiny na konzervované pozici v rdmci zinc finger motivu. Na
rozdil od savéich bun€k, ve kterych se castokrat motiv vyskytuje v mnoha kopiich,
v kvasinkovych bunkach je neastéjsi opakovani dvou motivi, vicenasobné je velice vzacné)
(Bohm, Frishman et al. 1997). Po vycerpani glukozy z média se Gislp vaze do tzv. PDS
(post-diauxic shift element) promotorovych oblasti gent, které jsou nezbytné pro ptechod
bunék do stacionarni faze, respiraéni metabolismus a dlouhodobé pieziti v podminkéach
s omezenym zdrojem zivin. Funkéné se Castecné prekryva s Msn2p a Msndp transkripénimi
faktory, reguluji mnoho spole¢nych substrati. (Pedruzzi, Burckert et al. 2000), (Cameroni,
Hulo et al. 2004), (Zhang, Wu et al. 2009).

Delece genu GIS1 (podobné jako delece genu RIM15) nema na rust kvasinek na
bohatém gluk6zovém médiu pozorovatelny efekt. Naopak na chudém zdroji uhliku vyrazné
snizuje schopnost dlouhodobého piezivani bunék, efekt neni tak vyrazny jako v piipadé
delece RIM15. Piestoze funkce Gislp neni ve vSech piipadech zavisla na Riml15p kinaze,
vétSina gent regulovanych Gislp je zavisla na aktivaci tohoto transkripéniho faktoru Rim15p
kindzou. Béhem rustu na glukézovém médiu se Gislp v bunikach vyskytuje ve velice malém

mnozstvi, po vyéerpani gluk6zy dochazi k jeho velkému navyseni. Regulace probiha na post-
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transkripéni trovni. Gislp neni pfimym substrdtem Rim15p kinazy, v regulaci se uplatiuji
dalSi proteiny (Pedruzzi, Burckert et al. 2000), (Zhang, Wu et al. 2009), (Lee, Kim et al.
2013).

Paralogy lgolp a lgo2p se po fosforylaci velice konzervovaného serinového zbytku
vyvolané Rim15p kindzou vazi na Dhhlp protein, ktery v buiikach pisobi jako signal
k odstranéni Cepicky z MRNA. Vazba Igolp nebo Igo2p s Dhhlp ma za nasledek ochranu
specifickych (dostupnosti zivin regulovanych) mRNA pied 5°-3"degradaci, zvysuje jejich
stabilitu a umoznuje jejich translaci a nasledny pfechod bunék do stacionarni faze (Talarek,
Cameroni et al. 2010), (Luo, Talarek et al. 2011). Fosforylace Igolp ma také vliv na funkci
PP2A fosfatazy. Substratem PP2A fosfatizy je 1 Gislp transkripni faktor, vyvolava
defosforylaci a mé& za nésledek neschopnost Gislp vazat se do promotorovych oblasti.
Fosforylaci aktivovany lgolp inhibuje PP2A a zabranuje tak inhibici Gislp transkrip¢niho
faktoru (Bontron, Jaquenoud et al. 2013). Rim15p kinaza tak ptsobi na dvou trovnich,
nepiimo aktivuje Gislp transkripéni faktor a nepfimo zajiSt'uje stabilitu transkripta z Gislp
regulovanych promotort. Gislp je regulovan Sch9p kinazou nezavisle na funkci Riml15p
kinadzy, mechanismus puisobeni neni znamy (Roosen, Engelen et al. 2005). Regulace

transkripcniho faktoru Gislp je znazornéna na obrazku 8.
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Obr. 8 Regulace transkripéniho faktoru Gislp. V podminkdch bohatych na Ziviny je Riml5p kindza
inhibovana Sch9p, PKA a TORCL. K této inhibici nedochazi v podminkach s chudym zdrojem Zivin, aktivovana
Rim15p fosforyluje Igolp a Igo2p. Igol/2p chrani pied degradaci mRNA, které maji v promotorovych oblastech
PDS element, jejich transkripce je tedy aktivovana Gislp. Fosforylované Inol/2p inhibuji PP2A fosfatazu, kterd
nemuze defosforylovat a tim inhibovat Gis1p transkripéni faktor. Piekresleno podle (Lee, Kim et al. 2013).
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2.8.3 Odpovéd’ na stres

Homologni proteiny Msn2p a Msndp jsou transkripéni aktivatory gend stresové
odpovédi. N-termindlni doména nese jaderny exportni signal a transkripéni aktivator, na C-
terminalni doméné jsou dva ,, C2H2 zinc finger“ motivy a jaderny lokalizacni signal
(Martinez-Pastor, Marchler et al. 1996), (Gorner, Durchschlag et al. 2002). Msn2p a Msn4p
jsou navzajem zastupitelné pouze ¢asteéné. Dele¢ni kmen msn24 vykazuje snizenou hladinu
transkripce genl stresové odpovédi, transkripéni faktor Msn4p neni schopen plné nahradit
funkci Msn2p, proto je Msn2p povazovan za vyznamnéjsi a vétSina vyzkumu se zaméiuje na

jeho funkci a regulaci (Schmitt and McEntee 1996).

Na zaklad¢ zvysSené citlivosti dele¢niho kmene msn24Amsn4A4 vaci oxidativnimu,
teplotnimu a osmotickému Soku a faktu, Ze delecni kmen msn24msn44 ma sniZzenou
schopnost riistu na nefermentovatelném zdroji uhliku, bylo zjisténo, ze Msn2p a Msndp se
behem stresové odpovédi bunék vazi do takzvané ,,STRE oblasti® (stress responce element,
elementy stresové odpovédi) promotorovych sekvenci nékterych gent. ,,STRE oblasti“ jsou
obsazeny v celé fad¢ geni, jejichZ produkty se ucastni ochrany a odpovédi na stres (Martinez-
Pastor, Marchler et al. 1996). Rozsahlé expresni analyzy ukazuji, ze odpovédi na zménu
teploty, pH, osmolarity, oxidac¢nich a vyzivovych podminek se Ucastni az dvé tfetiny gent
kddovanych Saccharomyces cerevisiae. Deset procent genli ma zménénou transkripci
nezavisle na druhu stresu, jsou tedy obecnou odpovedi na stres. Msn2p a Msn4p kontroluje
transkripci vétSiny genli obecné odpovédi, proto jsou povazovany za hlavni transkripéni

aktivatory stresové odpovédi (Causton, Ren et al. 2001).

Oblasti ,,STRE" se vyskytuji i v genech enzymui zapojenych do syntézy glykogenu a
trehal6zy. Buiiky, které rostou na bohatém médiu glykogen a trehal6zu neakumuluji, naopak
buniky rostouci na chudém zdroji uhliku obsahuji velké mnozstvi téchto latek. Transkripce
enzyml nezbytnych pro syntézu glykogenu a trehaldzy je kontrolovana Msn2p a Msndp
transkripénimi faktory, proto je jejich akumulace povazovana za ,marker” stresovanych

bun¢k (Schmitt and McEntee 1996), (Smith, Ward et al. 1998).

Mnozstvi transkripénich aktivatori Msn2p a Msndp je ve stresovanych a
nestresovanych burikach stejné, pii zméné podminek nedochazi k vyrazné degradaci ani
syntéze. Hlavni regulace je dana lokalizaci téchto transkripCnich faktorti v buiice. Msn2p a
Msn4p maji v C-koncové ¢asti jaderny lokalizaéni signal. Béhem piitomnosti glukozy protein

kindza A fosforyluje Msn2p a Msn4dp v oblasti tohoto signalu a tak zajiSt'uje jejich
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cytoplasmatickou lokalizaci. Béhem riistu na fermentovatelném zdroji uhliku jsou bunky
citlivé na pfitomnost glukozy, pii jejim nedostatku velice rychle dojde k inhibici protein
kindzy A, defosforylaci Msn2p a Msn4p v misté jaderného lokalizaéniho signalu a ptesunu do
jadra. Pokud je piitomna glukoza, k fosforylaci a cytoplazmatické lokalizaci stresovych
transkripCnich aktivatorti dochazi i za podminek, kdy na buniku ptsobi jiny stresovy faktor,
naptiklad vysoka teplota nebo nizké pH. Pfesun Msn2/4p z jadra do cytoplasmy nebo naopak
je velice rychly a dynamicky proces, béhem péti minut po zméné podminek je naprosta
vétSina transkripéniho faktoru relokalizovana. Nova data ukazuji, ze lokalizace Msn2p a
Msndp je zéavisla na intenzité stresového faktoru. Mirny stres jadernou lokalizaci nevyvola,
vysoky stres ma za nasledek lokalizaci transkripcnich aktivatorti v jadfe a stfedni intenzita
vyvola periodické stiidani lokalizace v cytoplasmé a v jadie. Pro export z jadra do cytoplasmy
je nezbytny exportni protein Msn5p (Gorner, Durchschlag et al. 1998), (Gorner, Durchschlag
et al. 2002), (Jacquet, Renault et al. 2003).

Aktivita Msn2p a Msn4p je regulovana na vice urovnich. Kinaza Rim15p, ktera je
v pfitomnosti glukdzy a bohatého zdroje dusiku inhibovana protein kindzou A, TOR1
komplexem a Sch9p kindzou, pozitivné reguluje transkripéni aktivatory stresové odpovédi.
Fosforylace probiha na nékolika mistech v N-koncové i C-koncové doméné Msn2/4p.
(Cameroni, Hulo et al. 2004), (Lee, Kim et al. 2013). V regulaci je také zapojena Yaklp
kinaza. Stejné jako kinaza Rim15p, Yakl1p pozitivné reguluje Msn2p a Msn4p (Lee, Cho et al.
2008). TOR komplex 1 ptsobi na Msn2p a Msndp inhibi¢né, zplisobuje jejich vazbu na
Bmh2p 14-3-3 protein v cytosolu (Beck and Hall 1999).

2.8.4 Bunéé¢na proliferace

Protein kin4dza Yak1p inhibuje bunéény riist a proliferaci. V burikach je regulovano jeji
mnozstvi a jeji aktivita. Pokud se buiika nachazi v prostfedi bohatém na Ziviny, protein kindza
A fosforyluje Yaklp, zabraiiuje tak jeji translokaci do jadra a aktivaci transkripénich faktort,
které spousti stresovou odpoveéd’. Naopak v bunikéch rostoucich na chudém zdroji Zivin neni
Yaklp inhibovdna PKA a zvysSi se jeji mnoZstvi. Promotorova oblast Yaklp obsahuje
»STRE* sekvenci, do které se vazi transkripcni aktivatory Msn2p a Msndp a zpisobuji tak
zvyseni hladiny Yakl1p v buiikach. Msn2p a Msn4p jsou aktivovany Yakl1p kinazou, regulace
funguje na principu takzvané pozitivni zpétnovazebné smycky (Garrett, Menold et al. 1991),
(Lee, Cho et al. 2008), (Smith, Ward et al. 1998).
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Substratem Yakl1p kindzy je také transkripéni faktor Hsflp. Hsflp se ucasti predevsim
odpovédi buniky na teplotni stres, promotorovu oblast rozezndvanou Hsflp obsahuji i geny
zapojené do odpovédi na jiné stresové podminky, vcetn¢ hladovéni. Hsflp zpisobuje
nadprodukci i1 snizeny piepis stovek genil, v€etné genli zapojenych do syntézy makromolekul,
jejich  skladani a degradace, reorganizace bunécné stény a enzymi zapojenych
v energetickych drahach. Jeho delece je pro bunky Saccharomyces cerevisiae letalni,
nadprodukce zpusobuje zastaveni bunécného cyklu a rastu (Hahn, Hu et al. 2004). Regulace
na rozdil od Msn2/4p neni dana zménou lokalizace v bunce, je zajiSténa mistné specifickou
hyperfosforylaci v zavislosti na stresu, méni se tak specifita k uritym promotorovym
oblastem (Hashikawa, Mizukami et al. 2006). Yak1p kinaza a Snflp kinaza hyperfosforyluji
Hsflp v C-koncové domén¢ a taky zvysuji jeji afinitu k DNA (Hahn, Hu et al. 2004), (Hahn
and Thiele 2004). Stejny efekt méa fosforylace vyvoland Rim15p kindzou (Lee, Kim et al.
2013).

2.8.5 Translac¢ni kapacita bunék

Ribozom kvasinky Saccharomyces cerevisiae je slozen ze 79 proteint a 4 rRNA (58S,
5,8S, 18S a 25S). Proteiny jsou kodovany 138 geny v takzvaném ,,RP regulonu®, rRNA je
kodovéana rDNA, které se v genomu kvasinky vyskytuje ptiblizné ve 150 kopiich. Procesu
translace se navic UCastni mnoho neribozomalnich proteind, napiiklad RNA polymerazy,
tRNA syntetazy a translacni faktory, kodovany jsou 236 geny takzvaného ,,Ribi regionu®.
Syntéza transla¢niho aparatu je velice energeticky naro¢na, proto je kontrolovana v zavislosti

na dostupnosti zivin (Nomura 2001).

Regulace transkripce genti Ribi regulonu a RP regulonu v zavislosti na mnoZstvi
dostupnych zivin je zprostfedkovana transkripénim faktorem Sfplp. Mnozstvi Sfplp
v buiikach se v case neméni, jeho aktivita je dana bunécnou lokalizaci. Stresové podminky
veetné hladovéni maji za nasledek cytoplasmatickou lokalizaci Sfplp, naopak za dobrych
podminek a na bohatém médiu je Sfplp lokalizovan v jadie. Kmeny beyl4 vykazuji zvySenou
aktivitu protein kindzy A, kterd ma mimo jiné za nasledek jadernou lokalizaci Sfplp i
v piipadé zablokovani TORC1 rapamycinem. Kmeny, které nemaji aktivni PKA, mohou
vykazovat v pfitomnosti aktivniho TOR komplexu 1 jadernou lokalizaci Sfplp také. Ze
zminéné analyzy kment vyplyva, ze lokalizace Sfplp je regulovana nezavisle TOR
komplexem 1 i protein kindzou A (Marion, Regev et al. 2004), (Budovskaya, Stephan et al.
2005).
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Rrn3p je esencidlni transkripéni faktor pro RNA polymerazu 1. S RNA polymerazou
komplexu v promotorové oblasti rDNA (Yamamoto, Nogi et al. 1996). Rrn3p obsahuje
doménu, kterd je zodpovédna za vazbu do promotorové oblasti rDNA, tato doména, stejné
jako doména véazajici RNA polymerazu 1, je pro iniciaci transkripce nezbytna (Stepanchick,
Zhi et al. 2013). Schopnost Rrn3p vazat RNA polymerazu I je ovlivnéna fosforylaci. Zatimco
mezi hyperfosforylovanym nebo slabé fosforylovanym Rrn3p a RNA polymerazou I k vazbé
nedochazi, nefosforylovany Rrn3p vadZze RNA polymerazu I velice silné (Cavanaugh,
Hirschler-Laszkiewicz et al. 2002), (Blattner, Jennebach et al. 2011). Bunky, které maji po
oplsobeni rapamycinem inhibovany TOR komplex I, vykazuji sniZenou transkripci tDNA
zpisobenou zablokovanim tvorby komplexu RNA polymerazy I a Rrn3p transkripéniho
faktoru. Tato pozorovani napovidaji, Ze TOR komplex 1 je zapojen do regulace transkripce

transla¢niho aparatu bunky, pfesny mechanismus je neznamy (Claypool, French et al. 2004).

Maflp negativné reguluje iniciaci transkripce genti piepisovanych RNA polymerdzou
Il (Vannini, Ringel et al. 2010). Regulovan je v zavislosti na stresovych podminkéach a
dostupnosti glukozy a ostatnich Zivin v médiu. Maflp méni jadernou a cytoplasmatickou
lokalizaci. Represor Maflp nese dva jaderné lokaliza¢ni signaly, jeden na C-koncové doméné
a druhy na N-koncové doméné. Pokud bunka roste v prostiedi bohatém na Ziviny, protein
kinaza A fosforyluje jaderny lokalizacni signal v N-koncové €asti a zabranuje vstupu Maflp
do jadra a néasledné inhibici RNA polymerazy Ill. Sekvence Maflp obsahuje Sest mist
rozeznavanych protein kinazou A. Tyto mista se piekryvaji s misty, které fosforyluje Sch9p
kinaza. Fosforylace riznych mist ma riizné regulacni nasledky. Bunky, které se vyskytuji
v prostiedi chudém na Ziviny, maji jaderné lokalizovany, v N-koncové ¢asti nefosforylovany
Maflp. Pouze jaderna lokalizace neni dostatecnd, aby Maflp fungoval jako represor iniciace
transkripce, dllezitou regulacni roli hraji s velkou pravdépodobnosti i fosforylace,
podrobnosti tohoto mechanismu jsou zatim neznamé (Moir, Lee et al. 2006), (Lee, Moir et al.
2009).
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3 Cile prace
e Priprava kmena S. cerevisiae s deleci resp. zvySenou expresi geni SCH9, RIM15,

MSN2, MSN4, GIS1 a dvojitou deleci v genech MSN2 a MSN4
e Sledovéani morfologie kolonii a bunék pfipravenych kment
e Sledovani vertikalni diferenciace bun¢k kolonii tvofenych modifikovanymi kmeny

e Zjisténi prezivani bun€k v jednotlivych vrstvach béhem vyvoje kolonii tvofenych

modifikovanymi kmeny
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4 Material a metody

4.1 Material
4.1.1 Pouzité mikroorganismy
Escherichia coli DH5a.

F’, recAl, endAl, gyrA96, thi,, supE44, relAl, hsdR17 (r, my), A, A (argF-laczya),
U169, ®80 lac ZM15

Saccharomyces cerevisiae BY4742

MATa, his3, ura3, leu2, lys2; laboratorni haploidni kmen ze shirky Euroscarf

4.1.2 Seznam pripravenych kvasinkovych kmenu

Nazev kmene Genotyp

BYA4742-gisiA BYA4742, MATa, his3, ura3, leu2, lys2, gislA::hph

BY4742-Ptge-GIS1 BY4742, MATa, his3, ura3, leu2, lys2,Ptee-G1S1-kanMX

BYA4742-msn2A BYA742, MATa, his3, ura3, leu2, lys2, msn2A::hph

BY4742-P1er-MSN2 BYA4742, MATa, his3, ura3, leu2, lys2,Pree-MSN2-kanMX

BY4742-msn44 BYA4742, MATo, his3, ura3, leu2, lys2, msn4A::hph

BY4742-P1er-MSN4

BY4742, MATo, his3,

ura3, leu2, lys2,Ptep-MSN4-kanM X

BYA4742-msn24/ msn4A

BY4742, MATo, his3,

ura3, leu2, lys2, msn2A::hph, msn4A::nat

BY4742-rimi54

BY4742, MATo, his3,

ura3, leu2, lys2, riml54::hph

BY4742-P1er-RIM15

BY4742, MATo, his3,

ura3, leu2, lys2,Prep-RIM15-kanMX

BY4742-sch94 BYA4742, MATa, his3, ura3, leu2, lys2, sch9A::hph

BY4742-P1er-SCH9 BY4742, MATa, his3, ura3, leu2, lys2,P1ee-SCH9-kanMX

Tab. 1 Seznam kment, které jsem p¥ipravila a pouzila v diplomové préci.
4.1.3 Plasmidy

Plasmidy slouZily jako templat pro PCR reakci, vzniklé kazety jsem pouZila pro
transformaci kvasinkovych bunék. Vsechny pouzité plasmidy obsahuji gen, jehoz produkt
zajist'uje bunkam Escherichia coli rezistenci na Ampicilin a umoziuje tak jejich selekci a gen
zajistujici selekci bunék Saccharomyces cerevisiae. Plasmidy byly ziskdny ze shirky
Euroscarf.

