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Abstrakt

Pti rastu kolonii pfirodnich kmenti Saccharomyces cerevisiae na pevném médiu dochazi k
diferenciaci bun¢k uvnitt kolonie, kterd vede ke vzniku strukturovanych kolonii. Schopnost
bunék tvofit strukturované kolonie je zavislad na povrchovém adhesinu Flo11p. Exprese genu
FLOII je pozitivn¢ regulovana pomoci RNA-vazebného proteinu Whidp, ktery ma
pravdépodobné negativni vliv na hladinu transkripcniho faktoru Yap6p. Cilem prace bylo
zjistit, zda Yap6p ovlivituje morfologii kolonii a expresi FLOII. Analyzou exprese FLOII
pomoci fluorescen¢nich proteini pFlo11-GFP a Flo11p-DsRed u kment s deleci WHI3 byl
prokéazan negativni vliv Yap6p na expresi FLOI1 a potvrzeny zmény vlivu Yap6p na expresi
FLOI1 v ptitomnosti NaCl. U kmene se zvySenou expresi YAP6 byly hodnoty fluorescence
pFlo11-GFP a Flo11p-DsRed niZzsi nez u kmene s deleci Y4P6 a zaroven v ptitomnosti NaCl
dochazelo k nejvétSimu nartistu fluorescence. Je pravdépodobné, ze ackoliv ma protein Yap6
za standardnich podminek kultivace negativni vliv na expresi FLO!1, v ptitomnosti mirného
osmotického stresu je zodpoveédny za vyrazné zvysSeni exprese FLOI1. U kment s deleci WHI3
bylo pozorovéano vyrazné zvySeni vrascitosti kolonii rostoucich v ptitomnosti NaCl.

Analyzou strukturovanych kolonii u modelového organismu S. cerevisiae lze ptispéct

k objasnéni faktorti podporujicich virulenci u patogennich kvasinek.

Kli¢ova slova: morfologie kolonii, signalni draha filamentarniho rtstu, osmoticky stres,

fluorescencni proteiny, Saccharomyces cerevisiae.



Abstract

Natural strains of the Saccharomyces cerevisiae growing on solid médium form structured,
biofilm -like colonies. This ability is depended on the surface adhesin Flo11p. The expression
of the FLOI11 gene is upregulated by the RNA-binding protein Whi3p, which is likely to have
a negative effect on the level of the transcription factor Yap6p. The aim of this study was to
determine whether Yap6p affects colony morphology and FLOII expression. Analysis of
FLOI1 expression using the fluorescent proteins pFlo11-GFP and Flo11p-DsRed in WHI3-
deletion strains demonstrated a negative effect of Yap6p on FLO11 expression and confirmed
changes in the effect of Yap6p on FLOII expression in the presence of NaCl. In the strain
overexpressing YAP6, the fluorescence values of pFlo11-GFP and Flo11p-DsRed were lower
than in the strain with deletion of the Y4AP6 and in the presence of NaCl there was observed the
largest increase in fluorescence. Although Yap6 protein is thought to have a negative effect on
FLOI11 expression under standard culture conditions, it seems to be responsible for a significant
increase in F’LOI1 expression in the presence of mild osmotic stress. In WHI3-deletion strains,
there was observed a significant increase in structuredness of colonies growing in the presence
of NaCL

Analysis of structured colonies in S. cerevisiae as model organism can help to identify

factors promoting virulence in pathogenic yeasts.

Keywords: colony morphology, filamentous growth pathway, osmotic stress, fluorescent

proteins, Saccharomyces cerevisiae.
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Seznam zKkratek

Zkratka Anglické vysvétleni Cesky preklad

0,2D Glucose médium (0,2% w/v) Glukézové médium (0,2% w/v)

bp Base pair Par bazi

CDK Cyclin-dependent kinase Cyklin-dependentni kinaza

DsRed Red fluorescent protein Cerveny fluorescenéni protein

ECM Extracelular matrix Extracelularni matrix

Edi Edicin Edicin

FG Filamentous growth Draha filamentarniho ristu
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GEF Guanine nucleotide exchange factor Faktor vymény guaninu

GFP Green fluorescent protein Zeleny fluorescencni protein
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MAP3K Mitogen-activated protein kinase kinase Mitogenem aktivovana proteinkinaza
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MAP2K Mitogen-activated protein kinase kinase Mitogenem aktivovana proteinkinaza
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Nat Nourseothricin Nourseothricin
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1 Uvod

Saccharomyces cerevisiae tvori rizné typy mnohobunéénych struktur (biofilmd) v
zavislosti na podminkach prostfedi. Pii ristu kolonii pfirodnich kmen na pevném médiu
dochazi k diferenciaci bunék uvnitt kolonie, kterd vede ke vzniku struktury, podobné
mnohobunéénému organismu. Strukturované kolonie maji vyssi odolnost vi¢i nepfiznivym
podminkam prostfedi oproti hladkym laboratornim kmenim a souviseji s patogenezi nékterych
rodi kvasinek.

Diferenciace bunck kolonie je zavisla na povrchovém adhesinu Flo11p. Flo11p je esencialni
pro tvorbu riiznych fenotypl a procesu, spojenych se socidlnim chovanim S. cerevisiae a s
tvorbou mnohobunéénych struktur, zavislych na adhezi mezi bunkami nebo adhezi k
abiotickym povrchiim.

Na regulaci exprese Flo11p se nékolika nezavislymi zplisoby podili RNA-vazebny protein
Whi3p, jehoz delece vede ke snizeni exprese FLO11. Whi3p reguluje prabeh bunééného cyklu,
zejména inhibuje pfechod mezi G1 a S fdzemi. V zavislosti na podminkach prostredi umoziuje
inhibice pfechodu bunky do S faze volbu alternativni drahy bunécné diferenciace, napf.
sporulace, pfechod do klidového stavu (quiescence) a filamentarni rust.

V piedchozich studiich YCG skupiny bylo zjisténo, ze u kmene s deleci WHI3 dochazi ke
zvyseni hladiny transkripcniho faktoru Yap6p oproti kmenim s funkénim WHI3. Yap6p je malo
prostudovanym transkripnim faktorem, ktery patii do rodiny bZIP (basic leucine-zipper)
proteinit YAP (Yeast homolog of AP-1). Rodina proteini YAP je konzervovanou skupinou u
vSech eukaryot. Aktivita YAP proteini umoziiuje bunkam adaptovat se na rGzné typy
stresovych podminek.