Plasmid pYM-N18 (Obr. 9) jsem pouzila pro piipravu kazety na vnaseni silného

konstitutivniho promotoru ptfed gen zajmu, plasmid pFA6a-hphNT1 pro ptipravu kazety na
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deleci genu zajmu a plasmid pFA6a-natNT2 (Obr. 10) pro pfipravu kazety na deleci druhého

genu v kmenu s dvojitou deleci.

pYM-N18

vy 2375DpS

2000
1

Obr. 9 Schéma plasmidu pYM-N18 s vyzna¢enymi misty pro restrikéni endonukledzy. Plasmid pYM-N18
obsahuje gen pro selekci bakterialnich bun¢k (,,AmpR®, rezistence na ampicilin), gen pro selekci kvasinkovych
bunék (,,kanMX*, rezistence na kanamycin) a konstitutivni silny promotor TEF.
Prevzaté z http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/data/pY M-N18.html

3500 P

500

pFA6a-hphNT1 ~ wpFA6a-natNT2

AmpR 1000

™ 4167 bps 3784 bps
P 2500

1500

Obr. 10 Schéma plasmidu pFA6a-hphNT1 a pFA6a-natNT2s vyznafenymi misty pro restrikéni

endonukleazy. Plasmid pFAG6a-hphNT1 i pFAGa-natNT2 obsahuje gen pro selekci bakteridlnich buné&k

(,,AmpR*, rezistence na ampicilin), a gen pro selekci kvasinkovych bunék, v ptipadé pFA6a-hphNT1 gen ,,hph*

(resistence na hygromycin), v ptipadé pFA6a-natNT2 gen ,,nat” (rezistence na nourseothricin).

Pievzaté z http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/data/pFAGhphNT1.html
http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/data/pFA6natNT2.html
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4.1.4 Chemikalie a enzymy

NAZEV ZKRATKA DODAVATEL
2-deoxy-D-glukdza Glu Sigma

6x DNA Loading Dye MBA Fermentas
Agar Dr. Kulich Pharma
Agardza Sigma
Baktopepton Imuna

Dimetyl sulfoxid DMSO Top-Bio
DL-Dithiotreitol DTT Sigma
Dodecylsulfat sodny SDS Sigma

Emerald Amp GT PCR Master Mix TaKaRa
Emerald Amp Max PCR Master Mix TaKaRa
Ethanol 96% (v/v) EtOH Penta
Ethidium bromid EtBr Serva
Ethyléndiamintetraacetat EDTA Serva

Fenol Sigma
Formaldehyd CH.0 Lach-Ner
Glycerol bezvodny C3HgO3 Lach-Ner
Hydroxid draselny KOH Lachema
Hydroxid sodny NaOH Lachema
Chlorid draselny KCI Lachema
Chlorid sodny NaCl Lach-Ner
Chloroform CHCl; Lachema
Kvasni¢ny autolyzat (Sarze 43) Imuna
Kvasni¢ny autolyzat (Sarze 90) Imuna
Kyselina borita H3BO3 Lachema
Kyselina octova CH3COOH Penta

Kyselina peroctova (35%) Persteril®36 CoH405 OVERLACK
Methanol MetOH Merck KGaA
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Pepton (pro bakteriologii)
Polyethylén glykol

PCR H,0

Ribonukleaza A

Salmon sperm DNA
Tris(hydroxymetyl)aminomethan

Zivny bujon &.2

415 Roztoky

TBE 0,5x
1mM EDTA
20 mM Tris

45 mM kyselina borita

RI

1% glukosa

10 mM EDTA-NaOH (pH 8,0)
25 mM Tris-HCI (pH 7,5)

RII
0,2 M NaOH
1% SDS (Serva)

RIII

11,5 ml ledové CH3COOH
29,44 g CH3COOK
doplnit H,0 na 100 ml

PEG

RNéaza A
sSDNA
Tris

Imuna

Serva
Top-Bio
Sigma
BioLabs
Sigma, Serva

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

Upraveny fenol
fenol byl nékolikrat protiepany s 1 M Tris-HCI (pH = 8) a jednou s 0,1 M Tris-HCI (pH = 8),

pH bylo upraveno na hodnotu 7 a byl uchovavan pfi teploté -20 °C

Upraveny chloroform

chloroform byl smichan s izoamylalkoholem v poméru 24:1

Roztok RNasy

10 pl 1 M Tris-HCI (pH 7,5)
10 mg ribonukleasy A

3,5 ul 5 M NaCl

doplnit demiH,O do 1 ml

takto pfipraveny roztok byl 15 min. povafen, pomalu ochlazen a dale skladovan pfi teploté -
20°C

416 Meédia

Pozn.: Média byly piipravované z destilované vody vyrobené pomoci aparatury Ultrapur

(Watrex). Glukdza byla vzdy kldvovéana samostatné.
4.1.6.1 Média pro préci s kvasinkami
4.1.6.1.1 Pevna média

GM médium + BKP

1% (w/v) kvasni¢ny autolyzat (Sarze 41, pted sterilizaci pH srovnané na 5, klavovano zvlast)
2% (w/v) agar

3 % (v/v) glycerol

po sterilizaci pfidano:

30 mM CacCl,

2x107° % (w/v) uracil
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0,01 % (w/v) BKP piedem rozpustény v 1/100 vysledného objemu média v 96 % EtOH

YEPG médium
1 % (w/v) kvasnicny autolyzat (Sarze 90)
1 % (w/v) peptdn
2 % (wi/v) agar
2% glukoza

selekéni média
jako YEPG médium, po sterilizaci podle potieby ptidano
0,04 % (w/v) G418 (kanamycin)
0,04 % (w/v) HPH (hygromycin)
0,05 % (v/v) NAT (nourseothricin)
4.16.1.2 Tekuta média
YEPG médium
1 % (w/v) kvasni¢ny autolyzat (Sarze 90)
1 % (w/v) peptdn
2% glukodza

Skladovaci médium

1 % (w/v) kvasni¢ny autolyzat (Sarze 90)
10 % (w/v) glukdza

2 % (wi/v) pepton

60 % (v/v) glycerol

4.1.6.2 Média pro préci s bakteriemi
4.1.6.2.1 Pevna média
ZAmp

4 % (w/v) zivny agar €. 2



0,04 % (w/v) ampicilin (pfidano po klavovani)

4.1.6.2.2 Tekuta média
ZBAmMp

2,5 % (w/v) zivny bujon €. 2

TPN

0,5% (w/v) kvasni¢ny autolyzat
0,5% (w/v) NaCl

1% (wi/v) baktopepton

1% (wi/v) baktotrypton

SOC

0,5% (w/v) kvasni¢ny autolyzat

10 mM NaCl

2% (w/v) baktotrypton

2,5mM KCI

20 mM glukdza

10 mM MgCl2 (ptidano po klavovani)
10 mM MgS0O4 (pridano po klavovani)

4.1.7 Pocitacové programy a databaze
Analyza obazu
CellCounter (Nahlik 2014)
Colony Counter (Schier a Kovar 2013)
Prace s DNA sekvencemi

NCBI Blast http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Saccharomyces Genome Database (SGD) http://www.yeastgenome.org/

Databaze

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

Saccharomyces Genome Database (SGD) http://www.yeastgenome.org/

4.2 Metody

421 Sterilizace

Drobné sklenéné a kovové predméty jsem sterilizovala namocCenim do etanolu a
naslednym opéalenim nad kahanem. Drobné plastové piedméty jsem sterilizovala pomoci
kyseliny peroctové v uzavieném sacku, ptedméty byly optisobeny nejméné po dobu 24 hodin.
Laboratorni sklo bylo sterilizovano pomoci suchého tepla (160 °C) po dobu 180 minut. VVoda,
roztoky, média, paratka a Spicky k mikropipetdm byly sterilizovany v autoklavu po dobu 20
minut pii tlaku 120 kPA.

4.2.2 Prace s bakteriemi
Bakterie jsem pouzila pro izolaci plasmidd, které slouzily jako templat PCR kazety.
4.2.2.1 Priprava kompetentnich bunék

Kulturu E. Coli DH5a jsem zaockovala do 30 ml TPN média a inkubovala pies noc
v tiepacce pii 37 °C. Druhy den jsem timto inokulem zaockovala 500 ml TPN média na
optickou densitu 0,1-0,2 (A=560 nm) a dale kultivovala pti 37 °C, dokud kultura nedosahla
optické density 0,7-0,8. Poté jsem kulturu centrifugovala v ptedem vychlazené (4 °C)
centrifuze 10 minut, 4000 ot.min™. Pelet jsem dvakrét promyla v 500 ml vychlazené demiH,O
a centrifugovala pii 4 °C, 4000 ot.min po dobu 10 minut. Po odliti vody jsem builky
resuspendovala v 1 ml vychlazeného 10% (v/v) glycerolu a rozpipetovala je po 50 ul do

mikrozkumavek. Kompetentni bunky byly skladovany v -80 °C.
4.2.2.2 Transformace bakterii elektroporaci

K 50 pul kompetentnich bun¢k E. Coli DH5a. jsem pfidala 1 pl plasmidové DNA,

promichala a po dobu jedné minuty inkubovala na ledu. Poté jsem suspenzi pienesla do
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predem vychlazené elektroporacni kyvety (vzdalenost elektrod 2 mm), ptfemistila do
elektroporatoru (Gene Pulser Apparatus“, Bio-Rad) a buiiky vystavila pulsu stejnosmérného
napéti (25 pF, 200 Q, 2,5 kV). Thned po pulzu jsem do kyvety piidala 1 ml SOC média,
suspenzi prevedla do Erlenmayerovy banky a kultivovala pti 37 °C v horkovzdusené ttepacce.
Po jedné hodiné¢ kultivace jsem vysela 10ul, 100ul a zbytek suspenze na pevné selekéni

médium ZAmp a staticky kultivovala pti 37 °C.
4.2.2.3 lzolace plazmidové DNA (maxiprecipitace)

Pies noc jsem ve 200 ml ZBamp kultivovala bakterie nesouci piisluiny plasmid (37 °C).
Druhy den jsem narostlou kulturu centrifugovala 10 min., 4°C, 4000 ot.min™. Pelet jsem
nesuspendovala v 10 ml RI a pridala 200 ml Cerstvé ptipraveného RII. Smés jsem opatrnym
prevracenim zkumavky promichala a inkubovala 5 minut pii laboratorni teploté. Poté jsem
pridala 15 ml vychlazené¢ho RIII, opatrnym otacenim smés promichala a nechala inkubovat 30
minut v ledové lazni. Smés jsem centrifugovala 30 min., 4°C, 4000 ot.min™, poté jsem
prefiltrovala supernatant pfes nékolikrat pielozenou gazu a ptidala 0,8 objemu isopropanolu,
kratce vortexovala a poté centrifugovala 30 min., 4°C, 4000 ot.min™. Sediment jsem promyla
80% ethanolem, vortexovala a opét centrifugovala 10 min, 4°C, 4000 ot.min™. Pelet jsem 10
minut susila, pfidala 300 pl TE pufru, 1/100 objemu RNazy A a 60 minut inkubovala. Poté

byla DNA pfecisténa fenol chloroformovou extrakei.

4.2.2.4 Precisténi plaztidové DNA fenol chloroformovou extrakci

K roztoku DNA (300 ul TE, 1/100 objemu RNazy A) jsem ptidala stejny objem fenolu,
5 minut jsem smés otaéenim zkumavky michala a poté centrifugovala 10 min., 5500 ot.min™.
K odebrané vodni fazi jsem ptidala stejny objem upraveného chloroformu, smés otdcenim 5
minut michala a centrifugovala 10 min., 5500 ot.min™. Tento krok jsem opakovala, dokud se
mezi fazemi neptestaly objevovat vysrazené proteiny. K vodné fazi jsem ptidala 2,5 nasobek
objemu 98% ethanolu a 1/10 NaAc. Smés jsem promichala, 2 hodiny inkubovala v -20 °C a
poté centrifugovala 30 minut ve 4 °C na 5500 ot.min™. Pelet jsem promyla 80% ethanolem,
vysusila a resuspendovala ho v 50 pl TE pufru. Cistotu plasmidu jsem zkontrolovala na
horizontalni elektroforéze v agarovém gelu, jeho koncentraci zméfila na NanoDropu a jeho

spravnost ovéfila stépenim restrikénimi enzymy.
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4.2.3 Prace s kvasinkovymi kulturami
4.2.3.1 Kultivace kvasinkovych kultur

Kvasinkové kultury jsem kultivovala v 28 °C. Kultivace probihala aerobn¢, v ptipadé

tekutych kultur v horkovzdus$né tiepacce, v ptipadé stacionarni kultivace v termostatu.

Pii vétSin€ experimentii jsem pracovala s obiimi koloniemi. Kvasinky jsem nejprve
vynesla na pevné YEPG médium, po 24 hodinové kultivaci jsem odebrala biomasu a natedila
ji vodou tak, aby vznikla suspenze o koncentraci 12 mg/ml. Tuto suspenzi jsem nakapala na
Petrino misky podle nékresu na obrazku 11. Na jedné misce vzdy bylo 6 kapek (kazda o

objemu 10 ul) ve vzdalenosti 1,5 cm od vedlejsSi kapky.

Obr. 11 Rozmisténi obiich kolonii na Petriho misce. Kazda tecka znazorfiuje 10 pl nanasku bunécné
suspenze. Kolonie jsou od sebe vzdaleny 1,5 cm.

4.2.3.2 Dlouhodobé uchovavani kvasinkovych kmeni

Kmeny jsem uchovévala ve skladovacim médiu v -80 °C. Pii jejich pouzivani byly

chlazeny v mrazicim blo¢ku vychlazeném na -80 °C.
4.2.3.3 Stanoveni po¢tu bunék a hustoty kultury

Koncentraci bunécné suspenze jsem ur¢ovala méfenim OD (optické denzity) pifi vinové
délce A=560 nm na spektrofotometru (Novaspec Plus, Amersham bioscience). Bunécna
suspenze vzdy byla nafedéna tak, aby se hodnota OD pohybovala v hodnotach mezi 0,2-0,5.

Pouzivala jsem plastové kyvety s optickou drahou 1 cm, jako blank jsem pouzivala ptislusné
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médium. Pocet bunék v suspenzi jsem stanovovala také pomoci Thomovy pocitaci komurky.

Postup je popsany Vv kapitole 4.2.3.8.
4.2.3.4 Transformace kvasinkovych kmeni

Ptiprava pozadovanych kment, tzn. kmenl sdeleci vybraného genu a kmeni
S konstitutivnim silnym promotorem pied vybranym genem, byla zalozena na velkém
mnozstvi homolognich rekombinaci probihajicich v kvasinkovych bunkach Saccharomyces
cerevisiae. Kompetentni kvasinkové buniky byly transformovany pomoci kazet
ziskanych PCR reakcemi (kapitola 4.2.3.4.1 a 4.2.3.4.2). Postupovala jsem podle protokolu
podle Gietz a Woods (Gietz and Woods 2002). Postup je popsén v kapitole 4.2.3.4.4. Ziskané
klony jsem ovéfila pomoci ovéfovaci PCR (4.2.3.4.6), porovnala morfologii obfich kolonii

(kapitola 4.2.3.4.7) a nechala osekvenovat ¢asti upravenych tsek genomu (4.2.3.4.7).
4.2.3.4.1 Navrhovani primerua

Primery byly navrzeny tak, aby byly specifické pro pozadovanou sekvenci, netvofily
sekundarni a vyssi struktury, teplota nasedani na DNA templat byla pfiblizné stejna, obsah G-
C para byl vrozmezi 40-60 % a rozlozeni bazi bylo piiblizné stejné. Pti navrhovani jsem
vychazela ze sekvence pro dany gen a oblasti vzdalenych 1 kbp ,,upstream* a ,,downstream*

od genu zajmu.

Na syntézu transformacni kazety jsem pro kazdy kmen navrhla tfi primery: S1, S2 a
S4. Primer S1 (komplementarni k sekvenci ,,upstream® od otevieného ¢teciho ramce genu) a
primer S2 (komplementarni k sekvenci ,,downstream® od otevieného ¢teciho ramce genu jsem
pouzila na syntézu dele¢ni kazety. Primer S1 a primer S4 (kompementarni k ,,downstream*
sekvenci od pocatku oteviené¢ho Cteciho ramce genu) jsem pouzila na piipravu kazety na
vneseni TEF promotoru. Schématické znazornéni rozloZeni primerd na piipravu kazet pro
vkladani TEF promotoru je zobrazeno na obrazku 12, obrazek c¢islo 13 zobrazuje rozlozeni
primerti na pfipravu delecnich kazet, v tabulce Cislo 2 jsou sekvence primerl pouzitych pfi

ptipravé PCR kazet. Primery byly navrzeny podle publikace (Janke, Magiera et al. 2004)
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Obr. 12 Schématické znazornéni rozloZeni primerd na pripravu kazety pro vneseni TEF promotoru. S1
primer byl navrZen tak, aby byl komplementéarni k antibiotikové rezistenci nesené plasmidem (zobrazeno modte)
a ,upstream“ oblasti genu zajmu(zobrazeno Cerveng). S4primer je komplementarni k plasmidovému TEF
promotoru (Cerna ¢ast Sipky) a pocatku otevieného Cetciho ramce genu zajmu (zobrazeno zlut¢).
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Obr. 13 Schématické znazornéni rozloZeni primeri na pripravu dele¢ni kazety. S1 primer byl navrzen tak,
aby byl komplementérni k antibiotikové rezistenci nesené plasmidem (zobrazeno modfe) a ,,upstream® oblasti
genu zajmu(zobrazeno Cervené). S1 primer je schodny jako pro piipravu kazety na vnaSeni TEF promotoru. S2
primer je také komplementarni k antibiotikové rezistenci nesené plasmidem (modra &ast Sipky) a oblasti za
koncem otevieného Cetciho ramce genu zajmu (zobrazeno zeleng).
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Sekvence primeri na pripravu PCR kazet
Gen Primeru | Sekvence primeru
s1 CTTGCCTCATTTGATAGAATAGATAAGCCCAGTAGAGGAAGACAGCGTAC
GCTGCAGGTCGAC
RIM15 | s4 CTCTTTCATAGCCTGAGATCCGCCTGCGGTGTTACTTCTATTGAACATCGA
TGAATTCTCTGTCG
2 AGTTTTTATTCAGTTATTTTTTTTAATTATCTTTATCTTAAAATTTATCAAT
CGATGAATTCGAGCTCG
s1 TTATACTCGTATAAGCAAGAAATAAAGATACGAATATACAATATGCGTAC
GCTGCAGGTCGAC
SCHY |g, AAATCCAGTATCCTGATTCGACGATTTTGATGTAAAAAAATTCATCATCG
ATGAATTCTCTGTCG
52 AAAAGAAAAGGAAAAGAAGAGGAAGGGCAAGAGGAGCGATTGAGAAAT
CAATCGATGAATTCGAGCTCG
51 ATTTTTTTTTTTTAATTTGAAGAATAGCTACAAAAACAGACTACACGTACG
CTGCAGGTCGAC
GIS1 |g, AAAAACCGGAACGCCATCAATAACCTCAACTGGCTTGATTTCCATCATCG
ATGAATTCTCTGTCG
52 TCGATAAAAATTTTTTTTGAACCCATTTTGTATATCATTTTCTTGACCTAAT
CGATGAATTCGAGCTCG
51 TCTTTCTTTTTTCAACTTTTATTGCTCATAGAAGAACTAGATCTAAAATGC
GTACGCTGCAGGTCGAC
MSN2 | ¢, CTTTCTATGGGGAATAAAATATCTTCGCTATTGAAATCATGGTCGACCGT
CATCGATGAATTCTCTGTCG
$2 AATTATCTTATGAAGAAAGATCTATCGAATTAAAAAAATGGGGTCTATTA
ATCGATGAATTCGAGCTCG
s1 TTATCAGTTCGGCTTTTTTTTCTTTTCTTCTTATTAAAAACAATATAATGCG
TACGCTGCAGGTCGAC
MSN4 | ¢, TGTTTCTTGTTTGCGTGACGAACGAAACTACTATTAGGTCCGAAGACTAG
CATCGATGAATTCTCTGTCG
2 CATACCGTAGCTTGTCTTGCTTTTATTTGCTTTTGACCTTATTTTTTTCAAT
CGATGAATTCGAGCTCG

Tab. 2 Sekvence primeri pouZzitych na pfipravu PCR kazet.

4.2.3.4.2 Priprava kazet na homologni rekombinaci pomoci PCR

Polymerazové fetézové reakce (PCR) probihaly v cykleru (pouzivala jsem gradientovy
PCR termocykler BIOER XP cycler; PCR termocyklér BIOER GenePRO; PCR termocyklér).

Pro kazdou reakci jsem optimalizovala podminky, tzn. koncentraci primerti ve smési a teplotu

nasedani primeri. Pro rizné smési se tyto podminky lisily, v tabulce ¢islo 3 uvadim pro

priklad nejcastéjsi slozeni reakéni smési, v tabulce ¢islo 4 PCR program. V tabulkach 5, 6 a 7

jsou uvedeny velikosti transformacnich kazet.

Reakc¢ni smés PCR

primer S1 (5 pmol-pl™) 1l
primer S2 nebo S4 (5 pmol-pl™) |1 pl
plasmid pl (1 ng-pl™) 1ul
Master Mix 20 pl
demiH20 17 pl
celkovy objem 40 pl

Tab. 3 SloZeni reakéni PCR smési na pripravu kazet
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Podminky PCR

Denaturace 94 °C |3min |1x
Denaturace 94 °C |20s 35 X
Nasedani primerit |52 °C (20 s 35 X
Syntéza 72 °C [1,5min |35X
Dosyntetizovani |72 °C |5min |1X
Chlazeni 4 °C 60 min | 1x

Tab 4 Program na syntézu PCR kazet.

Kazeta pro vneseni TEF promotoru pied gen Velikost PCR kazety (bp)
(plasmid pYM-N18)

RIM15 2083

SCH9 2031

GIS1 2030

MSN2 2041

MSN4 2041

Tab. 5 Velikost PCR kazety na vneseni TEF promotoru pied gen zajmu.

Kazeta pro deleci genu (plasmid pFA6a-hphNT1) Velikost PCR kazety (bp)

RIM15 1827
SCH9 1827
GIS1 1826
MSN2 1832
MSN4 1831

Tab. 6 Velikost PCR kazety na deleci genu zajmu.

Kazeta pro deleci genu (plasmid pFA6a-natNT?2) Velikost PCR kazety (bp)
MSN2 1449

MSN4 1448
Tab. 7 Velikost PCR kazety na deleci druhého genu v kmenech s dvojitou deleci.

4.2.3.4.3 Elektroforetickd analyza DNA

Spravnost produktu PCR reakce, tedy kazety, jsem ovéfila diky riizné pohyblivosti

v zavislosti na velikosti makromolekul v elektrickém poli pii horizontalni elektroforéze.

PoZadované mnozstvi agar0zy jsem v mikrovinné troubé povatila po dobu zhruba tii
minut s takovym mnozstvim 0,5xTBE, aby vzniknul 1% (w/v) roztok. Po ochlazeni agarozy
na cca 50 °C jsem pfidala ethidiumbromid (1 pl/ml gelu), ktery zajistuje zviditelnéni DNA.
Agar6zu jsem prelila do plastové vanicky s hiebenem, po 20 minutach jsem ji ptfenesla do
elektroforetického pfistroje (Bio-Rad; OWL EASYCAST™ B1, Thermo Scientific; OWL
EASYCAST™ B2, Thermo Scientific) a gel zalila 0,5x TBE. Do jamek jsem nanesla 5-10 pl
vzorku, prvni jamka vzdy byla pouZita na 1 pl standardu GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Mix

(obr. 14). Elektroforeticky pfistroj jsem piipojila ke zdroji jednosmérného zdroje napéti (Bio-
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Rad; ENDURO™, Labnet International; power station 300, Labnet International). Napéti bylo
vzdy 7 V-cm™ a &as 45 minut. Gely jsem fotografovala pod UV transluminatorem (Electronic
Dual Light™ Ultra Lum).

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
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0.5 pafane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/em, 45 min

Obr. 14 Standard GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Mix

4.2.3.4.4 Transformace kvasinkovych bunék LiAc/ssDNA/PEG metodou

Rodicovsky kmen Saccharomyces cerevisiae jsem ze skladovaci konzervy sterilnim
paratkem pienesla na tuh¢ YEPG médium. Po 24 hodinéch rastu jsem biomasu ptenesla do 25
ml tekutého YEPG média a poté jsem suspenzi kultivovala ve tiepacce (Klhner, Lab-Therm;
Multitron Standard, INFORS HT) pfi teploté 28 °C po dobu 12 hodin. Nasledn¢ jsem 1ml
suspenze pienesla do 50 ml tekutého média a kultivovala jsem ve 28 °C, dokud nebyla
hodnota optické density kultury 2 (méfeno na piistroji Novaspec Plus, Amersham

Biosciences), ktera odpovida mnozstvi 2x10” bungk/ml.

Takto vyrostlou suspenzi jsem prelila do 50 ml falkony a centrifugovala po dobu 5
minut pii 22 °C na 4000 otacek za minutu (centrifuga Hettich Universal 320 R, Hettich
Zentrifugen). Supernatant jsem slila a bunky jsem proplachla ve 25 ml vody. Suspenzi jsem
centrifugovala po dobu 5 minut pii 22 °C na 4000 otaCek za minutu, slila supernatant, bunky
resuspendovala v1 ml vody a pfenesla do eppendorfovy zkumavky. Suspenzi jsem
centrifugovala 2 minuty pfi laboratorni teplot¢ na 6000 otacek/minutu. Vodu jsem odebrala a
bunky nafedila vodou tak, aby vznikla suspenze obsahovala 2x10" bundk/ml. Pro kazdou

transformacni smés jsem odebrala 100 pl bunécné suspenze, centrifugovala ji po dobu 2

59



minut pii 22 °C na 6000 otacek za minutu, odebrala supernatant a ptidala transformacni smes,

jejiz slozeni pro jednu reakci je v tabulce 8.

Transformaéni smés

50 % PEG 240 pl
1 M LiAc 36 ul
ss DNA (10 mg/ml) 10 pl
dest. H,O 40 pl
Kazeta 34 ul

Tab. 8 SloZeni reak¢ni smési na transformaci kvasinkovych bunék. Salmon sperm DNA (ssDNA) jsem pied
pouzitim 5 minut vafila a poté zchladila na ledu.

Bunky jsem s transformacni smeési fadn¢ promichala a inkubovala je v rotaCnim
blo¢ku predehiatém na 42 °C po dobu 40 minut (Barnstead International, Lab-Line). Smés
jsem centrifugovala 1 minutu pii laboratorni teploté na 6000 otacek za minutu. Odebrala jsem
supernatant, k buiikkam piidala 2 ml tekut¢tho YEPG média a kultivovala jsem 4 hodiny
Vv horkovzdusné tfepacce pii 28 °C. Poté jsem suspenzi centrifugovala (2 min., 22 °C, 6000
ot./min.), odebrala supernatant, ptidala vodu a buiiky vysela na Petriho misky s piisluSnym
selekénim médiem. Po 3-4 denni staticke kultivaci ve 28 °C jsem jednotlivé kolonie vzniklé
rustem jednoho klonu pienesla na petriho misku stuhym YEPG médiem. Po dalsi 24
hodinové statické kultivaci ve 28 °C jsem cast roztéru pouzila na vytvoreni konzervy

k trvalému uchovani kmene a druhou ¢ast k ovéteni spravnosti vzniklého konstruktu.

Na obrdzku 15 je znazornéno schéma vkladani silného TEF promototu pied gen

zajmu, na obrazku 16 je znazornéna delece pozadovaného genu.
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Obr 15 Schématické znazornéni postupu vkladani silného promotoru pied gen zajmu. Z plazmidu je pfi
PCR reakcei piepsana kazeta. Pii transformaci dojde pomoci homolognich koncii k jejimu vloZeni do genomu.
Vznikly konstrukt obsahuje antibiotikovou rezistenci, ktera slouzi jako selekéni marker po transformaci a silny
TEF promotor pfed genem zajmu.
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Obr. 16 Schématické znazornéni postupu pii deleci genu. Z plazmidu je pii PCR reakci piepsana kazeta,
kterda se pfes homologni konce pfi transformaci rekombinuje do genomu. Vznikly konstrukt obsahuje
antibiotikovou rezistenci, kterd nahrazuje otevieny ¢teci rimec genu zajmu a zarovei slouZi jako selekéni marker

po transformaci.
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4.2.3.4.5 Ziskani DNA z kvasinkovych bunék na ovérovaci PCR

Zkazdé kolonie vytvofené jednim klonem jsem odebrala biomasu o velikosti
Spendlikové hlavicky a vlozila ji do 40 pl €erstvé pfipravené¢ho 20 mM NaOH. Biomasu jsem
fadné resuspendovala (Vortex Genie 2, Scientific Industries) a denaturovala 15 minut pfi 95
°C (gradientovy PCR termocykler BIOER XP cycler; PCR termocyklér BIOER GenePRO;
PCR termocyklér). Poté jsem vzorky centrifugovala na 2000 otacek/minutu po dobu 1 minuty
(mikrocentrifuga Spectrafuge 24D, Labnet International) a 1 pl supernatantu pouzila jako
templat DNA pro 10 pl PCR reakce.

4.2.3.4.6 Ovéieni modifikovanych kmeni pomoci ovéfovaci PCR

Na ovérovaci PCR jsem pro kazdy kmen navrhla tfi primery: O1, O4 a O6. K ovétovani
byly dale pouzity primery 02, O3 a O5, které byly navrzeny tak, aby byly specifické pro
vneseny selekéni gen a nebo pro gen vneseného TEF promotoru. Spravnost delecnich kment
byla ovéfena pomoci kombinace primerd O1 (komplementarni k oblasti ,,upstream* od
otevieného ¢teciho ramce genu) a O2 (komplementarni k vnesené antibiotikoveé rezistenci) a
kombinace O4 (komplementarni k oblasti ,,downstream® za otevienym ¢tecim ramcem genu)
a O3 (komplementarni k vnesené antibiotikové rezistenci). Spravnost konstrukti s vnesenym
konstitutivnim promtorem byla ovéiena pomoci kombinace primertt Ol a O2 a kombinace O6
primeru (komplementarni k otevienému ¢tecimu ramci genu) a O5 (komplementarni ke genu
TEF promotoru). Schématické znazornéni rozvrzeni primerti je na obrazcich 17 a 18, tabulky

9,10, 11 a 12 obsahuji sekvence pouzitych primerd.

O1PRIMER 02 PRIMER
Jl —

- — — - 5 GENOM
—[ ANTIBIOTIKOVA REZISTENCE H PROMOTOR I OTEVRENY CTECI RAMEC GENU ZAIMU "_

GENOM
—[ ANTIBIOTIKOVA REZISTENCE HPROMOTOR I OTEVRENY CTECI RAMEC GENU zI\JMU}—

—> —
OSPRIMER 06 PRIMER

Obr. 17 Umisténi primeri na ovéfovaci PCR nadprodukénich kmenit. Primery O1 a O6 jsou specifické pro
kazdy kmen, primery O2 a O5 jsou pro vSechny kmeny univerzalni. V reakci vzdy byly pouzity kombinace
primert oznacenych stejnou barvou: O1 a O2 (modré), OS5 a O6 (ruzové).

Plasmid Primer |Sekvence primeru
02

0YM-N18 GATGGCAAGATCCTGGTATC
05 CGATGACCTCCCATTGATAT

Tab. 9 Sekvence univerzalnich ovéfovacich primeri 02 a O5 komplementarnich k plasmidu pYM-N18.
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Kmen Primer |Sekvence primeru
BY4742-Pree-RIM15 01 AACTCATCAAGCATTTTCCC
06 TTTCATAATTGGAGGAAGTC
BY4742-P1g-SCH9 |01 GCTGGTCGCTTATATTCTC
06 GACGTGGTAATAATCGTAGG
BY4742-P1ee-GIS1 O1 CTATTTGTTTCTTTGTTGGG
06 GAGGTGAGCCTTCTAAAAG
BY4742-Prg-MSN2 | O1 AGCACGAGCTCAACAACA
06 AGTCGAAAGATAGTGGAG
BY4742-P1e-MSN4 | O1 GCATGAGCATACCTGTAG
06 CTATGCGGAGAATCCATT

Tab. 10 Sekvence ovéFovacich primeri specifickych pro kazdy kmen.

O1PRIMER
—_—

02 PRIMER
-—

GENOM

—[ ANTIBIOTIKOVA REZISTENCE ]—

GENOM

—[ ANTIBIOTIKOVA REZISTENCE ]—

—_—
O3 PRIMER

-—
04 PRIMER

Obr. 18 Umisténi primeri na ovéfovaci PCR deleénich kmeni. Primery O1 a O4 jsou specifické pro kazdy
kmen, primery O2 a O3 jsou pro vSechny kmeny univerzalni. V reakci byly pouzity kombinace primerQ
oznaéenych stejnou barvou: O1 a O2 (modré) a O3 a O4 (erné).

Plasmid Primer |Sekvence primeru
02 GAAATCACGCCATGTAGTGT
pFA6a-hphNT1
03 ACTGTCGGGCGTACACAAAT
02
OFAGa-natNT2 ATTCGTCGTCCGATTCGT
03 CGTGGTCATCTCGTACTC

Tab. 11 Sekvence univerzalnich ovéfovacich primeri O2 a O3 komplementarnich k plasmidu pFA6a-

hphNT1 a primerid O2 a O3 komplementarnich k plasmidu pFA6a-natNT2.

Kmen Primer |Sekvence primeru
BY4742- rim15/ 01 AACTCATCAAGCATTTTCCC
04 CTATTCTTCCAGAGGATGATG
BY4742- sch94 O1 GCTGGTCGCTTATATTCTC
04 TACAATGGAATGGTGAGGTA
BY4742- gisl4 O1 CTATTTGTTTCTTTGTTGGG
04 GGTCTTGAACTATGATTGGA
BY4742- msn24 01 AGCACGAGCTCAACAACA
04 CGCACGGAATTCATTAAAC
BY4742-msn44 01 GCATGAGCATACCTGTAG
04 TAAGAGTCATCACAGCAAC

Tab. 12 Sekvence ovéfovacich primeri specifickych pro kazdy kmen.
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Stejné jako v pripad¢ piipravy kazet, polymerazové tetézové reakce (PCR) probihaly
v cykleru (pouZzivala jsem gradientovy PCR termocykler BIOER XP cycler; PCR termocyklér
BIOER GenePRO; PCR termocyklér). Pro kaZzdou reakci jsem optimalizovala podminky, tzn.
koncentraci primert ve smési a teplotu nasedani primerti. Pro riizné smési se tyto podminky
liSily, v tabulce ¢islo 13 uvadim pro piiklad nejcastéjsi slozeni reak¢éni smési, v tabulce ¢islo

14 PCR program. V tabulkach 15, 16 a 17 je uvedena velikost produktu ovéfovaci PCR.

Reakc¢ni smés PCR

primer O1 nebo O4 nebo 06 (5 pmol-pl™) | 0,7 ul
primer O2 nebo O3 nebo 05 (5 pmol-ul™) | 0,7 pl
genomova DNA 1yl

Master Mix 5ul

demiH20 2,3 ul
celkovy objem 10 pl

Tab. 13 SloZeni reakéni smési pii ovérovaci PCR

Podminky PCR

Denaturace 94 °C |5min |1x

Denaturace 94 °C |15s 35 X

Nasedani primertt |54 °C [155s 35 X

Syntéza 72 °C [1,5min |35X

Dosyntetizovani |72 °C |5min [1x

Chlazeni 4 °C 60 min |1Xx

Tab. 14 Program na ovéfovaci PCR.

Nézev kmenu Pouzité primery Velikost produktu PCR (bp)
0O5+06 304

BY4742-P1gr-RIM15 01402 6oL

BY4742-Pge-SCH9 | O5+06 539
01+02 754

BY4742-Pree-GIS1 | O5+06 358
01+02 683

BY4742-Prge-MSN2 | O5+06 403
01+02 625

BY4742-Prgr-MSN4 | 05+06 392
01+02 298

Tab. 15 Délka produktu ovéiovaci PCR reakce nadprodukénich kmeni. Popis umisténi primeru je uveden
na obrazku 17.
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Nézev kmenu Pouzité primery Velikost produktu PCR (bp)
. 03+04 885
BY4742-riml154 01102 976
BY4742- sch9oA 03+04 660
01+02 1197
BY4742- gisiA 03+04 756
01+02 0997
BY4742- msn24 03+04 727
01+02 1186
BY4742-msn4A 03+04 822
01+02 1156

Tab. 16 Délka produktu ovéfovaci PCR reakce dele¢nich kmeni. Popis umisténi primert je uveden na
obrazku 18.

Nazev kmenu PouZzité primery Velikost produktu PCR (bp)
03+04 1067

BY4742-msn24/msn4A 01502 908

BY4742- msn4A/msn24 | O03+04 972
01+02 938

Tab. 17 Délka produktu ovéfovaci PCR reakce kmeni s deleci geni MSN2 a MSN4. Kmen BY4742-
msn24/msn44 byl odvozen od kmene BY4742-msn24, kmen BY4742-msn4A4/msn24 byl odvozen od kmene
BY4742-msn4A. Popis umisténi primert je uveden na obrazku 18.

Predpokladana délka produktu PCR reakce byla oveéfena pomoci elektroforetické

analyzy popsané v kapitole 4.2.3.4.3.
4.2.3.47 Ovéfeni kment porovnanim morfologie obfich kolonii

U vSech klont, u kterych jsem ovéfila pomoci PCR spravné vlozeni kazety, jsem po
dobu 21 dnl pozorovala morfologii obfich kolonii (kapitola 4.2.3.1). Morfologie obfich
kolonii kloni stejného kmene by méla byt obdobna, pokud se néktery kmen 1isil od ostatnich,
vyhodnotila jsem jej jako nespravny. Jeden klon od kazdého kmene, ktery jsem sekvencné
ov¢tila, a morfologicky se shodoval s vétsSinou klont stejného kmene, jsem dale ovéfovala

pomoci sekvenace DNA.
4.2.3.4.8 Ovéreni kmenii pomoci sekvenace DNA

Sekvenovany Usek DNA kment s konstitutivnim silnym promotorem zahrnoval TEF
promotor a poc¢atek genu zajmu, sekvenovan byl tedy produkt PCR reakce O5 a O6 primeru
(znazornény na obrazku 16). V ptipad¢ dele¢nich kment jsem pfipravila vzorky na sekvenci
tak, abych se ujistila, ze gen mého zajmu byl cely odstranén. Jednalo se tedy o produkty
reakce Ol a O2 primeru a O3 a O4 primeru (zndzornény na obrazku 17). Program i slozeni

reakéni smési bylo shodné jako v ptipadé ovéfovaci PCR popsané v predeslé kapitole.