V literatufe je Yap6p popsan jako transkripéni faktor, ktery se podili na odpovedi na
osmoticky stres a ktery interaguje sregulacnim komplexem Tuplp-Cyc8p, mimo jiné
regulujicim expresi FLOI11. Také je pfedpokladana jeho interakce s proteinem Sok2p, ktery se
zucastni regulace filamentarniho ristu. Podrobnéjsi studium proteinu Yap6p by umoznilo ziskat
vice informaci o jeho funkcich a interakcich, ptipadné lépe pochopit mechanismy vyvoje

strukturovanych kolonii a socidlniho chovéni kvasinek.



Tato diplomova préce se zabyva studiem interakce proteint Whi3p a Yap6p za standardnich
podminek, pti mirném dlouhodobém osmotickém stresu a sleduje jejich vliv na expresi FLOI 1
a na morfologii kolonii.

Pro tesSeni dané diplomové prace byl jako modelovy organismus zvolen divoky kmen S.
cerevisiae BR-F, ktery ma vyraznou tendenci ke tvorb¢ strukturovanych kolonii. Deleci WHI3
u dané¢ho kmene dochazi k vyraznému, nikoliv vSak uplnému potlac¢eni schopnosti tvorby
strukturovanych kolonii, které usnadiuje studium vlivu mutaci dalSich geni na morfologii

kolonii.
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2 Prehled literatury

2.1 Kolonie S. cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae tvoti rizné typy mnohobunéénych struktur v zavislosti na
podminkach prostiedi. V tekutém médiu vytvareji floky (agregaty bungk) a flor (ploché kolonie
na rozhrani vzduch — kapalina), na pevném médiu vytvareji strukturované biofilmy a velké
ploché kobercové kolonie (mats). Bunky se v rtiznych typech kolonii vyrazné lisi ve své
morfologii a metabolismu (Honigberg 2016, Plocek et al., 2020).

Schopnost bunék tvofit rizné mnohobunécné struktury zavisi na jejich genetickém
pozadi. VétSina laboratornich a domestikovanych kmeni na pevném médiu tvoii hladké
kolonie, zatimco divoké kmeny tvoifi strukturované kolonie. Stupen strukturovanosti ¢i
vrascitosti je ovlivnén sloZenim média. Na médiu s vysokou koncentraci glukozy (4% w/v)
rostou malo vrascité az hladké kolonie (azZ do vy€erpani glukozy z média), zatimco na médiu
s nefermentovatelnymi zdroji uhliku, podporujicimi respiraéni metabolismus, rostou vras¢ité
kolonie (Granek et al., 2010).

Za dlouhodobé kultivace na médiu s vysokou koncentraci gluk6zy mohou byt divoké
kmeny domestikovany — mohou reverzibilné ztratit schopnost tvofit strukturované kolonie.
Domestikovany stav miize byt revertovan za riiznych stresovych podminek (Stovicek et al.,
2014).

Béhem ristu kvasinkové kolonie dochazi ke vzniku struktur, charakteristickych pro
dany kmen a médium. Kolonie na pevném komplexnim médiu bez zkvasitelnych cukra
prochézeji diferenciaci v zavislosti na zménach kyselosti prostiedi (média), které jsou spojeny
s produkci amoniaku. Amoniak hraje dulezitou roli v synchronizaci a diferenciaci bun¢k uvnitt
kolonie. Signalizace pomoci amoniaku také slouzi pro komunikaci mezi vzdalenymi koloniemi:
bunky §ifi v prostiedi signdl o postupném vycerpani zivin a urychluji proces diferenciace v
ostatnich koloniich (Palkova et al., 1997, Vachova et al., 2013). Rychlost diferenciace kolonii
je zavisla na hustoté vysevu: pfi vysoké hustoté vysevu rychleji dochdzi k diferenciaci kolonii
na plotné (Palkova et al., 2000).

Diferencované bunky hladkych obtich kolonii mohou byt rozdéleny do dvou hlavnich
subpopulaci: U (upper) a L (lower) buiiky. Struktura fezu hladkou kolonii je schematicky
zndzornéna na obrazku 2.1. U bunky tvofi vnéj$i a horni oblasti kolonie. Jsou to velké,
sporulujici, délici se, dlouho Zijici buniky odolIné stresu, metabolicky aktivni, ve kterych probiha

autofagie (Vachova et al., 2013, 2018).
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Oproti tomu, L buriky jsou malé, citlivé ke stresu (jako teplotni Sok a ptsobeni etanolu),
s nizkou metabolickou aktivitou. L bunky ¢asto maji jednu velkou vakuolu, na rozdil od U
bunék, které nemaji pozorovatelné vakuoly. V L buiikach je zvySena exprese genti spojenych s
glukoneogenezi a proteolyzou, zejména syntézou proteazomalnich proteinti. L bunky poskytuji
U bunkam ziviny, jako aminokyseliny a uhlovodiky, coz umoziuje U bunkdam vyuzivat
fermentativni metabolismus. Snizena aktivita systému oxidativni fosforylace U bun¢k vede ke
snizeni hladiny ROS (reactive oxygen species) a zpomaluje jejich chronologické starnuti.
Prestoze se L buiiky chovaji jako hladovéjici, nedochdzi u nich k aktivaci charakteristickych
adaptivnich mechanizmt, jako autofagie a ukladani zasobnich uhlovodikid (glykogenu a
trehalozy) (Vachova et al., 2013, 2018, Cap et al., 2015).

Strukturované kvasinkové kolonie jsou tvofeny dvéma subpopulacemi bunék:
vzdusnymi (aerial) a kofenovymi (root) buiikami. Struktura fezu strukturovanou kolonii je
schematicky znazornéna na obrazku 2.1. Vzdu$né bunky tvoii ¢ast kolonie na povrchu agaru a
nad nim, zatimco invazivni pseudohyfalni kotfenové bunky tvoii podpovrchovou slozku
kolonie. V oblasti vzduSnych bunck se tvofi struktury, vyplnéné tzv. ECM (extracelularni
matrix), které neobsahuji bunky. ECM slouzi jako rezerva zivin a polopropustnad bariéra,
zabranujici praniku nékterych latek, véetné toxickych (Vachova et al., 2011, 2018).

Na rozdil od metabolicky aktivnich U bunck hladkych kolonii, vzdusné bunky
strukturovanych kolonii se chovaji jako buiky ve staciondrni fazi: akumuluji glykogen a
trehaldzu, maji aktivni systém autofagie, exprimuji stresové geny. Metabolicky aktivni

kotenové buiky se také lisi od L bun¢k hladkych kolonii (Vachova et al., 2018).
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Hladka kolonie Strukturovana kolonie
U

U-bunky (U) Vzdudné bunky (A)

[Délici se buiiky| Nedélici se mladé buniky|[Buiiky ve stacionarni fazi

Obr. 2.1. Schematické znazornéni Fezu hladkou a strukturovanou kolonii. Cervena preruSovana Cara
znazoriiuje povrch agarového média. Horni Cast obrazku zobrazuje bunécné subpopulace hladkych a
strukturovanych kolonii. V dolni ¢asti obrazku je zobrazena jejich aktivita ve vztahu k bunéénému déleni (prevzato
a upraveno podle Vachova et al., 2018).

2.2 Filamentarni rust

Filamentarni rist je jednou z alternativnich drah bunécné diferenciace diploidnich
bunék. Je indukovan pii nedostatku zivin, zejména za podminek nizkych koncentraci zdroji
v jejim okoli (Honigberg 2016).

Filamentarni rist je nejcastéji pozorovan na obvodu kolonie. Filamentarné rostouci ¢asti
kolonie jsou tvoreny protahlymi buiikami, pu¢icimi unipolarné, které po puceni zlistavaji
spojené (adheze zavisld na Flol1p, ktery je popsan v nasledujici kapitole) a tim tvofi tzv.
pseudohyty. Filamentarni diferenciace je Casto asociovana s invazivnim ristem, kdy bunky
zarustaji do substratu. Invazivni riist je nezbytny pro patogenezi mnoha patogennich kvasinek,
napt. C. albicans (Honigberg 2016).

Ptestoze filamentarni a invazivni rist jsou velmi podobné procesy, nelze je zaménovat.
Piccirillo et al. ukézali, ze n¢které kmeny invadovali agar bez pfitomnosti detekovatelné¢ho
filamentarniho ristu v oblastech invaze. V souvislosti s jinymi vysledky se pfedpoklada, ze
filamentarni diferenciace usnadiiuje invazivni rist, ale neni nezbytnou podminkou (Piccirillo ef

al., 2010, Honigberg 2016).
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2.3 Protein FLOI1 a jeho role v tvorbé biofilmu kolonie S. cerevisiae
FLOI1 je povrchovy glykoprotein rodiny Flo adhesint (v literatufe se také nazyvaji
flokuliny, podle procesu flokulace, na némz se podili n€které proteiny této rodiny). Flo11p ma
esencialni roli pfi vytvafeni riiznych fenotypl a procest, spojenych se socialnim chovanim S.
cerevisiae a s tvorbou mnohobunéénych struktur, zavislych na adhezi mezi bunikami nebo
adhezi k abiotickym povrchiim. Je esencialni pro tvorbu strukturovanych biofilmu,

kobercovych kolonii, pro filamentarni a invazivni rast (Guo et al., 2000).

2.3.1 Struktura Flol1p
[ )

—_— m— —— e e e e e — e — e —
—_—— e e e e e e e e e — —

e A doména

B doména

j C doména

Plazmaticka membrana |

Obr. 2.2. Schematické zobrazeni domén povrchového proteinu FLOII. PreruSovana oboustranna Sipka
znazoriuje vazebné interakce mezi A doménami Flo11p. A doména zprostiedkuje vazebné interakce mezi proteiny
FLOI11 sousednich bunék. B doména je dlouha, bohata na repetice a siln¢ glykosylovana. Predpoklada se, Ze za
urcitych podminek zptisobuje tvorbu prioniim podobnych klastrl se sousednimi Flo11p a tim zvysuje silu adheze.
C doména obsahuje signal pro glykofosfatidylinositol (GPI)-kotvu, ktera zajistuje pfipojeni proteinu k bunééné
sténé Ci plazmatické membrané (vytvotfeno podle Barua et al., 2016, Oppler et al., 2019, Briickner et al., 2020).
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1)

2)

3)

2.3.2

U Flo11p byly popsany 3 domény (obrazek 2.2):

A doména (oblast 22.-209. AK, (www.uniprot.org)) je tvofena jadrem podobnym
imunoglobuliniim. Je zapojena do vazebnych interakci mezi buitkami a uplatiiuje se pti
adhezi k abiotickym povrchiim (Oppler et al., 2019). Ze 76 kmenii kolem 30% kmenti
obsahovalo v A domén¢ variabilni inzert v délce 15 AK (Oppler et al., 2019). Kmeny
se stejnou A doménou k sob¢ silnéji adheruji nez kmeny s odlisSnymi A doménami.
Predpoklada se, ze se variabilita sekvence A domény vyuziva pro rozliSeni mezi
geneticky ptibuznéjSimi bunkami (,,kin discrimination®) a zajiStuje jim konkurenc¢ni
vyhodu (Barua et al., 2016, Briickner et al., 2020).

Dlouha siln€ glykosylovand B doména je bohatd na Ser-Thr repetice. Rekombinaci
dochazi ke zménam délky této domény, coz ovlivituje schopnost bun¢k adherovat k
povrchiim a jinym bunkam. Vysledky analyzy 64 kmenti ukazuji, ze délka B domény je
650 az 3100 bp (Oppler et al., 2019). B doména obsahuje sekvence nachylné k agregaci,
schopné tvofit vlakna podobnid amyloidim, ktera pozitivné ovliviiuji efektivitu
flokulace (Ramsook et al., 2010). Lipke et al. ukazali, Ze agregaci lze stimulovat
sttiznymi silami (pfi centrifugaci nebo vortexovani). Navrzeny model popisuje, ze
pusobenim sttiznych sil dochazi k rozvolnéni proteinu, vystaveni sekvenci nachylnych
k agregaci a jejich asociaci s homologickymi sekvencemi v molekulach jinych Flo11p
s naslednou tvorbou adheznich klastri (Lipke et al., 2017).

C doména, ktera je 28 aminokyselin dlouhd (www.uniprot.org), obsahuje signal pro
glykofosfatidylinositol (GPI)-kotvu. Zajistuje piipojeni proteinu k bunécné sténé i

plazmatické membrané (Oppler et al., 2019).

Regulace exprese FLOI11
Regulace exprese FLO!1 je velmi komplexni. Promotor FLO11 (cca 3 kbp dlouhy) patti

do nejvétsich regulacnich ,,upstream® sekvenci v genomu S. cerevisiae (Barrales ef al., 2012).