65



Po prob¢hnuti PCR reakce jsem DNA vysraZzena etanolem. Po vysuSeni jsem k DNA
pfidala 30 pl demiH,O a zméfila koncentraci na mikrokapilarnim spektrofotometru
NANODROP 1000 (Thermo Scientific). Béhem méteni koncentrace jsem také sledovala
Cistotu DNA pomoci hodnot Azeo/Azgo @ AzeolAzgo, které nikdy nebyly mensi nez 1,6. Vzorek
jsem natedila na pozadovanou koncentraci (zavislou na délce) a ptidala primer podle pravidel
Laboratotfe sekvenace DNA, PiF UK, ve které jsem vzorky nechavala zpracovat. S daty
ziskanymi  ze  sekvenace  jsem  pracovala v nastrojich  dostupnych na

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

4.2.3.4.9 Srazeni DNA etanolem

Kroztoku DNA jsem pfidala 2,5 objemu ledové studeného 96% ethanolu a 0,1
vysledného objemu 3M NaAc. DNA jsem srazela pies noc pii —20°C. Druhy den jsem
srazeninu centrifugovala (30 min., 4°C, 14 000 ot.min™), peletu jsem oplachla ledovym 80%
ethanolem, vysusila pti laboratorni teploté a resuspendovala v TE pufru (objem jsem volila
dle ocekavaného mnozstvi DNA). Dale jsem roztok DNA skladovala pii —20°C.

4.2.3.5 Vertikalni fezy koloniemi

Vysku kolonii a uspotadani riznych typt bun¢k v ramci kolonii jsem uréovala pomoci
mikroskopopie vernikalnich fezi. Z obtich kolonii rostoucich na tuhém GM+BKP médiu
jsem vzdy vybrala jednu z krajnich kolonii, vyfizla ji z Petriho misky a prelila ji 2 ml 2 %
(w/v) agar6zy. Po zatuhnuti (30 minut pfi laboratorni teploté a 5 minut pii 7 °C) jsem Ziletkou
ufizla polovinu kolonie. Tuto polovinu jsem dale fezala na mikrotomu, mikroskopovala jsem

fezy o tloustce 20 um a slozenim jejich fotografii zaznamenala vnitini uspotfadani kolonii.
4.2.3.6 Separace jednotlivych subpopulaci bunék kolonie

Buniky obfich kolonii jsem délila na rizné subpopulace pomoci ziletky, kterd méla
z divodu usnadnéni prace konce oblepené lepici paskou. Nejprve jsem tahem Ziletky
odebrala buiniky horni vrstvy, poté jsem stejnym zplsobem odebrala buiiky ze stfedni ¢asti
kolonie, které jsem k analyze nepouzila. Buiiky spodni vrstvy jsem odebrala ze stiedni Casti
paratkem. Kvalitu rozdéleni bun¢k na subpopulace jsem kontrolovala mikroskopickym

pozorovanim (kapitola 4.2.3.7).
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4.2.3.7 Mikroskopické pozorovani

Pii pozorovani bunék jsem pouzita mikroskop Leica DMR. Preparaty jsem pozorovala

pomoci Nomarského kontrastu ve viditelném svétle. Obraz jsem zaznamendvala pomoci

kamery JENOPTIK Progres® MF*',
4.2.3.8 Ur¢eni hmotnosti bunék horni a spodni vrstvy kolonii v ¢ase

Hmotnost bunék a pomér hmotnosti mezi U a L bunikami kolonie v ¢ase jsem urcovala
na zakladé rozdilného poctu bunck ve stejné hmotnosti biomasy. Analyzovala jsem bunky
pochazejici z obfich kolonii, které rostly na GM+BKP médiu 5, 7, 9, 12, 14, 20 a 30 dni.
Bunécna suspenze pouzitd pro tuto analyzu byla zaroven pouzitd pro urceni procentualniho
zastoupeni zivych bun¢k (kapitola 4.2.3.9). Bunky kolonie jsem na jednotlivé subpopulace
rozdélila pomoci ziletky a nafedila je na koncentraci 12 mg/ml. U a L bunky jsem dale
nafedila tak, aby bylo mozné je spocitat v Thomové poditaci komirce. Redéni se liilo
v zavislosti na kmenu. Pocet bun¢k jsem v piipad¢ vSech kmenl piepocitala na mnozstvi

obsaZené v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10™ mg/ml.
4.2.3.9 Ur¢eni zastoupeni Zivych bunék horni a spodni vrstvy kolonii v ¢ase

Rozdilnou zivotaschopnost bun¢k horni a spodni vrstvy obfich kolonii dele¢nich a
nadproduk¢nich kmend jsem urcovala 5., 7., 9., 12., 14., 20. a 30. den rastu obfich kolonii na
GM+BKP médium. Kolonie jsem sterilné rozdélila ziletkou, nafedila je vodou na koncentraci
12 mg/ml a dale je fedila na koncentraci 12x10. Z této koncentrace jsem na petriho misky
s YEPG médiem vysela takové mnoZstvi suspenze, aby vyrostlo 100-400 kolonii na misku,
buniky horni i spodni vrstvy jsem vysela vzdy na tfi misky s YEPG médiem. Pocet vyrostlych
kolonii po 2-4 dnech jsem urcila pomoci programu Colony Counter. Pocet bunék v suspenzi,
kterou jsem pouZila k vysevu, jsem ur¢ovala pomoci Thomovy pocitaci komirky. Bunky v
komiirce jsem pozorovala mikroskopem (Leica DMR, zvétSeni 20x10) a nésledné poftidila
jejich fotografie. Pro horni i spodni builky jsem analyzovala vice nez 200 komurek o
rozmérech 1/400x0,1x0,1 mm, které byly v ramci sklicka uhlopfi¢né uspofadané. Spocitani
bylo provedeno pomoci programu CellCounter (Nahlik 2014). Pocet bunék, které jsem vysela
na petriho misky, pfedstavoval ve vypoctu procentudlniho zastoupeni Zivych bunék 100%.
Skute¢né zastoupeni zivych bunck jsem dopocitala na zdkladé primérného poctu kolonii ze tii

petriho misek.
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5 Vysledky

5.1 Priprava kmeni
Cil: Priprava kmenii potirebnych pro ucely této prdce.

V ramci diplomové prace jsem piipravila kmeny s nadprodukci genu zajmu, s deleci
genu zajmu a kmen, ktery nese dvojitou deleci. Kmeny byly odvozené od haploidniho

laboratorniho kmene Saccharomyces cerevisiae BY4742.

Nadprodukce genu zajmu jsem dosdhla vyménou ptirozeného promotoru za silny
konstitutivni promotor TEF piimo v genomu kvasinek pomoci homologni rekombinace.
Kazetu pro homologni rekombinaci jsem piipravila z plazmidu pYM-N18 (obr. 19 B). Kmeny
jsem odvozovala od haploidniho rodi¢ovského kmene, ktery obsahuje vzdy jednu alelu
prislusného genu. Vysledny konstrukt proto obsahoval pouze modifikovany gen. Ovéteni
ptipravenych kmenti pomoci PCR (4.2.3.4.6) a nasledné elektroforézy (4.2.3.4.3) je
zobrazeno na obrazcich 20-24.

Delece genu zajmu bylo dosazeno rekombinaci genu z genomu kvasinky a nahrazenim
antibiotikovou rezistenci. Pro piipravu kazet jsem pouZila plazmid pFA6a-hphNTZ1(obr. 19
C). Stejné jako v piipadé piipravy nadprodukénich kment, transformace probihala
jednokrokové, protoze jsem pouzila haploidni rodi¢ovsky kmen. Ovéteni piipravenych kment

pomoci PCR (4.2.3.4.6) a nasledné elektroforézy (4.2.3.4.3) je zobrazeno na obrazcich 25-29.

V ptipadé¢ piipravy kmene s dvojitou deleci msn24/msn44 byly nezbytné dvé
transformace. B&hem prvni transformace jsem z genomu rodicovského kmene S. cerevisiae
BY4742 odstranila gen MSN2 nebo MSN4. Jednotlivé ziskané klony kmeni jsem ovéfila
pomoci PCR, morfologického porovnani a sekvenace (kapitoly 4.2.3.4.6, 4.2.3.4.7 a
4.2.3.4.8). Déle jsem vybrala jeden klon kmene msn24 (odvozeny kmen s dvojitou deleci je
oznaten msn24/msn44) a jeden klon kmene msn44 (odvozeny kmen s dvojitou deleci je
ozna¢en msn44/msn24) a deletovala v nich gen MSN4 nebo MSN2. K tomuto ucelu jsem
pouzila kazetu pripravenou z plazmidu pFA6a-natNT1 (obr. 19 C). Na dalsi analyzu kment
jsem pouzila kmen msn24/msn44, ve kterém jsem jako prvni deletovala gen MSN2. Ovéieni
ptipravenych kment pomoci PCR (4.2.3.4.6) a nésledné elektroforézy (4.2.3.4.3) je

zobrazeno na obrazcich 30 a 31.
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PCR kazety na vnaseni TEF promotoru PCR kazety na deleci gen
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Obr. 19 Tramsformaéni kazety piipravené pomoci PCR. A marker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Mix (viz.
Obr. 14), 1 ul. B PCR kazety pouzité na vnaSeni TEF promotoru, velikosti kazet jsou uvedeny v tabulce 5,
nanafka 5 pl. C PCR kazety pouzité na deleci gend, velikosti kazet jsou uvedeny v tabulce 6, nanaska 5 pl. C
PCR kazety pouZité na deleci genu kment msn24/msn44, velikosti kazet jsou uvedeny v tabulce 7, nanaska 5 5

pl.
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Obr. 20 PCR ovéfeni klonii kmene BY4742-Pr-RIM15. A marker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Mix (viz.
Obr. 14), 1 pl. B PCR produkty ové&fovaci PCR pti pouziti O5 a O6 primert, velikost produkti odpovida 304 bp,
nanaska 5 pl. Zelené jsou oznadeny klony, které jsem déale ovéfovala Ol a O2 primery. C PCR produkty
ovétovaci PCR pii pouziti O1 a O2 primer, velikost produktii odpovida 601 bp, nanaska 5 pl. Zluté je oznaden
klon, ktery jsem ovéfila sekvenci DNA a pouzila pro analyzu kmeni.
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Obr. 21 PCR ovéteni klonii kmene BY4742-P1e--SCH9. A marker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Mix (viz.
Obr. 14), 1 pl. B PCR produkty ovéfovaci PCR pfi pouziti O5 a O6 primert, velikost produktt odpovida 539 bp,
nanaSka 5 pl. Zelené jsou oznaceny klony, které jsem dale ovéfovala O1 a O2 primery. C PCR produkty
ovéfovaci PCR pfi pouziti O1 a O2 primert, velikost produktti odpovida 754 bp, nanaska 5 pl. Zluté je oznaden
klon, ktery jsem ovétila sekvenci DNA a pouzila pro analyzu kment.
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Obr. 22 PCR ovéfeni klonii kmene BY4742-Pc-GIS1. A marker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Mix (viz.
Obr. 14), 1 ul. B PCR produkty ovéfovaci PCR pti pouziti O5 a O6 primert, velikost produktt odpovida 358 bp,
nanaska 5 pl. Zelen¢ jsou oznaceny klony, které jsem dale ovéfovala O1 a O2 primery. C PCR produkty
ovéfovaci PCR pfi pouziti O1 a O2 primer, velikost produkti odpovida 683 bp, nanaska 5 pl. Zluté je oznaden
klon, ktery jsem ovétila sekvenci DNA a pouzila pro analyzu kment.
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BY4742 Prer-MSN2
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Obr. 23 PCR ovéfeni klonit kmene BY4742-Pre-MSN2. A marker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Mix (viz.
Obr. 14), 1 ul. B PCR produkty ovéfovaci PCR pfi pouziti O5 a O6 primeri, velikost produktt odpovida 403 bp,
nanaska 5 pl a PCR produkty ovéfovaci PCR pfi pouziti O1 a O2 primert, velikost produktti odpovida 625 bp,
nanaska 5 pul. Zluté je oznacen klon, ktery jsem ovéfila sekvenci DNA a pouzila pro analyzu kment.
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Obr. 24 PCR ovéfeni klonii kmene BY4742-Pre--MSNA4. A marker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Mix (viz.
Obr. 14), 1 ul. B PCR produkty ovéfovaci PCR pfi pouziti O5 a O6 primerd, velikost produktd odpovida 392 bp,
nanaska 5 pl a PCR produkty ovéfovaci PCR pfi pouziti O1 a O2 primert, velikost produktti odpovida 298 bp,
nanaska 5 ul. Zluté je oznacen klon, ktery jsem ovéfila sekvenci DNA a pouzila pro analyzu kment.
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Obr. 25 PCR ovéfeni klonii kmene BY4742-rim154. A marker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Mix (viz. Obr.
14), 1 pl. B PCR produkty ové&fovaci PCR pii pouziti O3 a O4 primeri, velikost produktii odpovida 885 bp,
nanaSka 5 pl. Zelen€ jsou oznaceny klony, které jsem dale ovétovala O1 a O2 primery. C PCR produkty
ovéfovaci PCR pfi pouziti O1 a O2 primert, velikost produktt odpovida 976 bp, nanaska 5 pl. Zluté je oznacen
klon, ktery jsem ovéfila sekvenci DNA a pouzila pro analyzu kment.
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Obr. 26 PCR ovéteni klonii kmene BY4742-sch94. A marker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Mix (viz. Obr.
14), 1 pl. B PCR produkty ovéfovaci PCR pti pouziti O3 a O4 primert, velikost produktii odpovida 660 bp,
nanaska 5 pl. Zelen¢ jsou oznaceny klony, které jsem déale ovéfovala O1 a O2 primery. C PCR produkty
ovéfovaci PCR pii pouziti O1 a O2 primert, velikost produkti odpovida 1197 bp, nanaska 5 ul. Zluté je oznaéen
klon, ktery jsem ovétila sekvenci DNA a pouzila pro analyzu kment.
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Obr. 27 PCR ovéfeni kloniit kmene BY4742-gis1d. A marker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Mix (viz. Obr.
14), 1 pl. B PCR produkty ové&fovaci PCR pii pouziti O3 a O4 primert, velikost produktii odpovida 756 bp,
nanaSka 5 pl. Zelen€ jsou oznaceny klony, které jsem dale ovéfovala O1 a O2 primery. C PCR produkty
ovétovaci PCR pii pouziti O1 a O2 primert, velikost produktii odpovidd 997 bp, nanaska 5 ul. Zluté je oznaden
klon, ktery jsem ovéfila sekvenci DNA a pouzila pro analyzu kment.
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Obr. 28 PCR ovéfeni klonit kmene BY4742-msn24. A marker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Mix (viz. Obr.
14), 1 pl. B PCR produkty ové&fovaci PCR pti pouziti O3 a O4 primert, velikost produktii odpovida 727 bp,
nanaSka 5 pl. Zelen€ jsou oznaceny klony, které jsem dale ovétfovala O1 a O2 primery. C PCR produkty
ovétovaci PCR pfi pouziti O1 a O2 primert, velikost produktii odpovida 1186 bp, nanaska 5 ul. Zluté je oznaéen
klon, ktery jsem ovéfila sekvenci DNA a pouzila pro analyzu kment.
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Obr. 29 PCR ovéfeni klonii kmene BY4742-msn44. A marker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Mix (viz. Obr.
14), 1 pl. B PCR produkty ové&fovaci PCR pii pouziti O3 a O4 primert, velikost produktii odpovida 822 bp,
nanaSka 5 pl. Zelen€ jsou oznaceny klony, které jsem dale ovétfovala O1 a O2 primery. C PCR produkty
ovétovaci PCR pfi pouziti O1 a O2 primert, velikost produktii odpovida 1156 bp, nanaska 5 ul. Zluté je oznaéen
klon, ktery jsem ovéfila sekvenci DNA a pouzila pro analyzu kment.
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Obr. 30 PCR ovéfeni klonii kmene BY4742-msn24/ msn4A. A marker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Mix
(viz. Obr. 14), 1 pl. B PCR produkty ovéfovaci PCR pfi pouziti O3 a O4 primeru, velikost produktl odpovida
1064 bp, nanaska 5 pl. Zelené jsou oznafeny klony, které jsem dale ovéfovala Ol a O2 primery. C PCR
produkty ovéfovaci PCR pfi pouziti O1 a O2 primerd, velikost produkti odpovida 908 bp, nanaska 5 ul. Zluté je
oznacen klon, ktery jsem ovéfila sekvenci DNA a pouzila pro analyzu kmeni.
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Obr. 31 PCR ovéieni klonii kmene BY4742-msn44/ msn24. A marker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Mix
(viz. Obr. 14), 1 pl. B PCR produkty ovéfovaci PCR pfi pouziti O3 a O4 primeru, velikost produktl odpovida
972 bp, nanaska 5 pl. Zelen€ jsou oznaceny klony, které jsem dale ovéfovala O1 a O2 primery. C PCR produkty
ovéfovaci PCR pii pouziti O1 a O2 primeri, velikost produktt odpovida 938 bp, nandska 5 pl. Pro analyzu
kmeni jsem pouzila klon kmenu BY4742-msn24/msn4A.

5.2 Morfologicka charakteristika kolonii pripravenych kmeni

5.2.1 Morfologie obFich kolonii a produkce amoniaku

Cil: Charakterizovat morfologii a schopnost produkovat amoniak obrich kolonii kmenii

S konstitutivni expresi a deleci vybranych genii.

Obii kolonie laboratorniho kmene BY4742 kvasinky Saccharomyces cerevisiae
vytvaii na glycerolovém médiu hladké kolonie. Rist a vyvoj kolonie je provazen stiidanim
acidickych a alkalickych fazi. Béhem alkalické faze je uvolilovan plynny amoniak, ktery
slouZi jako signalni molekula a ovlivituje mnoho bunéénych procesti Cetné ristu, genové
exprese a schopnosti bunck kolonie se diferencovat na rtzné subpopulace. Schopnost
uvolnovat amoniak je tedy pro vyvoj kolonie klicova (Palkova and Forstova 2000), (Palkova,
Devaux et al. 2002).

Alkalizaci média vyvolanou obiimi koloniemi rodi¢ovského kmene S.cerevisiae
BY4742 a koloniemi kmenii, které jsem pfipravila, jsem pozorovala 5.,7.,9.,12.,14.,20. a 30.
den rustu kolonii na GM+BKP médiu (kapitola 4.2.3.1). Z obrazku 32 a 33 je patrné, Ze u

zadného z ptipravenych kmeni nedochazi k vyraznym zménam schopnosti alkalizace média.
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V uvedené dny jsem také pozorovala morfologii obfich kolonii. Kolonie kmene BY4742-
sch94 jiz od rané faze vyvoje vykazovaly vyrazné morfologické zmény oproti koloniim
kmene rodi¢ovského. Na povrchu kolonii BY4742-sch94 se vyskytovalo mnoho papil a
kolonie mély mensi polomér. Morfologii a alkalizaci koloniemi jsem zaznamenavala kamerou
(kapitola 4.2.3.7).

5. DEN 7. DEN 9, DEN 12. DEN 14. DEN 20. DEN
BY4742
BY4742-P. .-RIM15 ® ¢ l

BY4742-rim154

BY4742-P...-SCH9

BYA742-sch9A

Obr. 32 Morfologie a alkalizace kolonii rodi¢ovského kmene BY4742, a kmeni se zvySenou expresi resp.
deleci genii kodujicich kinazy Rim15p a Sch9p. Jednotlivé kmeny jsou sefazeny v fadcich pod sebou, sloupce
predstavuji stafi kolonie. Alkalizace je ziejma dle barvy GM+BKP média. Zluta barva znaéi vice acidické pH,
fialova znamena vice alkalické pH. Ptechodové pH ma hodnotu 6,3.
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BY4742

BYA742-P,-GIS1

BY4742-gis1A

BY4742-P,_.-MSN2

BY4742-msn2d

BY4742-P,-MSN4

BY4742-msndA

BY4742-msn24/msndd

Obr. 33 Morfologie a alkalizace kolonii rodi¢ovského kmene BY4742, a kment se zvySenou expresi resp.
deleci genu kédujicich transkripéni faktory Msn2p, Msndp a Gislp. Jednotlivé kmeny jsou sefazeny
v fadcich pod sebou, sloupce piedstavuji staii kolonie. Alkalizace je zfejma dle barvy GM+BKP média. Zluta
barva znaci vice acidické pH, fialova znamena vice alkalické pH. Pfechodové pH ma hodnotu 6,3.
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5.2.2 Vertikalni diferenciace kolonii a morfologie bunék centralni ¢asti kolonie

Cil: Porovnat schopnost vertikalni diferenciace rodicovského kmene S. cerevisiae BY4742
S pripravenymi nadprodukcnimi a delecnimi kmeny a porovnat morfologii bunek v centralni

c&asti kolonii.