Dané podkapitola se pfedevsim vénuje regulaci FLO!1 v diploidnich bunikach, v z4vislosti na

zdrojich uhliku a hyperosmotickém stresu. Exprese FLOI11 v z&vislosti na ptitomnosti glukdzy

je regulovana cAMP-PKA a SNF1 drahami. Na regulaci exprese Flol1p se také n&kolika

nezavislymi zpisoby podili RNA-vazebny protein WHI3, jehoZ popisu se vénuje nasledujici

kapitola 3.
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2.3.2.1 cAMP-PKA draha

cAMP-PKA (cyclic adenosine monophosphate - protein kinase A) draha hraje dalezitou
roli v regulaci metabolizmu bunky. Pfidani glukézy k bunkam, rostoucim na
nefermentovatelném zdroje uhliku zptsobuje kratké (minuty), ale vyrazné zvySeni
intracelularni hladiny cAMP a stimuluje aktivitu PKA (Kraakman et al., 1999). K aktivaci
cAMP-PKA drahy dochdzi navazanim glukoézy (gluk6za-6-fosfatu nebo strukturné podobného
cukru) na receptorovy protein Gprl (Lorenz et al., 2000). Gprlp s navazanou glukozou aktivuje
a podjednotku G proteinu Gpa2, kterd prendsi signal na adenylat cyklazu Cyrlp. Cyrlp
katalyzuje produkci cAMP z ATP. Akumulovany cAMP se vaZze na Bcylp, regulacni
podjednotku PKA, ¢imz zpisobuje derepresi a uvolnéni katalytickych podjednotek Tpk1-3p
(Santangelo G., 2006). Aktivita PKA zpusobuje zpétnovazebnou inhibici syntézy cAMP
fosforylaci Cdc25p (Rasl1/2p-GEF (guanine nucleotide exchange factor)) asociovaného s
membranou, stimulujiciho aktivitu adenylat cyklazy prostfednictvim Rasl/2p). PKA zaroven
stimuluje degradaci cAMP pomoci Pdelp fosfatazy (Chen et al., 2000, Jian et al., 2010).

Tpklp inhibuje aktivitu Yaklp kindzy, kterda pravdépodobné reguluje expresi FLOI1
behem staciondrni faze (role Yaklp v regulaci je popsdna v kapitole o Whi3p). Inhibice Yaklp
vede ke zvySeni aktivity Sok2p — negativniho regulatoru FLOI1 (Malcher et al., 2011).

Tpk2p fosforyluje transkripéni faktory Flo8p (aktivator FLOI1) a Sfllp (represor
FLOI11), kompetujici o vazebna mista na promotoru FLO! 1. Fosforylaci Sfl1p dochazi k jeho
uvolnéni z promotoru FLOI 1. Fosforylovany Flo8p se vaze na promotor FLO1 1, aktivuje ho a
umoziuje vazbu dalSich aktivacnich transkripcnich faktort, zejména komplexu Stel2p-Teclp
(Conlan et al., 2001, Bumgarner ef al., 2012).

cAMP-PKA dréha také miize byt aktivovana prostiednictvim proteini Rasl/2p. Za
pritomnosti gluk6zy nepiimo dochdzi k aktivaci Cdc25p, ktery prostiednictvim Raslp (a jeho
paralogu Ras2p) stimuluje aktivitu adenylat cykldzy Cyrlp (Tamanoi 2011).

Na regulaci FLOI11 pomoci transkripcnich faktorit Flo8p a Sfllp se podili 2 ncRNA
(nekddujici RNA) ICRI a PWRI, které plsobi v cis. Kratké pulzy transkripce PWRI ncRNA
jsou iniciované nasednutim Flo8p na promotor FLOII. PWRI ncRNA pozitivné¢ reguluje

transkripci FLO!1 tim, Ze inhibuje transkripci /CRI ncRNA (Bumgarner et al., 2012).
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ICRI ncRNA zabraiuje nasednuti transkripénich faktort na promotor FLOI1, ¢imz
dochazi k inhibici iniciace transkripce. Na inhibici /CRI ncRNA se podili Rpd3L histon
deacetylazovy komplex, ktery uvolni /CRI/ ncRNA z promotoru FLOI1 a umoziuje vazbu
transkripénich faktorti (Bumgarner et al., 2012). V souladu s vysledky Bumgarner et al. bylo
ukazano, ze expresi FLOI 1 pozitivné reguluje nejen Rpd3L histon deacetylazovy komplex, ale
1 SWI/SNF1 komplex remodelace chromatinu (Barrales et al., 2012).

Inhibici represoru Sfllp a stimulaci transkripce PWRI ncRNA (aktivaci transkripéniho
faktoru Flo8p) cAMP-PKA draha zajistuje expresit FLOIIl na bazédlni Grovni a umoziuje

stimulaci exprese dal$imi aktivatorovymi proteiny (Bumgarner et al., 2012, Tuck A., 2012).

Glukoéza

GpaZp]—> [Cyrlp] 4—[Rasl/2p]

l

(CAMP )« ATP
m Beylp [Tpklp] [Tkap] Tu
> Tuplp
H ‘Tpkl-Bp J_ v 1 [CycSp]

[Yaklp] [Flogp] [sfilp]

=)

Obr. 2.3. Schematické zobrazeni role cAMP-PKA drahy v regulaci FLOII v zavislosti na pritomnosti
glukozy. Glukoza zpuisobuje aktivaci adenylat cyklazy Cyr1p pfenosem signalu z receptoru Gprlp prostfednictvim
Gpa2p. Alternativné se Cyrlp aktivuje pomoci Rasl/2 proteinti (prostfednictvim Cdc25p). Aktivni Cyrlp
katalyzuje syntézu signalni molekuly cAMP, ktera se vaze na Bceylp, regulacni podjednotku PKA, a zpisobuje
uvolnéni katalytickych podjednotek Tpkl-3p. Aktivni Tpklp inhibuje Yaklp kindzu. Yaklp inhibuje Sok2p,
nepiimy represor FLOII. Tpk2p aktivuje transkripéni faktor Flo8p (aktivator FLOI1) a zaroven inhibuje Sfllp
(represor FLOI11), ktery interaguje s regulacnim komplexem Tuplp-Cyc8p). T-koncovou Carou je znazornéna
inhibice, ¢arou se Sipkou — aktivace. PferuSovanou ¢arou je zobrazeno nepitimé ptisobeni (Vytvoreno podle Conlan
et al., 2001, Santangelo G., 2006, Malcher et al., 2011, Tamanoi F., 2011, Bumgarner et al., 2012).
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2.3.2.2 SNF1 draha

SNF1 dréaha katabolické represe, ktera reguluje Sirokou skdlu gentl, zavislych na hladiné
glukdzy, také reguluje expresi FLOI11 (Kuchin et al., 2002). Centralni slozkou drahy je SNF1
komplex, tvofeny o katalytickou podjednotkou Snflp, tfemi alternativnimi  podjednotkami
Siplp, Sip2p a Gal83p, které tvori leSeni (scaffold), a y regulacni podjednotkou Snfdp
(Ghillebert et al., 2011).

Aktivace SNF1 drahy vyzaduje fosforylaci Snflp kinazy (katalytické podjednotky
SNF1 komplexu), kterd je fosforylovana pomoci funkéné duplicitnich kindz Saklp, Elmlp a
Tos3p. Za podminek vysoké hladiny glukézy dochézi k defosforylaci Snflp kinazy
prosttednictvim Glc7p-Reglp fosfatazy (Gel7p — katalytickd podjednotka, Reglp — regulacni
podjednotka) (Sanz et al., 2000, Hong et al., 2003).

Pt1 nizké hladiné glukozy v bunice, dochazi ke zvySeni koncentrace ADP. ADP se vaze
na Snf4p podjednotku SNF1 komplexu, coz brani defosforylaci Snflp kindzy (Mayer et al.,
2011). Snflp kinaza interaguje s transkripénimi faktory Miglp a Nrgl/2p, které inhibuji expresi
FLOI11 vazbou na jeho promotorovou sekvenci (Kuchin et al., 2002, Bendrioua et al., 2014).
Aktivni Snflp fosforyluje a tim inaktivuje Miglp a Nrglp, coZ vede k derepresi FLOII
(Bendrioua et al., 2014).

Inhibice genli zavislych na glukéze prostfednictvim Nrglp a Miglp je zavisld na
regulacnim komplexu Tuplp-Cyc8p, jehoz vazba na promotor FLOII je zprostiedkovana

danymi transkripnimi faktory (Verstrepen et al. 2006).
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Nizka hladina glukozy

<< (ADP) || (Sakip] [Elm1p] lTos3p]||

Gle7p|  (ADP)[Gal83p)
[Snf4pISnf1p]

L

Flol1p

Obr. 2.4. Schematické zobrazeni regulace FLOI1 SNF1 drahou katabolické represe. Nizka hladina glukozy
v bunce stimuluje zvyseni poméru ADP/ATP v buiice. ADP se vaze na Snfdp, regulacni podjednotku SNF1
komplexu. SNF1 komplex je aktivovan fosforylaci Snflp pomoci funkéné duplicitnich kinaz Saklp, Elmlp,
Tos3p, a inaktivovan defosforylaci Snflp Glc7p-Reglp fosfatazou. Vazba ADP na Snf4p brani defosforylaci
Snflp. Aktivni SNF1 komplex inaktivuje transkripéni faktory Miglp a Nrgl/2p, které prostiednictvim regulac¢niho
komplexu Tup1p-Cyc8p inhibuji transkripci FLO!I1. T-koncovou €arou je znazornéna inhibice, ¢arou s Sipkou —
aktivace. Prerusovanou ¢arou je zobrazeno nepiimé plisobeni (vytvoreno podle Sanz et al., 2000, Kuchin et al.,
2002, Hong et al., 2003, Verstrepen et al. 2006, Ghillebert et al., 2011, Mayer et al., 2011, Bendrioua et al., 2014).

2.3.3 Exprese FLOI11 v zavislosti na zdrojich uhliku

Zdroje uhliku, gluk6za, fruktdza, mandza, galaktoza, rafindza nebo Skrob podporuji
filamentarni rist diploidnich bungk, ale jenom za podminek hladovéni na zdroji dusiku (coz se
povazuje za hlavni pficinu inicializace programu filamentarniho rastu v diploidnich bunkach).
Vysledky Northern blot analyzy RNA, izolované z kolonii S. cerevisiae (£1278b), rostoucich
na rtiznych zdrojich uhliku (glukéza, fruktdza, mandza, galaktoza, rafindza, etanol a glycerol)
ukazuji, Ze exprese FLOII byla vyrazné¢ zvySena jenom za podminek ristu na médiu s
etanolem. Pfedpoklada se, Ze alkoholy zvySuji expresi FLOI! a indukuji filamentarni rist,
protoze jejich zvySena koncentrace mimikuje hladovéni na zdroj dusiku (Lorenz et al., 2000,

Palecek et al., 2002).
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Nicméng, existuji studie, které tvrdi, Ze za podminek riistu na nepreferovanych zdrojich
uhliku dochézi k snizeni stupné glykosylace a Stépeni extracelularni domény receptorového
proteinu Msb2p, coz stimuluje aktivaci FG MAPK (filamentous growth mitogen-activated
protein kinase) drahy, ktera je schematicky zobrazena na obrazku X (Vadaie et al., 2008).
Signal z Msb2p aktivuje MAP3K Ste20p prostiednictvim malé GTPazy Cdc42p. Signal z
Msb2p je ptenasen dale kaskadou Ste20p-Stellp-Ste7p (stejn¢ jako u HOG drahy), kterad
nasledné aktivuje MAPK (Mitogen-activated protein kinase) Kss1p (Shock et al., 2009).

V neaktivnim stavu se Ksslp MAP kindza vaze na komplex transkrip¢nich faktord
Stel12p-Teclp a inhibuje jeho aktivitu. Aktivni Ksslp disociuje z komplexu Stel2p-Teclp a
zaroven fosforylaci inaktivuje Diglp, inhibitor Stel2p. Uvolnény komplex Stel2p-Teclp se
vaze na promotor FLOI11 a stimuluje jeho transkripci (Cook et al., 1996).

Nepreferovany zdroj uhliku

}

4 N

PM Sholp |[Msb2p
Ste50p [Cde42p |

[ Stell |Ste20p |

Ste7p

Ksslp

Diglp

Stel2p| Teclp

%lllt

Flol1p

Obr. 2.5. Zjednodusené schematické zobrazenii FG MAPK drahy. Nepreferovany zdroj uhliku zptisobuje
snizeni stupné glykosylace a Stépeni extracelularni domény receptorového proteinu Msb2p. To zptisobuje aktivaci
Msb2p a prostiednictvim male GTPazy Cdc42p (a adaptérového proteinu Ste50p) stimuluje ptenos signalu Ste20p-
Stel 1p-Ste7p kaskadou, stejnou, jako u HOG MAPK drahy. Dand kaskada aktivuje Ksslp MAP kindzu. Ksslp
inhibuje aktivitu Diglp, ktery je inhibitorem transkripcniho faktoru Stel2p. Stel2p-Teclp aktivuje expresi FLOI 1
vazbou na jeho promotorovou sekvenci. T-koncovou ¢arou zndzornéna inhibice, Carou s Sipkou — aktivace. PM -
plazmatickd membrana (Pfevzato a upraveno podle Shock et al., 2009).
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2.4 RNA-vazebny protein WHI3 a jeho role v regulaci exprese Flo11p

RNA-vazebné proteiny jsou dilezitou slozkou v regulaci degradace, lokalizace a
translace mRNA. WHI3 je neesencialni gen, kodujici RNA-vazebny protein. Poprvé byl
izolovan a popsan jako gen, ovliviiujici velikost bunky a pribéh bunééného cyklu, zejména
inhibici tzv. STARTu, kvasinkového kontrolniho bodu pro ptfechod mezi G1 a S fazemi (Nash
etal.,2001).