Vliv proteintt drah monitorujicich dostupnost Zivin na vznik riznych subpopulaci
bunék v centralni ¢asti kolonii jsem pozorovala pomoci mikroskopie tenkych fezi 14. den
rustu kolonie (kapitola 4.2.3.5). Experiment byl opakovan dvakrat, uvedena obrazova

dokumentace pochazi z druhého experimentu.

Centralni ¢ast obfich kolonii rodicovského kmene S. cerevisiae BY4742 je 14. den
rastu tvofena dvéma populacemi bunék, buitkami hornimi, které se vyskytuji v horni ¢asti
kolonie a bufikami spodnimi, které se vyskytuji v blizkosti média. Mezi vrstvami je ostry
prechod, buiiky se navzajem nemisi a jejich morfologie je rozligna. Rez kolonii S. cerevisiae

BY4742 je na obrazcich 34-39 vzdy v levé ¢asti.

Schopnost tvofit dvé oddélené populace bun€k je nejvice narusend v pripadé kmeni
BY4742-rim154 (obrazek ¢. 34) a BY4742-Pge-SCH9 (obrazek ¢. 35). Kmen BY4742-
rim154 netvoii prechod mezi obéma vrstvami bunék a buiikky horni a spodni vrstvy nejevi
vyrazné odliSnou morfologii. V ¢asti pfechodu hornich a spodnich bun¢k kmene BY4742-

P1er-SCH9 dochazi k promiseni obou buné¢nych populaci, netvoii se tak ostra linie pfechodu.

Obrazky 37-39 ukazuji, Ze uspofadani bun¢k v centralni ¢asti kolonie a schopnost
vytvorit dvé odlisné populace bun¢k neni vyrazné narusena zvySenou expresi nebo deleci
genil transkripCnich faktort Gislp, Msn2p a Msndp. Z obrazki je také patrné, ze u kment s

modifikacemi téchto genit dochéazi ke zménam v morfologii jednotlivych typt bunék.
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Vertikalni fezy ob¥ich kolonii kment BY4742, BY4742-Pree-RIM15 a BY4742-rim154

BY4742 BY4742-P1e-RIM15 BY4742-rim15A

Obr. 34 Vertikalni ¥ez centralni ¢asti kolonie rodi¢ovského kmene BY4742, kmene BY4742-Ptge-RIM15 se
zvySenou expresi genu RIM15 a dele¢niho kmene BY4742-rim154 14. den ristu na GM+BKP médiu.
Mikroskopované fezy byly 20 um silné. Lokalizace bunék, které jsou znazornény na detailu v pravé ¢asti od
fotografie fezu kolonii, pfiblizné odpovida lokalizaci v rdmci kolonie.
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Vertikalni fezy ob¥ich kolonii kmenta BY4742, BY4742-Ptge-SCH9 a BY4742-sch94

BY4742-P-SCHE BY4742-sch9A

BY4742

Obr. 35 Vertikalni fez centralni ¢asti kolonie rodi¢ovského kmene BY4742, kmene BY4742-P+g-SCH9 se
zvySenou expresi genu SCH9 a deleéniho kmene BY4742-sch94 14. den ristu na GM+BKP médiu.
Mikroskopované fezy byly 20 um silné. Lokalizace bunék, které jsou znazornény na detailu v pravé ¢asti od
fotografie fezu kolonii, pfiblizné odpovida lokalizaci v ramci kolonie.
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Vertikalni fezy ob¥ich kolonii kment BY4742, BY4742-P1ge-GIS1 a BY4742-gislA4

BY4742

Obr. 36 Vertikalni Fez centralni ¢asti kolonie rodi¢ovského kmene BY4742, kmene BY4742-P1ge-GIS1 se
zvySenou expresi genu GIS1 a dele¢niho kmene BY4742-gisld 14. den ristu na GM+BKP médiu.
Mikroskopované fezy byly 20 um silné. Lokalizace bunék, které jsou znazornény na detailu v pravé Casti od
fotografie fezu kolonii, pfiblizné odpovida lokalizaci v rdmci kolonie.

BY4742-P;-GIS1 BY4742-gis1A
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Vertikalni Fezy ob¥Fich kolonii kmenta BY4742, BY4742-Ptge-MSN2 a BY4742-msn24

BY4742

Obr. 37 Vertikalni ez centralni ¢asti kolonie rodi¢ovského kmene BY4742, kmene BY4742-Ptg-MSN2 se
zvySenou expresi genu MSN2 a deleéniho kmene BY4742-msn24 14. den ristu na GM+BKP médiu.
Mikroskopované fezy byly 20 um silné. Lokalizace bunck, které jsou zndzornény na detailu v pravé casti od
fotografie fezu kolonii, pfiblizné odpovida lokalizaci v ramci kolonie.

BY4742-Prge-MSN2 BY4742-msn2A
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Vertikalni fezy obfich kolonii kment BY4742, BY4742-Pre-MSN4 a BY4742-msn4A

BY4742 BY4742-P-MSN4 BY4742-msn4A

Obr. 38 Vertikalni ez centralni ¢asti kolonie rodi¢ovského kmene BY4742, kmene BY4742-Ptg-MSN4 se
zvySenou expresi genu MSN4 a deleéniho kmene BY4742-msn4A4 14. den ristu na GM+BKP médiu.
Mikroskopované fezy byly 20 um silné. Lokalizace bunck, které jsou zndzornény na detailu v pravé casti od
fotografie fezu kolonii, pfiblizné odpovida lokalizaci v ramci kolonie.
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Vertikalni fezy ob¥ich kolonii kmenta BY4742, BY4742- msn24/msn4A

BY4742 BY4742-msn2A/msnd4A

Obr. 39 Vertikalni Fez centralni ¢asti kolonie rodi¢ovského kmene BY4742 a dele¢niho kmene BY4742-
msn24/msn4A4 14. den ristu na GM+BKP médiu. Mikroskopované fezy byly 20 pum silné. Lokalizace bunék,
které jsou znazornény na detailu v pravé ¢asti od fotografie fezu kolonii, ptiblizné odpovida lokalizaci v ramci
kolonie.

5.2.3 Zmény morfologie U a L bunék v ¢ase

Cil: Porovnat morfologii bunék horni a spodni bunécné subpopulace centralni casti kolonii

V case.

Morfologie bunék centralni ¢asti kolonii se lisi v zavislosti na lokalizaci. Jiz diive bylo
zjisténo, ze pro builky obsazené v horni bunécné subpopulaci je typicka vétsi velikost (pramér
15. den rGstu na GM+BKP médiu je 3,92 + 0,79 um), nckolik lipidickych télisek a malé
vakuola. Mensi buiiky (po 15 dnech ristu na GM+BKP médiu je primérnéa velikost 2,87 +
0,46 um) tvoii subpopulaci, kterd je lokalizovana blize médiu. Pro spodni bufiky je typicka
velka vakuola a jedno lipidické télisko (Cap, Stepanek et al. 2012).

S cilem charakterizovat morfologii U a L bunék jsem z obfich kolonii 5., 7., 9., 12.,
14., 20. a 30. den riistu na GM+BKP médiu odebrala jednotlivé vrstvy bunék pomoci Ziletky a
pozorovala buriky ve svételném mikroskopu (kapitoly 4.2.3.6 a 4.2.3.7).

84



Na obrazku 40 je zachycen vyvoj morfologie hornich a spodnich bunék kolonii kmene
S.cerevisiae BY4742 v ¢ase. Béhem ranych stadii vyvoje kolonii (5. a 7. den) nejsou patrné
vyrazné morfologické rozdily mezi horni a spodni vrstvou bungk, k pIné diferenciaci dochazi
az 12. a 14. den, kdy doslo k alkalizaci média. V pozd¢jsich stadiich vyvoje kolonie, tedy 20.
a predevsim 30. den, buiiky svoji typickou morfologii ztrdci. Horni bunky obsahuji mensi
pocet lipidickych télisek a u nékterych je patrna velkd vakuola. VétSina spodnich bunék je

mrtv4, proto jsou mensi nez v ¢asnéjsich dnech vyvoje a jejich vakuola neni patrné.

Kolonie kmene BY4742-Prg-RIM15 (obr. 41) se morfologickym vyvojem svych
bunék v Case piili§ nelisi od kolonii kmene rodi¢ovského. Horni buriky jevi mirné zvySenou
schopnost si v pozdéjsich dnech vyvoje, predev§sim 30. den, udrzet morfologii typickou pro
buniky horni vrstvy, tedy nemaji velkou vakuolu a obsahuji vice lipidickych télisek. Naproti
tomu kolonie kmene BY4742-rim154 (obr. 42) vykazuji znaéné rozdily oproti koloniim
kmene rodic¢ovského jiz béhem ranych stadii vyvoje. Buiiky horni vrstvy jiz od 5. dne rastu
obsahuji velkou vakuolu a maly pocet lipidickych télisek, velikosti ani tvarem se od bunék
spodni vrstvy pfili§ nelisi, rozdily jsou patrné az v pozdnich dnech vyvoje, tedy 20. a 30. den,
kdy jsou U buriky vétsi a ¢asto celé vyplnéné vakuolou. Populace bunék leZicich blize médiu

je jiz od ranych fazi vyvoje obsahuje zna¢ny poc¢et mrtvych bunék.

Nadprodukce kinazy Sch9p (obr. 43) ma za néasledek podobny, ale ne tak vyrazny
efekt, jako delece genu kinazy Rim15p. Buiky horni vrstvy kolonii kmene BY4742-Prgg-
SCH9 jsou oproti rodicovskému kmenu mensi, obsahuji vétsi vakuolu a méné lipidickych
télisek. V pozd¢jsich stadiich vyvoje, predevsim 20. a 30. den, je tento efekt vyrazny. Buiky
spodni vrstvy kolonii svoji morfologii pfipominaji mrtvé buiniky. Morfologie hornich bun¢k
kolonii dele¢niho kmene BY4742-sch94 (obr. 44) je az do 12. dne shodna s morfologii
hornich bun¢k kmene rodi¢ovského, v pozdéjsich dnech bunky kolonii dele¢niho kmene
obsahuji vétsi mnozstvi vakuol. Naproti tomu buniky spodni vrstvy kolonii az do 20. dne
vyvoje maji vyraznou vakuolu a morfologii podobnou spodnim buiikam kolonii rodi¢ovského

kmene v ¢asnéjsich stadiich vyvoje, mrtvé buiiky jsou pfitomny méné.

Bunky kolonii kmene BY4742-P1ge-GIS1 (obr. 45) jsou jiz béhem casnych fazi (5.
den) vyvoje kolonie pIn¢ diferencovany. Horni bunky jsou vétsi nez bunky kolonii kmene
rodicovského, v jinych aspektech se vyrazné nelisi. Buniky spodni vrstvy jsou oproti spodnim
burikam kolonii rodi¢ovského kmene vétsi, Casto je patrné, Ze nedoslo k oddéleni bunék po

puceni. Horni i spodni buiky kolonii dele¢niho kmene BY4742-gisld (obr. 46) jsou
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v porovnani s buitkkami kolonii rodi¢ovského kmene vétsi, jiné morfologické rozdily jsem

nepozorovala.

Morfologie bunék kolonii kment s nadprodukci transkripénich faktord Msn2p (obr.
47) a Msndp (obr. 49) je velice podobna buikam kolonii rodicovského kmene. V ptipadé
hornich bunék kolonii jsem morfologické rozdily nepozorovala ani v piipadé kolonii
dele¢nich kmentt BY4742-msn24 (obr. 48) a BY4742-msn44 (obr. 50). Spodni bunky
kolonii téchto kment jiz 14. den obsahuji mrtvé bunky. U kolonii kmene s dvojitou deleci
BY4742-msn24/ msnd4 (obr. 51) jsem zjistila stejnou morfologii jako v ptipadé kolonii

kment, které nesou deleci v genu pro jeden z transkripénich faktori stresové odpovédi.

BY4742

5. DEN 7. DEN 9. DEN 12, DEN 14, DEN 20. DEN 30. DEN

Obr. 40 Morfologie hornich (U) a spodnich (L) bunék kolonii v ¢ase. Kazdy sloupec znazorfiuje jeden
referen¢ni den.
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BY4742-P-RIM15

: 9. DEN 12. DEN 14 DEN 20. DEN 30. DEN

Obr. 41 Morfologie hornich (U) a spodnich (L) bunék kolonii v ¢ase. Kazdy sloupec znazortiuje jeden
BY4742-rim15A

referenéni den.
5.DEN 7.DEN 9.DEN 20. DEN 30. DEN

Obr. 42 Morfologie hornich (U) a spodnich (L) bunék kolonii v ¢ase. Kazdy sloupec znazorfiuje jeden
referencni den.
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BY4742-P-SCHI

5. DEN 7. DEN 9. DEN 12. DEN 14 DEN 20. DEN 30. DEN

Obr. 43 Morfologie hornich (U) a spodnich (L) bunék kolonii v ¢ase. Kazdy sloupec znazorfiuje jeden
referencni den.

BY4742-sch9A

5. DEN 7. DEN 9. DEN 12. DEN 14. DEN 20. DEN 30. DEN

Obr. 44 Morfologie hornich (U) a spodnich (L) bunék kolonii v ¢ase. Kazdy sloupec znazorfiuje jeden
referencni den.
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BY4742-P-GIS1

5. DEN 7. DEN 9. DEN 12. DEN 14. DEN 20. DEN 30. DEN

Obr. 45 Morfologie hornich (U) a spodnich (L) bunék kolonii v ¢ase. Kazdy sloupec znazorfiuje jeden
referen¢ni den.

BY4742-gis1A

5. DEN 7. DEN 9. DEN 12, DEN 14, DEN 20, DEN 30. DEN

Obr. 46 Morfologie hornich (U) a spodnich (L) bunék kolonii v ¢ase. Kazdy sloupec znazorfiuje jeden
referen¢ni den.

89



BYA742-P¢-MSN2

5.DEN 7. DEN 9. DEN 12. DEN 14. DEN 20. DEN 30. DEN

Obr. 47 Morfologie hornich (U) a spodnich (L) bunék kolonii v ¢ase. Kazdy sloupec znazorfiuje jeden
referen¢ni den.

BY4742-msn2A

5. DEN 7. DEN 9. DEN 12. DEN 14. DEN 20. DEN 30. DEN

Obr. 48 Morfologie hornich (U) a spodnich (L) bunék kolonii v ¢ase. Kazdy sloupec znazorfiuje jeden
referencni den.
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BY4742-P.¢-MSN4

5. DEN 7. DEN 9. DEN 12. DEN 14. DEN 20. DEN 30. DEN

Obr. 49 Morfologie hornich (U) a spodnich (L) bunék kolonii v ¢ase. Kazdy sloupec znazortiuje jeden
referenéni den.

BY4742-msn4A

5. DEN 7. DEN 9. DEN 12. DEN 14. DEN 20. DEN 30. DEN

Obr. 50 Morfologie hornich (U) a spodnich (L) bunék kolonii v ¢ase. Kazdy sloupec znazorfiuje jeden
referen¢ni den.

BY4742-msn2A/msn4A

7.DEN 9. DEN 12. DEN 14. DEN 20. DEN 30. DEN

Obr. 51 Morfologie hornich (U) a spodnich (L) bunék kolonii v ¢ase. Kazdy sloupec znazoriuje jeden
referen¢ni den.
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5.3 Hmotnostni pomér U a L bunék

Cil: Urcit mnozZstvi bunek obsazené v jednotce biomasy jednotlivych subpopulaci
pripravenych kmenii pro nadsledné stanoveni prezivani jednotlivych subpopulaci v koloniich

(kapitola 4.2.3.9)

Mnozstvi bunék v jednotce biomasy jsem analyzovala ve dvou nezavislych pokusech
5., 7.,9., 12., 14., 20. a 30. den rustu obfich kolonii ha GM+BKP médiu podle postupu
popsaného v Kkapitole 4.2.3.8. Mnozstvi bun€k na jednotku biomasy vypovida o velikosti
bunék, procentualnim zastoupeni bunék mrtvych a odlisné schopnosti hromadit zasobni latky.
Mnozstvi bun€k obsazené v jednotce biomasy je také nezbytny udaj pro nasledujici analyzu,

tedy urceni poctu zivych a mrtvych bun¢k.

Pocet bunék horni populace kolonii rodicovského kmene S. cerevisiae BY4742 (obr.
52) zlstava béhem vyvoje kolonii zachovan. Pocéet spodnich bunék se béhem raného vyvoje a
v obdobi stfedniho staii kolonie, tedy od 5. do 14. dne, také vyrazné¢ neméni. Pomér mezi
poc¢tem bunék horni a spodni vrstvy Vv jednotce biomasy se v tomto obdobi vyrazné neméni,
bunék spodnich bunék je zhruba o tietinu vice. V pozdéjsich fazich vyvoje kolonii, tedy 20. a

30. den dochazi k rastu poc¢tu bunék spodni vrstvy.

Pocet bunék kolonii nadprodukéniho kmene BY4742-Ptge-RIM15 (obr. 53) je velice
podobny jako pocet bun¢k kolonii kmene rodi¢ovského. Dele¢ni kmen BY4742-rim154 (obr.
54) se od kolonii rodicovského kmene 5. a 7. den nelisi, béhem 9. dne dochazi k vyrovnani
poctu bun€k horni a spodni vrstvy. Ve 12. a 14. dni je pocet buné€k horni vrstvy kolonii vyssi
nez pocet bun€k spodni vrstvy. Ve 20. dochazi k vyrovnani poc¢tu bunck a 30. den je mnozstvi

bun¢k spodni vrstvy opét vyssi nez pocet bunék vrstvy horni.

Kolonie kmene BY4742-P1ge-SCH9 (obr. 55) se poétem bunék obsazenych v jednotce
biomasy od kolonii rodi¢ovského kmene nelisi. Kolonie dele¢niho kmene BY4742-sch94
(obr. 56) maji také zachovany pomér hornich a spodnich bunék na jednotku biomasy, pocet

bunék je v ptipadé obou subpopulaci vyssi.

Kolonie kmene s nadprodukci transkripéniho faktoru Gislp (obr. 57) maji zachovany
pomér poctu bunék horni a spodni vrstvy, mnozstvi bunék na jednotku biomasy je vyrazné
nizsi, nez v piipad¢ bunek kolonii kmene rodi¢ovského. Kolonie dele¢niho kmene BY4742-
gisla (obr. 58) maji zachované poméry pocétu bunék a celkové mnozstvi bunék se od

rodi¢ovského kmene nelisi.
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V piipadé kolonii kment s nadprodukci transkripénich faktord stresové odpovédi
Msn2p (obr. 59) a Msn4p (obr. 61) jsem pozorovala podobny trend jako v piipadé kolonii
rodi¢ovského kmene. Kolonie kmenu, které nesou deleci genu MSN2 (obr. 60) nebo MSN4
(obr. 62) obsahuji v jednotce biomasy az do 12. dne vyvoje stejny pocet bun¢k horni a spodni
vrstvy. V pozdéjsich dnech se rozdil v poctu bun¢k rapidné zvysuje, predevsim pocet bunck
spodni vrstvy je ve 20. a 30. dni vyvoje kolonie vyrazné vyssi. V piipad¢é kolonii kmene
s dvojitou deleci nedavaji vysledky jednozna¢nou odpovéd (obr. 63).