V zavislosti na podminkach prostfedi, umoznuje inhibice pfechodu buiky do S faze
volbu alternativni drahy bunécné diferenciace, jako sporulace, prechod do klidového stavu a

filamentarni rast (Gari et al., 2003, Honigberg et al., 2016).

2.4.1 Struktura Whi3p
WHI3 koéduje 661 aminokyselin dlouhy protein, u n€hoz byly popsany tfi strukturni

domény:
1) N-termindlni CRR (Cdc28-recruitment region) je lokalizovana v oblasti proteinu
tvofenou aminokyselinovymi zbytky 121-220. Tato doména umoziiuje interakci s

Cdc28p (Wang et al., 2004, www.uniprot.org). Cdc28p je katalytickd podjednotka

CDK (cyclin-dependent kinase), klicového regulatoru bunécného cyklu.
Mechanismus inhibice piechodu mezi G1 a S fazemi spociva v interakci Whi3p s
Cdc28p as CLN3 mRNA. CIn3p je cyklin, ktery je zodpovédny za iniciaci pfechodu
mezi G1 a S fazemi. Za interakci Whi3p s mRNA CLN3 je zodpovedna C-
terminalni domena, ktera je popsana dale. Dusledkem vySe zminéné interakce je
prevence akumulace komplexu CIn3p-Cdc28p v jadie a inhibice ptedcasného

piechodu mezi G1 a S fazemi (Wang et al., 2004, Colomina et al., 2009).
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2) Doména bohatd na glutamin, kterd je lokalizovana v oblasti 247-277

(www.uniprot.org). Hraje dulezitou roli ve ztraté citlivosti k feromonim u starSich

bunék kvasinek (15-20 cykli de¢leni) a pfi regulaci translace. Tato doména
zpusobuje postupnou tvorbu agregati podobnych prioniim, resistentnich k ptsobeni
detergentii a protedz. Agregaty Whi3p nasledné vedou ke sterilit¢ haploidnich bunék
v dusledku neschopnosti bunky zastavit bunény cyklus v pfitomnosti
feromonového signalu, coz je dilezité pro karyogamii. Podobny mechanismus se
uplatiiuje pii ztraté citlivosti haploidnich bun€k k feromonu v ptipadé€, ze bunka
nepotkd partnera po dobu delsi neZ 4 hodiny od zacatku piisobeni a-faktoru.
Agregaty Whi3p zlstavaji v matetskych buiikach, a proto dcetiné buiiky nevykazuji
snizenou citlivost k feromonu (Caudron et al., 2013, Schlissel et al., 2017).

3) C-terminalni RRM (RNA recognition motif), ktera je lokalizovana v oblasti 538-
625. Umoznuje vazbu na CLN3 a dalsi mRNA, obsahujici UGCAU/GCAU motif

(Wang et al., 2004, www.uniprot.org)

2.4.2 Funkce Whi3p

Na zéklad¢ transkriptomické a proteomické analyzy dat bylo zjisténo, ze Whi3p vaze
mRNA 1 jinych cyklind, napt. CLNI a CLN2, na rozdil od CLN3, vliv Whi3p je v tomto piipade
pozitivni (Schladebeck et al. 2013). Pomoci RNA binding assay bylo objeveno kolem 300
potencialnich mRNA, kédujicich riizné membranoveé a sekretované proteiny. Mezi né patii 17
mRNA, kodujicich enzymy a strukturni proteiny, které zajiStuji spravnou funkci bunééné stény
(Colomina et al., 2008). Cai et al., za vyuziti RN A-seq, microarray, ribosome profiling a dalSich
metod, ukdzali, ze Whi3p mirn¢ destabilizuje stovky riznych mRNA. Mira destabilizace
korelovala s mnozstvim vazebnych sekvenci pro WHI3 (UGCAU/GCAU) v 5" neptekladané
oblasti cilovych mRNA (Colomina et al., 2008, Riordan et al., 2011, Cai et al., 2013).

Za podminek stresu, jako nedostatek glukozy, teplotni Sok (15 min pti 46°C) se Whi3p
lokalizuje do tzv. stresovych granuli, kde kolokalizuje s Publp, ktery se vaze na polyA konec
riznych mRNAs a stabilizuje je. Po pfekonani stresovych podminek se Whi3p ptesouva do
cytoplazmy. Whi3p neni esencialni pro tvorbu stresovych granuli (Holmes ef al., 2013). Podle
Buchan et al. (2008) jsou ve stresovych granulich u kvasinek dofasné akumulovany mRNA,
které mohou byt pti pfechodu do standardnich podminek znovu vyuZzity.

Pii mirném teplotnim stresu (36°C) je Whi3p lokalizovan v tzv. P-bodies spolu s

proteinem Edc3p, ktery je tzv, ,,decapping® enzymem. Pocet P-bodies roste s rostouci teplotou
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(mezi 36°C a 46°C) a rovnéz roste podil Whi3p lokalizovanych v P-bodies. Protein Pub1p neni
v P-bodies ptitomen (Holmes et al., 2013). Podle Wang et al. (2018) nejsou P-bodies
univerzalnim centrem degradace mRNA.

Je pravdépodobné, ze akumulace mRNA stresovych gend ve stresovych granulich,
zprosttedkovanad interakci s Whi3p, podmiinuje preziti kvasinek za stresovych podminek

(Holmes et al., 2013).

2.4.2.1 Whi3p a filamentarni rist/tvorba biofilmu

WHI3 je esencidlni pro filamentarnim rast. Exprese genu, kodujiciho bunéény adhesin
Flol1lp, je zavisla na Whi3p a regulovana nékolika nezavislymi zpiisoby, které jsou
schematicky zndzornény na obrazku 2.6 (Malcher ef al., 2011). U kmene s deleci WHI3 je
exprese FLOII 7x niz8§i (Malcher et al., 2011). Schladebeck et al. (2013) prokazala, Ze pii
deleci WHI3, dochazi ke sniZeni hladiny proteini Teclp, Yaklp, Phd1p a Mpt5p ptiblizné na
50%, ackoliv pfima interakce mezi Whi3p a mRNA je potvrzena jen u TECI a MPT35.