Pocet U a L bunék obsaZenvch v jednotce biomasy v €ase, kolonie kmene BY4742

Pocet bunék obsaZeny v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5
kolonie BY4742

stari kolonie 5.den|7.den|9.den|12. den | 14. den | 20. den | 30. den
|1 pokus| U Puky | 2729 [ 2635 [ 3527 | 2766 | 2965 | 3033 | 3687
5 L bunky | 3758 | 3666 | 4040 | 3715 | 3027 | 4726 | 5474
2 5. pokus | U bufiky| 3147 [ 2487 [ 2959 | 3146 | 2716 | 2059 | 2975
E L buiiky | 4259 | 4027 | 3628 | 3344 | 3276 | 3864 | 4249
S . [Ubunky| 2938 | 2561 | 3243 | 2956 | 2841 | 2546 | 3331

PIUMCT |y bunky | 4009 | 3847 | 3834 | 3530 | 3152 | 4295 | 4862

Pocet U a L bunék v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5 v ¢ase
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Obr. 52 Ciselné a grafické znizornéni po¢tu U a L bunék obsaZenych v 1 ml suspenze o koncentraci 12xe-
5. V tabulce jsou uvedeny pocty bunék v jednotlivych pokusech a jejich pramér. V grafu je modrou barvou
znazornén prumérny pocet U bunék, Zlutou barvou L bunék v jednotlivych analyzovanych dnech.
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Pocet U bunék a L. bunék obsaZenvch v jednotce biomasy v ¢ase, kolonie kmene BY4742-Prgg-

RIM15

Pocet bunék obsaZeny v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5

kolonie BY4742-Przz-RIM15
stari kolonie 5.den|7.den|9.den|12.den|14. den| 20. den | 30. den
|1 pokus| U butky | 2480 [ 2470 [ 3781 | 2266 | 2590 | 2321 | 3476
% L bunky | 4125 | 3268 | 3908 | 2591 | 3339 | 4017 | 4813
2 |5, pokus | U buiky | 2743 [ 2542 | 2977 | 2585 | 2230 | 2034 | 1519
El L bunky | 3395 | 3982 | 3408 | 3500 | 3364 | 3547 | 4623
S [Ubunky| 2612 | 2506 | 3379 | 2426 | 2410 | 2178 | 2498
PHUICT | 1 bunky | 3760 | 3625 | 3658 | 3046 | 3352 | 3782 | 4718

Pocet U a L bunék v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5 v ¢ase
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Obr. 53 Ciselné a grafické znazornéni poétu U a L bunék obsaZenych v 1 ml suspenze o koncentraci 12xe-
5. V tabulce jsou uvedeny pocty bunék v jednotlivych pokusech a jejich pramér. V grafu je modrou barvou
znazornén pramérny pocet U bunék, Zlutou barvou L bunék v jednotlivych analyzovanych dnech.
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Pocet U bunék a L bunék obsaZenych v jednotce biomasy v €ase, kolonie kmene BY4742-rim154

Podet bunék obsazeny v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5

kolonie BY4742-rim154

stari kolonie 5.den|7.den |9.den|12. den|14. den | 20. den | 30. den
|1, pokus [ U bufiky[ 2287 [ 2504 3245 | 4699 | 4doa [ 4459 | 4134
3 L buitky | 3591 | 3795 | 2574 | 2540 | 2692 | 3267 | 2994
2 |5, pokus | U bufiky| 2878 [ 2904 [ 3114 | 3015 | 2718 | 2948 | 2969
E L buitky | 3179 | 3707 | 3499 | 3675 | 3034 | 3948 | 5208
e[ . . |Ubunky| 2583 | 2749 | 3180 | 3857 | 3606 | 3704 | 3552

PIUMCT | 1 bunky | 3385 | 3751 | 3037 | 3108 | 2863 | 3608 | 4101

Pocet U a L bunék v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5 v ¢ase
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Obr. 54 Ciselné a grafické znizornéni po¢tu U a L bunék obsaZenych v 1 ml suspenze o koncentraci 12xe-
5. V tabulce jsou uvedeny pocty bunék v jednotlivych pokusech a jejich pramér. V grafu je modrou barvou
znazornén prumérny pocet U bunék, Zlutou barvou L bunék v jednotlivych analyzovanych dnech.
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Pocet U bunék a L. bunék obsaZenvch v jednotce biomasy v ¢ase, kolonie kmene BY4742-Prgg-

SCH9

Pocet bunék obsaZeny v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5

kolonie BY4742-P1g-SCH9

stari kolonie 5.den|7.den|9.den|12.den| 14. den| 20. den | 30. den
1. pokus| U buky | 2765 [ 1725 [ 2806 | 2705 | 2563 | 2512 | 2841
% L bunky | 3525 | 2941 | 3203 | 3188 | 3207 | 3491 | 5256
2 |5, pokus| U Puky | 2449 [ 2606 | 2806 | 2748 | 2556 | 2468 | 2581
El L bunky | 3247 | 2974 | 3007 | 3088 | 2934 | 3559 | 4680
S [Ubunky| 2607 | 2166 | 2806 | 2727 | 2560 | 2490 | 2711

PHUICT | 1 bunky | 2607 | 2166 | 2806 | 2727 | 2560 | 2490 | 2711

Pocet U a L bunék v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5 v ¢ase
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Obr. 55 Ciselné a grafické znazornéni poétu U a L bunék obsaZenych v 1 ml suspenze o koncentraci 12xe-
5. V tabulce jsou uvedeny pocty bunék Vv jednotlivych pokusech a jejich pramér. V grafu je modrou barvou
znazornén pramérny pocet U bunék, Zlutou barvou L bunék v jednotlivych analyzovanych dnech.
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Pocet U bunék a L bunék obsaZenych v jednotce biomasy v €ase, kolonie kmene BY4742-sch9A

Pocet bunék obsaZeny v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5
kolonie BY4742-sch94
stati kolonie 5.den|7.den|9.den|12.den|14.den|20.den|30.den
. | 1. pokus U bunky | 4857 | 3507 | 3825 | 3422 | 3973 | 3445 | 3371
D L bunky | 5170 | 4788 | 4014 | 4566 | 4274 | 4147 | 4903
3 2. pokus U bunky [ 3851 | 3708 | 3048 | 3276 | 3482 | 3635 | 3426
3 ' L bunky | 4442 | 4349 | 4274 | 4363 | 4063 | 4358 | 4590
2 . . |Ubunky| 4354 | 3608 | 3437 | 3349 | 3728 | 3540 | 3399
PIUCT | 1 buniky | 4806 | 4569 | 4144 | 4465 | 4169 | 4253 | 4747

Pocet U a L bunék v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5 v ¢ase
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Obr. 56 Ciselné a grafické znazornéni poétu U a L bunék obsaZenych v 1 ml suspenze o koncentraci 12xe-
5. V tabulce jsou uvedeny poéty bunék v jednotlivych pokusech a jejich pramér. V grafu je modrou barvou
znazornén prumérny pocet U bunék, Zlutou barvou L bunék v jednotlivych analyzovanych dnech.
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Pocet U bunék a L. bunék obsaZenvch v jednotce biomasy v ¢ase, kolonie kmene BY4742-Prgg-

GIsl

Pocet bunék obsaZeny v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5

kolonie BY4742-P1ge-GIS1
stari kolonie 5.den|7.den|9.den|12.den|14. den| 20. den | 30. den
1. pokus U bunky [ 2297 | 1948 | 2109 | 2119 | 2149 | 2146 | 2339
roé ‘ L buiiky | 2254 | 2609 | 2660 | 2591 | 2773 | 2463 | 3060
21, pokus U bunky | 2197 | 1319 | 1958 | 1979 | 1874 | 1519 | 1510
3| L buiiky | 2339 | 2176 | 2296 | 2068 | 2047 | 2658 | 3621
2 . . |Ubuiky| 2247 | 1634 | 2034 | 2049 | 2012 | 1833 | 1925
PIUICT || bunky | 2297 | 2303 | 2478 | 2330 | 2410 | 1561 | 2241

Pocet U a L bunék v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5 v ¢ase
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Obr. 57 Ciselné a grafické znazornéni poétu U a L bunék obsaZenych v 1 ml suspenze o koncentraci 12xe-
5. V tabulce jsou uvedeny pocty bunék v jednotlivych pokusech a jejich pramér. V grafu je modrou barvou
znazornén pramérny pocet U bunék, Zlutou barvou L bunék v jednotlivych analyzovanych dnech.
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Pocet U bunék a L bunék obsaZenych v jednotce biomasy v €ase, kolonie kmene BY4742-gisIA

Pocet bunék obsaZeny v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5

kolonie BY4742-gisIA

stari kolonie 5.den|7.den |9.den|12. den|14. den | 20. den | 30. den
|1, pokus [ U bufiky| 18412285 [ 2439 | 2597 | 2465 [ 2045 | 3408
3 L buitky | 2866 | 3567 | 3661 | 3578 | 3750 | 3536 | 3442
2 5. pokus | U bufiky| 3117 [ 2354 [ 2588 | 2469 | 2242 [ 2525 | 2043
E L buitky | 3194 | 3217 | 3362 | 3398 | 3146 | 3480 | 3979
2 [ . . |Ubunky| 2479 | 2320 | 2514 | 2533 | 2354 | 2285 | 2726

PIUCT | 1 bunky | 3030 | 3392 | 3512 | 3488 | 3448 | 3508 | 3711

Pocet U a L bunék v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5 v ¢ase
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Obr. 58 Ciselné a grafické znazornéni poétu U a L bunék obsaZenych v 1 ml suspenze o koncentraci 12xe-
5. V tabulce jsou uvedeny pocty bunék Vv jednotlivych pokusech a jejich pramér. V grafu je modrou barvou
znazornén pramérny pocet U bunék, Zlutou barvou L bunék v jednotlivych analyzovanych dnech.
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Pocet U bunék a L. bunék obsaZenvch v jednotce biomasy v ¢ase, kolonie kmene BY4742-Prgg-

MSN2

Pocet bunék obsaZeny v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5

kolonie BY4742-P1ge-MSN2

stari kolonie 5.den|7.den|9.den|12.den|14. den| 20. den | 30. den
1. pokus | U Puiky | 2172 [ 2462 [ 2897 | 2986 | 2378 | 2378 | 2335
=l L bunky | 2143 | 3486 | 3747 | 3121 | 3829 | 4002 | 4775
2 5. pokus | U bufiky| 2795 [ 2237 [ 3009 | 2526 | 2464 [ 2584 | 1970
i L bunky | 3262 | 3207 | 3359 | 3489 | 3016 | 3740 | 5401
2 [ . . |Ubunky| 2484 | 2350 | 2953 | 2756 | 2421 | 2481 | 2153
PIUCT | 1 bunky | 2484 | 2350 | 2953 | 2756 | 2421 | 2481 | 2153

Pocet U a L bunék v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5 v ¢ase
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Obr. 59 Ciselné a grafické znazornéni poétu U a L bunék obsaZenych v 1 ml suspenze o koncentraci 12xe-
5. V tabulce jsou uvedeny pocty bunék v jednotlivych pokusech a jejich pramér. V grafu je modrou barvou
znazornén pramérny pocet U bunék, Zlutou barvou L bunék v jednotlivych analyzovanych dnech.
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Pocet U bunék a L bunék obsaZenych v jednotce biomasy v €ase, kolonie kmene BY4742-msn2A

Pocet bunék obsazeny v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5
kolonie BY4742-msn24

stafi kolonie 5.den|7.den|9.den|12. den|14. den | 20. den | 30. den
.. | 1. pokus U bunky [ 2560 | 3082 | 3320 | 3509 | 3122 | 2851 | 2527
D L bunky | 2259 | 3098 | 3204 | 3446 | 3999 | 4239 | 5507
3 2. pokus U bunky [ 3069 | 3222 | 3550 | 3256 | 3179 | 2670 | 2291
:‘3 ' L bunky | 3314 | 3212 | 3283 | 3356 | 3421 | 3733 | 4282
2 . . |Ubunky| 2815 | 3152 | 3435 | 3383 | 3151 | 2761 | 2409

PIUMCT | 1 bunky | 2787 | 3155 | 3244 | 3401 | 3710 | 3986 | 4895
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Obr. 60 Ciselné a grafické znazornéni poétu U a L bunék obsaZenych v 1 ml suspenze o koncentraci 12xe-
5. V tabulce jsou uvedeny poéty bunék Vv jednotlivych pokusech a jejich pramér. V grafu je modrou barvou
znazornén pramérny pocet U bunék, Zlutou barvou L bunék v jednotlivych analyzovanych dnech.
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Pocet U bunék a L. bunék obsaZenvch v jednotce biomasy v ¢ase, kolonie kmene BY4742-Prgg-

MSN4

Pocet bunék obsaZeny v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5

kolonie BY4742-P1ge-MSN4

stari kolonie 5.den|7.den|9.den|12.den|14. den| 20. den | 30. den
1. pokus| U buky | 2658 [ 1918 3143 | 2781 | 2660 | 2289 | 2536
% L bunky | 2946 | 2588 | 2791 | 3530 | 3770 | 4177 | 4748
2 |5, pokus| U Puky | 2533 2302 [ 2903 | 2694 | 2371 | 2300 | 2102
El L bunky | 3102 | 3333 | 3589 | 3459 | 2999 | 3568 | 4828
2 [Ubunky| 2596 | 2110 | 3023 | 2738 | 2516 | 2295 | 2319

PHUCT | 1 bunky | 3024 | 2961 | 3190 | 3495 | 3385 | 3873 | 4788
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Obr. 61 Ciselné a grafické znazornéni poétu U a L bunék obsaZenych v 1 ml suspenze o koncentraci 12xe-
5. V tabulce jsou uvedeny pocty bunék Vv jednotlivych pokusech a jejich pramér. V grafu je modrou barvou
znazornén pramérny pocet U bunék, Zlutou barvou L bunék v jednotlivych analyzovanych dnech.
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Pocet U bunék a L bunék obsaZenych v jednotce biomasy v €ase, kolonie kmene BY4742-msn44

Podet bunék obsazeny v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5

kolonie BY4742-msn4A

stari kolonie 5.den|7.den |9.den|12. den|14. den | 20. den | 30. den
1. pokus | U Duiky [ 2662 [ 3958 13703 [ 3405 [ 2540 | 2723 [ 2681
=l L buitky | 3451 | 2944 | 4258 | 3722 | 3507 | 4235 | 5578
2 5. pokus | U bufiky| 2386 [ 2665 [ 3069 | 3411 | 2724 [ 2618 | 2189
E L buitky | 3146 | 2800 | 2875 | 3141 | 3594 | 3539 | 5170
2 [ . . |Ubunky| 2524 | 3312 | 3386 | 3408 | 2632 | 2671 | 2435
PHUCT | 1 bunky | 3299 | 2872 | 3567 | 3432 | 3551 | 3887 | 5374

Pocet U a L bunék v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5 v ¢ase
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Obr. 62 Ciselné a grafické znizornéni poétu U a L bunék obsaZenych v 1 ml suspenze o koncentraci 12xe-
5. V tabulce jsou uvedeny pocty bunék v jednotlivych pokusech a jejich pramér. V grafu je modrou barvou
znazornén prumérny pocet U bunék, Zlutou barvou L bunék v jednotlivych analyzovanych dnech.
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Pocet U bunék a L bunék obsaZenvch v jednotce biomasy v €ase, kolonie kmene BY4742-msn2A4/

msn4A

Pocet bunék obsaZeny v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5
kolonie BY4742-msn2A/msn4A

stari kolonie 5.den|7.den|9.den|12.den|14. den| 20. den | 30. den
|1 pokus| U buky | 3200 4667 [ 2784 | 3416 | 2923 | 2959 | 3129
% L bunky | 1815 | 4150 | 3864 | 4160 | 4238 | 3733 | 5533
2 |5, pokus| U Puky | 3058 [ 3361 | 2626 | 3685 | 3581 | 2948 | 2990
i L bunky | 3149 | 3256 | 3900 | 4394 | 3396 | 4185 | 4400
e[ . . |Ubunky| 3129 | 4014 | 2705 | 3551 | 3252 | 2954 | 3060

PIUCT | 1 bunky | 2482 | 3708 | 3882 | 4277 | 3917 | 3959 | 4967

Pocet U a L bunék v 1 ml suspenze o koncentraci 12x10e-5 v ¢ase

6000
5500
5000
4500 T -
4000 1 - l I

3500 T -

3000 - T S— S—

BY4742-msn24/msn4A muU

Pocet bunék

2500 A
2000 A

1500 -

1000 T T T T T T T
5.den 7.den 9.den 12.den 1l4d.den 20.den 30.den

Obr. 63 Ciselné a grafické znazornéni poétu U a L bunék obsaZenych v 1 ml suspenze o koncentraci 12xe-
5. V tabulce jsou uvedeny pocty bunék Vv jednotlivych pokusech a jejich pramér. V grafu je modrou barvou
znazornén pramérny pocet U bunék, Zlutou barvou L bunék v jednotlivych analyzovanych dnech.

5.4 Prezivani U a L bunék v ¢ase

Cil: Urcit procentudlni zastoupeni Zivotaschopnych bunék v jednotlivych subpopulacich
bunek obrich kolonii rodicovského kmene S. cerevisiae BY4742 a kolonii pripravenych

modifikovanych kmenii.

Mikroskopie tenkych fezui centralnich ¢asti kolonii jednotlivych kmend ukazala
rozdily ve schopnosti tvofit dvé diferencované subpopulace bunék ve vertikalnim sméru. Také
morfologie bunék jednotlivych separovanych subpopulaci byla odlisnd od morfologie

subpopulaci bunék kolonii rodi¢ovského kmene. Na zakladé tohoto pozorovani jsem se
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rozhodla urcit procentualni zastoupeni zivych buné€k jednotlivych subpopulaci kolonii

jednotlivych kment v Case.

Analyzovala jsem schopnost bunék odebranych z riizné starych kolonii jednotlivych
kmenti z hlediska jejich pieZiti a schopnosti vytvorit nové kolonie s cilem zjistit, které z
regulacnich proteinti by mohly byt zapojené do casnych stadii vyvoje kolonii a které by
naopak mohly hrat roli az béhem starnuti kolonie. Bufiky horni a spodni vrstvy jsem
analyzovala zvlast' s cilem zjistit, které regula¢ni proteiny by mohly hrat roli ve vyvoji
jednotlivych bunéénych subpopulaci. Paralelné jsem sledovala i priabéh alkalizace média jak

je uvedeno v kapitole 5.2.1.

Obrézek 64 ukazuje, Ze v bunéénych subpopulacich lokalizovanych v horni resp.
spodni vrstvé kolonii rodicovského kmene Saccharomyces cerevisiae BY4742, dochazi v
prub&hu vyvoje kolonii k linearnimu sniZzovani procenta bunék schopnych tvofit nové kolonie.
Béhem celého vyvoje kolonii je procentudlni zastoupeni Zivotaschopnych bunék vyssi v

subpopulaci bunék hornich vrstev kolonii.

Graf na obrazku 65 ukazuje procentualni zastoupeni zivotaschopnych bunck v
koloniich kmene BY4742-Ptge-RIM15. Bunky kolonii nadprodukéniho kmene se piilis nelisi
svoji schopnosti piezit v ¢ase. Naopak deleéni kmen BY4742-riml154 (obr. 66) vykazuje

behem celého vyvoje vyrazné snizené procento zivotaschopnych bunék.

Nadprodukce kinazy Sch9p zpusobuje ¢aste¢né sniZzeni mnozstvi Zivotaschopnych
bungk v hornich i spodnich vrstvach kolonii, jak ukazuje obrazek 67, jejich vzajemny pomér
je zachovan. Delece genu SCH9 (obr. 68) ma za nasledek vyrazné zvyseni Zivotaschopnosti
bunék spodni vrstvy, procento zivych bun¢k v dolnich bunkach je vysSi neZ v bunkach vrstvy

horni.

Horni i spodni subpopulace bun¢k kolonii kmene BY4742-Prge-GIS1 (obr. 69) je
tvofena men$im poctem zivotaschopnych bunék. V ptipadé Kkolonii dele¢niho kmene

BY4742-gis14 (obr. 70) neni moZné pozorovat jednotny efekt ve vSech dnech vyvoje.

Nadprodukce transkrip¢nich faktort stresové odpoveédi Msn2p (obr. 71) a Msn4p (obr.
73) vyrazné neovlivituje schopnost dlouhodobého preziti bunék v kolonii. Dele¢ni kmeny
BY4742-msn24 (obr. 72), BY4742-msn44 (obr. 74) a kmen s dvojitou deleci BY4742-
msn24/msndA (obr. 75), vykazuji vyrazneé rozdily v procentech zivych bunék ve srovnani

s kmenem BY4742. Béhem stfedni a pozdni doby vyvoje kolonii, tzn. od 9. dne aZ do 30. dne,
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je v hornich subpopulacich vétsi procento zivotaschopnych bunék, naopak ve spodni

subpopulaci je procento zivotaschopnych bunék vyrazné snizeno.

Pocet zivych U bunék a L. bunék v ¢ase, kmen BY4742

Procentualni zastoupeni Zivych bunék v jednotlivych pokusech a vysledny primér
BY4742
stafi kolonie 5.den | 7.den | 9. den | 12. den | 14. den | 20. den | 30.den
2 U bunky | 98 90 82 76 67 57 40
9 | 1. pokus .
g L buiky 72 64 54 48 46 32 11
2 U bunky | 88 71 65 60 60 56 48
S | 2. pokus .
i L buiky 51 42 40 45 28 8 10
35 I U bunky | 93 81 74 68 64 57 44
<[P Lbuiky | 62 | 53 | 47 | 47 37 20 11
Procentuélni zastoupeni Zivych bunék
100
BY4742 mu
3

5.den

7.den

9.den

12.den 14.den 20.den 30.den

Obr. 64 Ciselné a grafické znazornéni procentuilniho zastoupeni Zivych U a L bunék v ¢asovém vyvoji
kolonie. V tabulce je uvedeno procentualni zastoupeni zivych bunék v jednotlivych dnech béhem dvou pokust a
jejich pramér. V grafu je pro jednotlivé dny zelenou barvou zndzornény pramérny pocet procent Zivych U
bunék, ¢ervenou barvou primérny pocet procent zivych L bunék.
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Pocet Zivych U bunék a L bunék v ¢ase, kmen BY4742-Pre-RIM15

5. den

7.den

9.den

12.den 14.den 20.den 30.den

Procentualni zastoupeni Zivych bunék z jednotlivych pokusii a vysledny priamér
BY4742-P1ge-RIM15
stafi kolonie 5.den|7.den| 9. den|12. den | 14. den | 20. den | 30. den
24 U butiky | 92 85 60 87 91 35 35
g [ 1. pokus y
g L buiky | 82 67 50 63 68 14 15
= U buniky | 56 75 67 63 66 56 51
S | 2. pokus .
= L buiky | 48 48 52 45 32 6 10
35 mér U butiky | 74 80 64 75 79 46 43
=[P Lbuiky | 65 | 58 | 51 | 54 50 10 12
Procentuélni zastoupeni Zivych bunék
100
BY4742-Pg-RIM15 mU
S0 T
T mL
&0
©

Obr. 65 Ciselné a grafické znazornéni procentualniho zastoupeni Zivych U a L bunék v ¢asovém vyvoji
kolonie. V tabulce je uvedeno procentualni zastoupeni zivych bunék v jednotlivych dnech béhem dvou pokusii a
jejich pramér. V grafu je pro jednotlivé dny zelenou barvou zndzornény pramérny pocet procent Zivych U
bunék, ¢ervenou barvou primérny pocet procent zivych L bunék.
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Pocet Zivych U bunék a L bunék v ¢ase, kmen BY4742-rim154

5.den 7.den

9.den

12.den 14.den 20.den 30.den

Procentualni zastoupeni Zivych bunék z jednotlivych pokusii a vysledny priamér
BYA4742-rim154
stari kolonie 5.den|7.den|[9.den|12. den | 14. den | 20. den | 30. den
% |1 pokus U buiky | 52 33 25 20 17 17 10
g7 P L butiky | 34 19 16 9 12 8 3
= U buiky | 57 49 36 35 37 36 26
S | 2. pokus .
> L buriky | 34 17 11 17 9 6 1
35 mer U buniky [ 55 41 31 28 27 27 18
S|Py by | 34 | 18 | 14 | 13 11 7 2
Procentuélni zastoupeni Zivych bunék
100
%0 BY4742-rim15A mU
20 mL
70
=x

Obr. 66 Ciselné a grafické znazornéni procentualniho zastoupeni Zivych U a L bunék v ¢asovém vyvoji
kolonie. V tabulce je uvedeno procentudlni zastoupeni zivych bunék v jednotlivych dnech b&hem dvou pokust a
jejich primér. V grafu je pro jednotlivé dny zelenou barvou zndzornény prumérny pocet procent zivych U

bunék, ¢ervenou barvou prumérny pocet procent zivych L bun¢k.
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Pocet zivych U bunék a L bunék v ¢ase, kmen BY4742-Ptge-SCH9

Procentualni zastoupeni Zivych bunék z jednotlivych pokusii a vysledny priamér
BY4742-P1ge-SCHY9
stafi kolonie 5.den[7.den| 9. den|12. den [ 14. den | 20. den | 30. den
2 Ubunky [ X 82 62 54 57 59 32
S [ 1. pokus | L buiky | 41 37 23 19 18 9 3
= U buniky | 63 60 62 66 56 53 34
> [2.pokus |Lbuiky | 41 | 38 | 41 26 19 3 3
B U bunky | 63 71 62 60 57 56 33
= |pramér |Lbuiiky | 41 | 38 | 32 23 19 6 3
Procentuélni zastoupeni Zivych bunék
100
BY4742-P1-SCHI mU
90
mL
=x

5.den 7.den 9.den 12.den 14.den 20.den 30.den

Obr. 67 Ciselné a grafické znazornéni procentualniho zastoupeni Zivych U a L bunék v ¢asovém vyvoji
kolonie. V tabulce je uvedeno procentualni zastoupeni zivych bunék v jednotlivych dnech béhem dvou pokust a
jejich primér. V grafu je pro jednotlivé dny zelenou barvou zndzornény prumérny pocet procent zivych U
bunék, ¢ervenou barvou prumérny pocet procent zivych L bun¢k.

109



Pocet Zivych U bunék a L bunék v ¢ase, kmen BY4742-sch94

5.den 7.den

9.den

12.den 14.den 20.den 30.den

Procentualni zastoupeni Zivych bunék z jednotlivych pokusii a vysledny priamér
BY4742-sch94

stafi kolonie 5.den|7.den|9.den|12. den | 14. den | 20. den | 30. den
24 U butiky | 90 92 43 53 36 41 37
’9 | 1. pokus N
g L buitky | 98 94 64 55 64 48 11
;; 2. pokus Ubuiky [ 71 | 57 | 39 37 38 27 32
i L buitky | 88 70 66 58 66 39 14
N . - |Ubunky| 81 75 41 45 37 34 35
[Py hdky | 93 | 82 | 65 | 57 65 44 13

Procentuélni zastoupeni Zivych bunék
100
+ T BY4742-sch9A mU
=x

Obr. 68 Ciselné a grafické znazornéni procentuilniho zastoupeni Zivych U a L bunék v ¢asovém vyvoji
kolonie. V tabulce je uvedeno procentualni zastoupeni zivych bunék v jednotlivych dnech béhem dvou pokust a
jejich primér. V grafu je pro jednotlivé dny zelenou barvou zndzornény prumérny pocet procent zivych U

bunék, Cervenou barvou prumérny pocet procent zivych L bun¢k.
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Pocet Zivych U bunék a L bunék v ¢ase, kmen BY4742-P+ee-GIS1

Procentualni zastoupeni Zivych bunék z jednotlivych pokusii a vysledny primér
BY4742-P1ge-GIS1
stafi kolonie 5.den[7.den|9.den|12. den | 14. den | 20. den | 30. den
o Ubunky | 71 56 44 43 47 33 31
5 | 1. pokus .
g L buinky | 29 28 25 26 16 20 4
= U buiky [ 40 55 43 49 50 45 32
S | 2. pokus .
= L buiiky | 35 28 38 35 11 8 4
N mér U buiky | 56 56 44 46 49 39 32
S|P Lbuiky | 32 | 28 | 32 31 14 14 4
Procentuélni zastoupeni Zivych bunék
100
BY4742-Py-GIS1 U
90
L
80
70
S

5.den 7.den 9.den 12.den 14.den 20.den 30.den

Obr. 69 Ciselné a grafické znazornéni procentuilniho zastoupeni Zivych U a L bunék v ¢asovém vyvoji
kolonie. V tabulce je uvedeno procentualni zastoupeni zivych bunék v jednotlivych dnech béhem dvou pokust a
jejich primér. V grafu je pro jednotlivé dny zelenou barvou zndzornény prumérny pocet procent zivych U
bunék, Cervenou barvou prumérny pocet procent zivych L bun¢k.
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Pocet Zivych U bunék a L bunék v ¢ase, kmen BY4742-gisIA

%

5.den 7.den

9.den 12.den 14.den 20.den 30.den

Procentualni zastoupeni Zivych bunék z jednotlivych pokusii a vysledny priamér
BY4742-gis1
stafi kolonie 5.den[7.den|9.den|12. den | 14. den | 20. den | 30. den
24 U bunky [ 97 63 98 58 X 73 27
’9 | 1. pokus .
g Lbunky | 70 48 26 23 23 11 4
= Ubunky | 73 | 42 | 66 71 62 48 34
S | 2. pokus .
= L buiiky | 54 33 43 35 30 8 3
N mér U buiiky [ 85 53 82 65 62 61 31
S|P Lbuiky | 62 | 41 | 35 29 27 10 4
Procentuélni zastoupeni Zivych bunék
100
w0 ] [ Bvaza2-gisia mU

Obr. 70 Ciselné a grafické znazornéni procentuslniho zastoupeni Zivych U a L bunék v ¢asovém vyvoji
kolonie. V tabulce je uvedeno procentualni zastoupeni zivych bunék v jednotlivych dnech béhem dvou pokusii a
jejich primér. V grafu je pro jednotlivé dny zelenou barvou zndzornény prumérny pocet procent zivych U
bunék, ¢ervenou barvou primérny pocet procent zivych L bunék.
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Pocet Zivych U bunék a L bunék v ¢ase, kmen BY4742-Pree-MSN2

Procentualni zastoupeni Zivych bunék z jednotlivych pokusii a vysledny priamér
BYA4742-P1ge-MSN2
stati kolonie 5.den | 7.den | 9.den | 12.den | 14.den | 20.den | 30.den
A U bunky [ 93 80 62 69 39 55 45
’g | 1. pokus N
g L buiky 95 50 41 46 20 16 4
= Ubunky | 50 | 60 | 71 62 88 42 47
S | 2. pokus .
= L bunky 62 46 61 52 38 13 4
35 i U bunky | 72 70 67 66 64 49 46
[P purky | 79 | 48 | 51 | 49 29 15 4

Procentuélni zastoupeni Zivych bunék

100
90

BY4742-P;e-MSN2 U

%

5.den 7.den 9.den 12.den 14.den 20.den 30.den

Obr. 71 Ciselné a grafické znazornéni procentuilniho zastoupeni Zivych U a L bunék v ¢asovém vyvoji
kolonie. V tabulce je uvedeno procentualni zastoupeni zivych bunék v jednotlivych dnech béhem dvou pokust a
jejich primér. V grafu je pro jednotlivé dny zelenou barvou zndzornény prumérny pocet procent zivych U
bunék, Cervenou barvou prumérny pocet procent zivych L bun¢k.
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Pocet Zivych U bunék a L bunék v ¢ase, kmen BY4742-msn2A4

Procentualni zastoupeni Zivych bunék z jednotlivych pokusii a vysledny primér
BY4742-msn2A

stafi kolonie 5.den|7.den|9.den|12. den | 14. den | 20. den | 30. den
2 U bunky [ 98 58 74 61 53 75 54
’9 | 1. pokus .
g L buinky | 83 66 36 31 20 15 X
;; 2. pokus Ubunky | 71 | 37 | 37 59 55 40 47
2 ' L buinky | 43 36 35 7 9 7 4
BN . - |Ubunky| 85 48 56 60 54 58 51
[Py haky | 63 | 51 | 36 | 19 15 11 4

Procentuélni zastoupeni Zivych bunék
100
T BY4742-msn2A mU

%

5.den

7.den

9.den

12.den 14.den 20.den 30.den

Obr. 72 Ciselné a grafické znazornéni procentualniho zastoupeni Zivych U a L bunék v ¢asovém vyvoji
kolonie. V tabulce je uvedeno procentualni zastoupeni zivych bunék v jednotlivych dnech béhem dvou pokust a
jejich primér. V grafu je pro jednotlivé dny zelenou barvou zndzornény prumérny pocet procent zivych U
bunék, ¢ervenou barvou prumérny pocet procent zivych L bun¢k.
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Pocet Zivych U bunék a L bunék v ¢ase, kmen BY4742-Pree-MSN4

Procentualni zastoupeni Zivych bunék z jednotlivych pokusi a vysledny primér
BY4742-P1ge-MSN4
stafi kolonie 5.den|7.den| 9. den|12. den | 14. den | 20. den | 30. den
24 U butiky | 75 83 70 60 50 57 37
g [ 1. pokus y
g Lbuiky | 74 71 38 27 35 13 8
= Ubunky | 85 | 42 | 64 | 60 61 47 44
S | 2. pokus .
i L bunky | 65 49 49 37 37 14 2
35 e U buniky | 80 63 67 60 56 52 41
S|P L buiky | 70 60 44 32 36 14 5

Procentuélni zastoupeni Zivych bunék

100 BY4742-P;-MSN4

muU

%

5.den 7.den 9.den 12.den 14.den 20.den 30.den

Obr. 73 Ciselné a grafické znazornéni procentuilniho zastoupeni Zivych U a L bunék v ¢asovém vyvoji
kolonie. V tabulce je uvedeno procentualni zastoupeni zivych bunék v jednotlivych dnech béhem dvou pokust a
jejich primér. V grafu je pro jednotlivé dny zelenou barvou zndzornény prumérny pocet procent zivych U
bunék, ¢ervenou barvou prumérny pocet procent zivych L bun¢k.
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Pocet Zivych U bunék a L bunék v ¢ase, kmen BY4742-msn4A

Procentualni zastoupeni Zivych bunék z jednotlivych pokusii a vysledny primér
BYA4742-msn4A
stafi kolonie 5.den|7.den|9.den|12. den | 14. den | 20. den | 30. den
2 U bunky | 64 49 41 61 60 65 51
’9 | 1. pokus .
g L buinky | 55 47 20 30 20 8 3
= Ubuiky | 88 | 44 | 48 | 49 72 30 4
S | 2. pokus .
i L bunky | 47 39 32 24 21 9 3
'>§ fimer Ubunky | 76 47 45 55 66 48 46
S|P Lbuiky | 51 | 43 | 26 27 21 9 3
Procentuélni zastoupeni Zivych bunék
100
BY4742-msn4A mU

%

5.den 7.den

9.den

12.den 14.den 20.den 30.den

Obr. 74 Ciselné a grafické znazornéni procentuilniho zastoupeni Zivych U a L bunék v ¢asovém vyvoji
kolonie. V tabulce je uvedeno procentualni zastoupeni zivych bunék v jednotlivych dnech béhem dvou pokust a
jejich pramér. V grafu je pro jednotlivé dny zelenou barvou znazornény prumérny pocet procent zivych U

bunék, Cervenou barvou prumérny pocet procent zivych L bun¢k.
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Pocet Zivych U bunék a L bunék v ¢ase, kmen BY4742-msn2Amsn4A

Procentualni zastoupeni Zivych bunék z jednotlivych pokusi a vysledny primér
BYA4742-msn2A/msn4A
stafi kolonie 5.den|7.den|9.den|12. den | 14. den | 20. den | 30. den
2 U bunky | 97 45 64 60 66 67 45
’9 | 1. pokus .
g L buinky | 89 40 21 14 12 4 2
= Ubunky | 98 | 43 | 47 50 62 74 45
S | 2. pokus .
i L buiky | 65 25 27 27 19 13 8
35 fimer U bunky [ 98 44 56 55 64 71 45
S|P Lbuiky | 77 | 33 | 24 | 21 16 9 5
Procentuélni zastoupeni Zivych bunék
100
o0 BY4742-msn24/msndA mu

%

5.den 7.den

9.den

12.den 14.den 20.den 30.den

Obr. 75 Ciselné a grafické znazornéni procentuilniho zastoupeni Zivych U a L bunék v ¢asovém vyvoji
kolonie. V tabulce je uvedeno procentualni zastoupeni zivych bunék v jednotlivych dnech béhem dvou pokust a
jejich primér. V grafu je pro jednotlivé dny zelenou barvou zndzornény prumérny pocet procent zivych U
bunék, ¢ervenou barvou prumérny pocet procent zivych L bun¢k.
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6 Diskuze

Laboratorni kmen Saccharomyces cerevisia BY4742 vytvati na komplexnim
glycerolovém médiu hladké obti kolonie. V ramci makrokolonii dochazi k horizontalni a
vertikalni diferenciaci a vzniku subpopulaci bunék s odliSnou morfologii a fyziologii.
V centralni ¢asti kolonie je mozné rozlisit dvé hlavni subpopulace, horni, ktera je tvoiena
bunikami s unikatnimi metabolickymi vlastnostmi, a spodni, kterou tvoii hladov¢jici builky
vyzivujici buiiky vrstvy horni. Regulacni a signélni mechanismy, které¢ umoznuji vznik dvou
odlisnych vrstev bunék v rdmci jedné kolonie, nejsou zndmé. Experimentalni data, ktera byla
v minulosti ziskana v nasi laboratofi, naznacila, Ze by vyrazny vliv mohly mit signalni drahy
monitorujici dostupnost Zivin (Cap, Stepanek et al. 2012). Cilem mé diplomové prace bylo
zjistit, zda, ve kterych fazich vyvoje kolonie a jak ovliviuji tyto signalni drahy vertikalni
diferenciaci a tvorbu dvou bunéénych subpopulaci v centralni ¢asti obfi kolonie. Ptipravila
jsem proto pét nadprodukénich kmenu, dva se zvySenou produkci kinaz s centrdlni roli
V zivinami spousténé signalizaci (BY4742-Pree-RIM15 a BY4742-P1ge-SCH9) a tii se
zvySenou produkci transkripénich faktord, které jsou hlavnimi efektory zminénych kinaz
(BY4742-P1er-GIS1, BY4742-Prge-MSN2 a BY4742-Prge-MSN4). Rovnéz jsem piipravila
delec¢ni kmeny BYA4742-rim154, BY4T742-sch94, BYAT742-gisiA, BYAT42-msn24 a BY4T42-
msn4A a jeden kmen sdvojitou deleci BY4742-msn2Almsn44. U vSech kmeni jsem
zjisStovala morfologii makrokolonii, jednotlivych bunéénych subppopulaci a jejich

uspofadani, a zastoupeni Zivotaschopnych bun¢k v jednotlivych vrstvach bunék kolonie.
6.1 Morfologie obrich kolonii

Obii kolonie nové piipravenych kment se s vyjimkou kmenu BY4742-sch94 nelisi
svoji morfologii od kolonii kmene rodi¢ovského. Na povrchu obii kolonie dele¢niho kmene
sch94 jsou jiz od 5. dne vyvoje patrné vznikajici papily, jejich poéet béhem starnuti kolonie
se zvySuje a v pozdnich dnech vyvoje je jimi pokryt téméf cely povrch kolonie. Ostatni
mutantni kmeny, stejné€ jako kmen rodicovsky, tvofi hladké kolonie, které na svém povrchu
béhem raneho vyvoje papily nemaji. V pozdé&jsich dnech vyvoje (okolo 20. dne), se papily
za¢nou objevovat, jejich Cetnost u mutantnich kmenti neni odlisna od kmene rodicovského.
Viditelna alkalizace je u vSech kolonii mutantnich kmentd shodna s koloniemi rodi¢ovskéeho

kmene.
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Jak jiz bylo zminéno, kvasinky jsou studovany piedev§im jako jednobunécné
organismy rostouci Vv tekutych tfepanych kulturach. Z tohoto dtivodu neni mozné srovnani

mého pozorovani s vysledky jinych autort.
6.2 Morfologie U a L bunék

Ucelem této &asti byla charakterizace morfologie odebranych U a L bunék v ¢asovém
vyvoji kolonie a porovnani s morfologii U a L pozorovanou na vertikalnich fezech kolonii.
Pozorovala jsem morfologii bun¢k, které¢ byly pouzity na ur¢eni procentudlniho zastoupeni
zivych bun¢k v jednotlivych bunéénych subpopulacich, tato data slouzila zaroven jako

kontrola rozdéleni bunék kolonie.