Whi3p pozitivné reguluje FLOII regulaci transkripéniho faktoru Teclp na post-

transkripni Grovni. Komplex Teclp-Stel2p (soucast feromonové signalni drahy a drahy
filamentarniho rastu (FG — MAPK)) pozitivné reguluje expresi FLOI1. Heise et al. (2010)
prokazal, ze overexprese TECI aktivuje expresi FLOI11 i v kmenech s deleci STE12.
Exprese FLOI11 je mimo jiné ovlivnéna 1 post-transkripcni regulaci kinazy Yakl1p. Malcher et
al. (2011) prokazali, ze zvySeni exprese YAKI mize eliminovat negativni efekt delece WHI3
na expresi FLOI1 a schopnost adheze. Naopak delece YAKI nebo ztrata kindzové aktivity
Yaklp maji vyrazné negativni efekt na expresi FLOI11. Malcher et al. (2011) nalezli 46 gent,
jejichz exprese je regulovana pomoci Whi3p i Yak1p, vétSina téchto genii byla zaroven zavisla
na Msn2p nebo Sok2p.

Yaklp inhibuje aktivitu Sok2p, negativné regulujiciho Phdlp (Pan ef al., 2000).
Transkripéni faktor Phdlp interaguje sregulaénim komplexem Tuplp-Cyc8p a dochazi
k inhibici aktivity Cyc8p, ktery je represorem FLO11 (Schladebeck et al., 2013, Nguyen et al.,
2018). Yaklp je také jednim z aktivatorti transkripCnich faktori obecné stresové odpovedi

Msn2p/Msndp (Malcher et al., 2011, Schladebeck ef al., 2013).
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Pti nedostatku glukozy se Yaklp ptesouva do jadra, kde fosforyluje Pop2p a tim
zabrafuje vstupu do G1 faze. Tim posiluje t¢inek Whi3p pfi regulaci bunééného cyklu. Pop2p
je soucasti deadenylacniho komplexu Ccr4p-Notlp, se kterym kooperuje Whi3p i Mpt5p
(Moriya et al., 2001).

Whi3p pozitivné reguluje expresi Tpklp, katalytické podjednotky PKA, kterd je
negativnim regulatorem Yak1p. Fosforylace Yaklp v pozicich S206, S240, and S295 inaktivuje
Yaklp, naopak absence téchto mist ma pozitivni efekt na expresi FLOI1 (Zhu et al., 2000,
Malcher et al., 2011). Podle Malchera et al. (2011) je pravdépodobné, ze je Whi3p aktivni
zejména ve stresovych podminkach, kdy aktivuje Yaklp a tim i filamentarni rist. Za téchto
podminek zarovenl inhibuje vstup do G1 faze. Ve stresovych podminkach je aktivita Tpklp
nizka. Je mozné, ze v zavislosti na vnéjSich i1 vnitfnich podminkach Whi3p mtze regulovat
expresi FLOII a fenotypt zavislych na Flol1p pozitivni 1 negativni regulaci Yaklp,
vytvaienim ptilzt aktivity Yaklp (Schladebeck et al., 2013). Mizunuma et al. prokazali, Ze
Tpkl1p inhibuje 1 aktivitu Whi3p fosforylaci v pozici S568. Fosforylace Whi3p byla detekovéana
za normalnich podminek ristu v YPD médiu (2% glukéza) (Mizunuma et al., 2013).

Whi3p vaze rovnéz mRNA MPT5 (alias PUFYS), kddujici RNA-vazebny protein, ktery
je represorem filamentarniho ristu (Prinz et al. 2007), zaroven vSak pozitivné ovliviiuje
integritu bunécné stény a oddaluje senescenci (Kaeberlein a Guarente 2002, Stewart et al.,
2007). Delece genu podminuje filamentarni rast. MptSp inhibuje expresi TECI a PHDI na
post-transkripéni urovni, vaze se na 3’'konec mRNA TEC! a interakci s polyadenyla¢nim
komplexem Ccrdp-Not1p podmiiiuje jeji degradaci. Kompetuje tedy s Whi3p (Prinz et al. 2007,
Schladebeck et al., 2013). Wang et al. (2018) sledovali osud RNA vazanych s Mpt5p v P-
bodies pii1 nedostatku gluk6zy. Podle jejich analyzy ne vSechny RNA vazané na Mpt5p musi

prokazal, ze se proteiny Teclp a Stel2p podileji na regulaci exprese MPT5.
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Obr. 2.6. Role Whi3p v regulaci Flo11p. Whi3p pozitivné reguluje hladinu transkripéniho faktoru Teclp, ktery
se v komplexu se Stel2p vaze na promotorovou sekvenci FLOII a pozitivné reguluje jeho expresi. Whi3p ma
pozitivni vliv na aktivitu kindzy Yak1p, ktera inhibuje aktivitu Sok2p. Sok2p nepiimo inhibuje transkripéni faktor
Phdlp, ktery interaguje s regulacnim komplexem Tuplp-Cyc8. Phd1p prostiednictvim Tuplp stimuluje potlaceni
aktivity Cyc8p, ktery je represorem transkripce FLO! 1. Kinaza Tpklp inhibuje Yaklp i Whi3p .T-koncova ¢ara
znazoriuje inhibici, Cara se Sipkou — aktivace, preruSovand T-koncova ¢ara — genetickou interakci (vytvofeno
podle Pan et al., 2000, Malcher et al., 2011, Schladebeck et al., 2013, Nguyen et al., 2018).

2.5 Osmoticky stres a HOG draha

V mistech svého ptirozené¢ho vyskytu se kvasinkové populace mohou setkat s rychlymi
zménami osmolarity prostiedi. Podobné zmény ptedstavuji pro buiky stres, protoze vyrovnani
rozdilu vnéjsiho a vnitrobunécného osmotického potencialu vede ke zméné¢ objemu buiky a
jejimu poskozeni nadmérnym piijmem, ¢i piiliSnym ubytkem vody.