Bunky horni vrstvy kolonii kmene 7im 154 jsou velice podobné buitkam lokalizovanym
ve spodni vrstvé. Casto obsahuji velkou vakuolu, jsou mensi a vét§ina z nich neobsahuje
lipidické télisko. Podobnou morfologii maji horni buiiky kolonii nadprodukéniho kmene Prgg-
SCH9. Pro buiiky s nadprodukci genu pro transkripéni faktor Gislp je typicka vétsi velikost U
i L bunék. Od 12. dne je mozné ve spodni frakci bun¢k pozorovat nedokoncené puceni,
vznikaji protahlé buiiky s dv€éma vakuolami. Delece geni MSN2, MSN4 a dvojita delece
MSN2/MSN4 ovliviiuje morfologii ptedev§im L bun¢k, které jsou mensi a neobsahuji

vyraznou vakuolu.
6.3 Vertikalni diferenciace

Nejvétsi rozdily ve schopnosti tvofit dveé oddélené diferencované subpopulace bunék
jsem pozorovala u kmeni riml54 a Prge-SCH9. Kmen s deleci genu RIM15 neni schopen
Vv centralni ¢asti kolonie tvofit dvé jasné odd€lené vrstvy bunék. Buiky lokalizované v horni
¢asti kolonie jsou vétsi nez bunky lokalizované u média a nejsou oddéleny ostrym piechodem,
oba subtypy se navzajem misi. Podobny fenotyp jsem pozorovala u kolonii kmene
s nadprodukci kinazy Sch9p. V piipadé téchto kolonii se U a L bunky vice 1isi svoji velikosti
nez buiky kolonii dele¢niho kmene rim15A. Buinky se navzajem misi, v centralni Casti

kolonie se nevytvaii ostry pfechod mezi jednotlivymi subpopulacemi.

Fenotyp, ktery jsem pozorovala u kolonii dele¢niho kmenu rim154 a u kolonii kmenu
s nadprodukci kindzy Sch9p, je v souladu s faktem, Ze Sch9p kindza inhibuje v buiikach
rostoucich v tekutych kulturach Rim15p kinazu (Pedruzzi, Dubouloz et al. 2003).
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Nadprodukce Sch9p ma stejny, ale ne tak silny vliv na formovéani dvou bunécénych

subpopulaci kolonii, jako ztrata Rim15p kinazy.

Zménéna hladina transkripénich faktori Gislp, Msn2p a Msn4p neméla vliv na
vytvoreni dvou oddélenych populaci bun¢k kolonii. Buiikky U a L vrstvy u kolonii nékterych z
téchto mutantnich kment se od rodi¢ovského kmenu odlisuji v morfologii, ale ve vSech

piipadech jsou oba bunécné subtypy od sebe jasné oddéleny.

Na zéklad¢ téchto pozorovani lze fici, ze draha Sch9p-Rim15p se pravdépodobné podili
na diferenciaci kvasinkovych kolonii, ale aktivace/inaktivace jednotlivych transkripcnich

faktort (které byly v této praci testovany) tuto diferenciaci vyrazné neovlivni.

6.4 Prezivani bunék v hornich a dolnich vrstvach béhem vyvoje kolonie

Cilem této casti prace bylo urcit frakci Zivych bunék v jednotlivych bunéénych
subpopulacich. Vysledky mohou ukézat zapojeni jednotlivych slozek drah monitorujicich
dostupnost Zivin v riznych fazich vyvoje a jejich vliv na zivotaschopnost U a L bun¢k. Data
Z tohoto pokusu jsou také nezbytna pro pfipadnou dalsi charakterizaci bunéénych subpopulaci
kolonie, ktera se ¢asto vztahuje na jednotku biomasy. Napf. v ptipad¢ charakterizace aktivity
a celkové fyziologie bunék (napf. schopnosti respirace) je vzdy nutné brat v potaz zastoupeni
zivych bun¢k v ramci dané subpopulace. Morfologie bun¢k kolonii pfipravenych kment byla
odli$na od rodi¢ovského kmene, proto bylo nezbytné urcit pocet bunék obsazenych v jednotce

biomasy.

Bunky v centralni ¢asti kolonie jsou chronologicky starnouci bunky (Vachova and
Palkova 2005). Vliv mnou studovanych kinaz a transkripénich faktord na chronologické
starnuti (doba pieziti bunék, které se ned¢li) kvasinek S. cerevisiae byl diive charakterizovan
S vyuZitim bunék rostoucich v tekutych kulturach (Allen, Buttner et al. 2006). Tyto buiiky se

svoji fyziologii od bun€k v koloniich vyrazné lisi.

Bunky kmene BY4742-Ptgr-RIM15 se svoji schopnosti pieziti v ¢ase piili§ nelisi od
kolonii kmene rodicovského, u bun€k spodni vrstvy jsem pozorovala vyssi procentualni
zastoupeni zivych bunck. Efekt delece genu RIM15 je patrny jiz od Casnych stadii vyvoje
kolonie, neptitomnost Rim15p kinazy ma za nasledek vyrazné snizeni zivotaschopnosti bun¢k

horni i spodni vrstvy. Tyto vysledky ukazuji, Ze signalizace Rim15p kindzou ma na vyvoj
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kolonie pozitivni efekt a tato signalizace je bud’ nezbytna po celou dobu vyvoje kolonie, nebo
v pocatecnich fazich vyvoje Riml15p spusti specificky program, ktery vyvoj kolonie fidi.
Analyza morfologie bun¢k a jejich rozlozeni v centralni ¢asti kolonie je v souladu s timto
pozorovanim. V piipadé¢ kolonii kmene nadprodukéniho k morfologickym zménam ve
srovnani s koloniemi rodi¢ovského kmene nedochazi, naopak kolonie kmene s deleci genu
RIM15 maji zménénou morfologii bun¢k a nedochazi v nich k jasnému odliseni bunck horni a

dolni vrstvy a vzniku bunék s typickou U resp. L morfologii.

Na bunky dolnich vrstev mé signalizace Rim15p kindzou pozitivni efekt. V piipadé
nadprodukce Riml15p jsem nepozorovala vyrazny efekt na bunky horni vrstvy, naopak
neptitomnost Rim15p jejich Zivotaschopnost vyrazné snizuje. Kindza Rim15p tak miize mit
diilezitou signdlni roli i v hornich buiikach, kterd je patrna predevSim v jeji nepfitomnosti.
Jinym vysvétlenim mize byt, Ze signalizace kindzou Rim15p neni v bunikdch horni vrstvy
dalezita, ale snizené mnozstvi zivych dolnich bunék nedokéze dostatecné vyzivovat horni
vrstvu bunék (pfipadné nevznikaji dolni buiiky s charakteristickymi vlastnostmi L bungk),

buiiky v horni vrstve stradaji a nedochazi ke vzniku typickych U bunék.

Mé vysledky jsou v souladu se studiemi provedenymi na tekutych kulturdch kmend
s deleci RIM15. Snizena zivotaschopnost buné¢k kmene rimi54 je v minimalnim médiu
obohaceném o 0,5% gluk6zu patrna jiz druhy den kultivace, sedmy den kultura obsahuje
pouze 30% Zivych bunék a desaty den kultivace neobsahuje Zadné zivé buiky. Bunécna
kultura rodicovského kmene kultivovaného ve stejnych podminkach obsahuje sedmy den
rastu 75% zivych bunék, zivotaschopné buiiky je mozné nalézt az do patnactého dne kultivace

(Wei, Fabrizio et al. 2008).

Kinaza Sch9p ma vliv pfedevsim na zivotaschopnost bun¢k spodni vrstvy. V ptipadé
kolonii nadproduk¢niho kmenu BY4742-Pge-SCH9 dochazi ke snizeni zastoupeni Zivych
dolnich bunék, naopak suspenze L bun¢k dele¢niho kmene BY4742-sch94 obsahuje vyssi
procento zivych bunék nez suspenze U bunck, coz je situace odli$na od kolonii rodi¢ovského
kmene. Vliv Sch9p kindzy na buiiky horni vrstvy neni jednoznaé¢ny. V ranych fazich kolonie
nadproduk¢niho kmene obsahuji mensi frakci zivych bunék nez kolonie rodi¢ovského kmene,

stejny fenomén je mozné pozorovat u kolonii dele¢niho kmene ve stfedni a pozdni fazi
VyVvoje.

Vliv nadprodukce kinazy Sch9p na U bunky vranych fazich vyvoje neni ziejmy.
Vysledek z 5. dne vyvoje kolonii z divodu kontaminace béhem 1. pokusu zahrnuje pouze
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jednu hodnotu, hodnoty pro 7. den rastu kolonii se od sebe lisily. Podobnost s koloniemi
rodi¢ovského kmene v dalSich analyzovanych dnech by mohla byt déna sniZzenou aktivitou
TEF promotoru, ktery by mohl mit ve stacionarni fazi snizenou funkci. V dusledku velkych
rozdili v hodnotach zjisténych pro horni bunky kolonii dele¢niho kmene sch94 5. a 7. den
v prvnim a druhém pokusu neni mozné ur¢it, zda je podobna schopnost pteziti v ¢ase jako u
rodi¢ovského kmene zplsobena vlivem kinazy, nebo chybou v méfeni. Signalizace Sch9p
kinazou vyrazné zhorSuje zivotaschopnost bunék spodni vrstvy. Rim15p kinaza je Sch9p
kinazou negativné regulovana, opacny efekt téchto kindz na bunky je tedy v souladu s
predpokladem (Pedruzzi, Dubouloz et al. 2003). Bunky spodni vrstvy jsou bunky ve
stacionarni fazi, které pravdépodobné vyzivuji buiiky horni vrstvy a tim se postupné
vycerpavaji, nadprodukce Sch9p moznd tyto vlastnosti potlacuje a tim pfispiva k

zivotaschopnosti téchto bunék.

Vysledky jsou v souladu s daty dostupnymi v literatufe. Kmen s deleci SCH9 pieziva
v tekutém komplexnim médiu tiikrat déle, nez kmen rodi¢ovsky. U rodi¢ovského kmene
nastava prudky pokles poctu zivych bunék jiz ¢étvrty den kultivace, v ptipadé kmene sch94 je
tento pokles mozné pozorovat aZz dvacaty den kultivace (Fabrizio, Pozza et al. 2001). V
tekutém minimalnim médiu obohaceném 0,5% gluk6zou ma delece SCH9 stejny efekt jako
v komplexnim médiu. Pocet zivych bunck v kultufe rodi¢ovského kmene po desetidenni
kultivaci ¢ini 8%, v ptipadé kmene sch94 tvoii zivé buiikky 90% kultury. Kmen sch94 preziva
ve zminéném médiu az 35 dni, tedy vyrazné déle, nez kmen rodicovsky, ktery preziva pouze
15 dni. Schopnost dlouhodobého pieziti je dana piedevs§im tim, Zze bunky dele¢niho kmene

rostou velice pomalu (Wei, Fabrizio et al. 2008).

Nadprodukce transkripéniho faktoru Gislp ma negativni vliv na pfezivani bunék
rostoucich v horni i spodni ¢asti centra kolonie. Vliv delece genu GIS1 nebyl jednoznacny,
v bunikach spodni vrstvy zptsobuje, stejné jako nadprodukce, vyssi zastoupeni mrtvych
bunék. Vysledky métfeni zastoupeni zivych bunék horni vrstvy kolonii dele¢niho kmene se

mezi dvéma pokusy vyrazné liSily ve vice dnech, proto neni mozné urcit vliv Gislp.

Vzhledem k tomu, Ze nadprodukce Gislp zplisobuje snizené piezivani bunck kolonii,
mohl by mit transkripéni faktor Gislp na pfezivani bun€k negativni vliv. Analyza dele¢niho
kmenu tuto hypotézu ale vyvraci, protoze ztrata Gislp buitkdim neposkytuje vyhodu

V dlouhodobém ptezivani. Vysvétlenim tohoto podobného efektu ztraty i nadprodukce Gislp
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na bunky kolonii mize byt vyssi sila pfirozeného promotoru (a tak i vyssi transkripce Gislp

v rodi¢ovském kmenu), nez transkripce z TEF promotoru vneseném transformaci.

V kultufe deleéniho kmene gisi4, ktera roste v tekutém minimalnim médiu obohaceném
0 0,5% glukdzu, je béhem prvniho az sedmého dne ristu stejné zastoupeni zivych bunék jako
u kmene rodi¢ovského. Céste¢né snizeni Zivotaschopnych bunék kmene gis/A4 nastava osmy
den kultivace, kultura je tvofena 10% zivych bunék (rodi¢ovsky kmen 20%). Schopnost
dlouhodobého pieZivani neni u kmene sdeleci GIS1 vyrazné narusena. Bunky jsou
zivotaschopné do 12. dne kultivace, buniky kmene rodi¢ovského do dne 15. (Wei, Fabrizio et
al. 2008). Tato data nejsou zcela v souladu s mym pozorovanim, spodni buriky kolonii kmene

BY4742-gislA vykazuji snizenou schopnost pieziti jiz od ranych fazi vyvoje kolonie.

Kolonie nadprodukénich kment BY4742-Ptge-MSN2 a BYA4742-Prge-MSN4  svym
profilem piezivani v ¢ase piipominaji kolonie rodicovského kmene BY4742. Dolni buiky
kolonii dele¢nich kment BY4742-msn24, BY4742-msn44 a kmene s dvojitou deleci
BY4742-msn24/ msn4A vykazuji snizenou schopnost piezivani od 7. dne vyvoje kolonie,
v ptipadé kmene s deleci genu MSN4 jsem tento efekt pozorovala jiz 5. den vyvoje kolonie.
Horni bunky kolonii téchto kmen nemaji 5. den zménénou schopnost ptrezivani oproti
hornim buiikkam kolonii rodicovského kmene, v 7. az 9. dni Zivotaschopnych hornich bun¢k

rapidn¢ klesa.

Béhem prvni acidické faze dochazi k hromadéni reaktivnich forem kysliku (Vachova
and Palkova 2005). Nasleduje alkalicka faze, béhem které dochazi ke zménam v metabolismu
umoznujicim ochranu pfed oxidativnim stresem (Palkova, Devaux et al. 2002). Signalizace
vyvolana amoniakem zpusobi unik bunék lokalizovanych na okrajich kolonie z kvasinkové
programované bunécné smrti, ktera do té doby probiha ve vSech cCastech kolonie stejné.
V buiikach lokalizovanych v centralni ¢asti kolonie za¢ne dochazet k odumirdni s vétsi
cetnosti (Vachova and Palkova 2005).Transkripéni faktory Msn2p a Msndp se vazi ve
stresovych podminkach do ,,STRE* oblasti promotorti genti, které koduji proteiny tcastnici se

vSeobecné i specifické odpovédi na stres (Martinez-Pastor, Marchler et al. 1996).

Na zakladé vysSe zminénych zjisténi by se dalo mensi procentualni zastoupeni
zivotaschopnych buné¢k v horni vrstvé deleCnich kmentt msn24, msn4A a msn2A4/msn4A
v ¢asnych dnech vyvoje kolonii vysvétlit tim, ze béhem acidické faze je v koloniich
mutantnich kmenti zvySena hladina stresovych faktorti, protoze je snizena produkce nékterych

faktori obrany proti stresu. Po piechodu kolonii do alkalické faze dochazi k vyrovnani
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zastoupeni zivych bunék v koloniich téchto mutantnich kmeni ve srovnani s
koloniemi rodicovského kmene BY4742. Toto zjisténi je v souladu s pfedchozimi vysledky,
které naznacily, ze odpoveéd na stres je dilezitd hlavné béhem casnych fazi vyvoje kolonie,
zatimco po prepnuti do alkalické faze neni piima obrana proti stresu vyznamnd (Cap et al,
2009).

Efekt nadprodukce i ztraty Msnd4p ma na piezivani bunék v ramci kolonie vétsi vliv,
neZz nadprodukce nebo ztrata genu MSN2. Tento jev je v rozporu s daty ziskanymi studiem
Raimundo et al. 2013). Dvojita delece msn24/msn44 nema vyrazné vétsi vliv na prezivani
bunék kolonii nez jednotlivé mutace. Toto pozorovani je v rozporu s daty ziskanymi na
tekutych kulturach, ve kterych ma ztrata obou gent pro transkripéni faktory stresové odpovédi
vetsi vliv nez ztrata pouze jednoho genu (Schroeder, Raimundo et al. 2013), nebo naopak

nema na zivotaschopnost bunék v ¢ase zadny vliv (Wei, Fabrizio et al. 2008).
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7 Souhrn

Pfipravila jsem kmeny s deleci, respektive zvysenou expresi gentt SCH9 a RIM15,
které koduji kinazy s centralni signalni roli v drahach monitorujici dostupnost Zivin a
kmeny sdeleci, respektive zvySenou expresi genti kodujicich hlavni efektory
zminénych kinaz, Gislp, Msn2p, Msn4p a kmen s dvojitou deleci v genech MSN2 a
MSN4.

Delece genu SCH9 vede k naruSeni morfologie obii kolonie, vytvaii se mnoho papil.
Ostatni modifikace nemaji na morfologii obfich kolonii vliv. Buniky horni vrstvy
kmenli Ptge-SCH9 a rimi154 nemaji typickou morfologii, jsou podobné buikdm
spodni vrstvy. ZvySena exprese genu GIS1 ma za nasledek vznik vétsich U i L bunék,
které maji Casto ovalny tvar. Delece i zvySena exprese gent MSN2 a MSN4 od 14. dne
vyvoje kolonie vede k mensi velikost bun€k spodni vrstvy a méné vyrazné

vakuolizaci L bungk.

Vertikalni diferenciace je narusena piedevsim v piipadé kment rim154 a Prge-SCHO,
nedochazi Kk vytvoteni dvou oddélenych bunéénych subpopulaci. Ostatni

modifikované kmeny tvoii dvé buné¢né subpopulace oddélené vyraznym piechodem.

Snizenou schopnost ptezivani hornich i dolnich bun¢k béhem celého vyvoje kolonie
jsem pozorovala u kment riml54 a Prge-GIS1. Delece SCH9 ma za nasledek vyrazné
zvySenou zivotaschopnost bunc¢k spodni vrstvy. Zastoupeni zivych buniky v horni
vrstvé kolonii deleénich kment msn24 a msn44 a kmenu s dvojitou deleci
msn2A4lmsn4A je béhem 5. a 7. dne niz$i nez u kmene rodi¢ovského, nizsi zastoupeni

zivych bunék spodni vrstvy téchto kment se objevuje az od 8. dne vyvoje kolonie.
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