Bunééna odpovéd’ na vysokou osmolaritu prostfedi a zménu objemu buiiky je hlavné
zajisténa HOG (High Osmolarity Glycerol) drahou, jejiz aktivace vede ke zméné globalni
genové exprese, ke zménam v aktivité enzymil, k zastaveni bunécného cyklu, ke zméné
vnitrobunééné osmolarity syntézou bunéénych osmolytii a ke zménam transportnich systémi

(Hohmann 2002, Proft et al., 2004, Saito et al., 2012, Talemi et al., 2016).
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2.5.1 Aktivace HOG drahy: Sinlp

HOG dréha je aktivovand dvéma nezavislymi drahami, zavislymi na proteinech Slnlp
a Sholp. Prubeh aktivace HOG drahy pomoci Slnlp cestou je znazornén na obrazku 2.7. Pii
nizké osmolarit¢ prostiedi se transmembranovd kinaza SInlp aktivuje autofosforylaci.
Fosforylovany Slnlp ptenasi fosfatovou skupinu ptes fosfotransferazuYpdlp na Ssklp
(reguluje aktivitu MAP3K Ssk2p/Ssk22p). Fosforylovany Sskl1p je neaktivni, a proto nedochazi
k aktivaci Hoglp.

Za podminek vysoké osmolarity (v testech byly submerzné kultivované bunky
vystaveny kratkému (cca 1 min) osmotickému stresu 0,4 M NaCl) se SInlp neaktivuje, a proto
dochazi k akumulaci nefosforylovaného Ssklp, ktery nasledné aktivuje MAP kinazovou
kaskadu, vedouci k aktivaci Hoglp. Tudiz, SInlp-Ypd1p-Ssklp systém puisobi jako negativni
regulator HOG drahy pfi nizké osmolarité, ale v hyperosmotickych podminkéch ji aktivuje
(Posas et al., 1996, Hohmann 2002).

Experimenty Vallejo et al. ukazuji, ze Hoglp mtze byt aktivovan nejen osmotickym
stresem, ale 1 pfi hladovéni po glukéze. Aktivace Hoglp je zajiSténa zpomalenim degradace
nefosforylovaného Ssk1p dosud nejasnym mechanismem, ktery nesouvisi ani se zménou jeho
lokalizace, ani se snizenim jeho urovné¢ ubikvitinace (Vallejo et al., 2015).

SInlp signalni vétev

Nizkd osmolarita Vysoka osmolarita
1
CM Sinlp Slnlp
v

MAP3K Ssk2p/Ssk22p

MAP2K

MAPK

Adaptace na osmoticky stres

Obr. 2.7. Schéma aktivace HOG drahy signalni cestou, zavislou na Snllp. Za podminek osmotického stresu
dochézi k inhibici transmembranoveho osmosensoru Slnlp, ktery je pozitivnim reguldtorem Ypdlp, represoru
Ssklp. Dereprese Ssklp vede k aktivaci MAP kinadzové kaskady, vedouci k aktivaci Hoglp. T-koncovéa Céara
znazoriiuje inhibice (pievzato a upraveno podle Vallejo ef al., 2015).
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2.5.2 Aktivace HOG drahy: Sholp

HOG draha miize byt alternativné aktivovana pomoci transmembranoveho osmosensoru
Sholp, tato regulacni kaskada je znadzornéna na obrazku 2.8. V hyperosmotickych podminkach
(za ucasti riznych adaptorovych proteintl) dochazi postupné k nasledujicim zménam:

1) MAP2K Pbs2p se vazZe na transmembranovy osmosensor Sholp

2) Funkéné duplicitni kinazy Ste20p/Cladp se vazou na duplicitni transmembranové

ko-osmosensory Hkr1p/Msb2p prostiednictvim malé GTPazy Cdc42p

3) Na transmembranovy protein Opy2p se vaze MAP3K Stel 1p pomoci adaptorového

proteinu Ste50p

4) Opy2p s navazanym Ste50p se vaze na Sholp a tim usnadnuje interakci mezi Pbs2p

a Stellp

Vyse uvedené proteiny tvoii Pbs2p-aktivaéni komplex. Interakci duplicitnich
transmembranovych ko-osmosensort Hkrlp/Msb2p s malou GTPazou Cdc42p dochazi k
aktivaci duplicitnich kinaz Ste20p/Cladp, které fosforyluji MAP3K Stellp. Fosforylovany
Stellp aktivuje fosforylaci Pbs2p. V ptitomnosti fosforylovaného Pbs2p  Pbs2p-aktivacni
komplex rychle disociuje. Uvolnény fosforylovany Pbs2p nasledné aktivuje Hoglp (Raitt et al.,
2000, Tatebayashi et al., 2006, Takayama et al., 2019).
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Obr. 2.8. Schéma aktivace HOG drahy signalni cestou, zavislou na Sholp. Za podminek osmotického stresu
dochazi ke tvorbeé Pbs2p-aktivaéniho komplexu, jehoz tvorba znazornéna pomoci jednotlivych déje: 1) MAP2K
Pbs2p se vaze na osmosensor Sholp, 2) kindzy Ste20p/Cladp se vazou na ko-osmosensory Hkrlp/Msb2p
prostfednictvim Cdc42p, 3) transmembranovy protein Opy2p se vaze na MAP3K Stel 1p pomoci adaptorového
proteinu SteS0p, 4) Opy2p s navazanym SteSOp se vaze na Sholp, ¢imz usnadiiuje interakci mezi Pbs2p a Stel1p.
Interakei proteinti Pbs2p-aktivaéniho komplexu dochazi k fosforylaci Pbs2p, ktery nasledné aktivuje Hoglp.
Oboustrannou Sipkou jsou oznaceny vazebné interakce, které usnadiuji interakci proteind v Pbs2p-aktivaénim
komplexu. PM - plazmatickd membrana (pfevzato a upraveno podle Tatebayashi et al., 2020).

2.5.3 Jiné zpisoby aktivace HOG drahy

U mutantnich kmend, které maji obé signalni drahy defektni, za podminek velmi vysoké
osmolarity (>1M NaCl) ptesto dochazi k aktivaci HOG drahy nezndmym mechanismem. V
nedavné praci Tatebayashi ef al. ukazali, ze MAP3K (Stellp, nebo Ssk2p/Ssk22p) nejsou na
rozdil od Pbs2p esencialni pro aktivaci Hoglp. Jejich experimenty ukazaly, Ze Pbs2p je
fosforylovan signalem Sinlp drdhy na obou aktivac¢nich mistech (Ser514 a Thr518), piestoZe
pii aktivaci Sholp drahy je fosforylovan jenom Thr518.
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Monofosforylovany (Thr518) Pbs2p je schopny aktivovat Hoglp jenom pfi osmotickém
stresu (10 min ptsobeni 1 M NaCl). Pfesny mechanismus dané interakce Pbs2p a Hoglp nebyl
prostudovan, ale predpoklada se, ze vysoka externi osmolarita mize zpusobit konformaéni
zmény Hoglp, které umoziuji jeho aktivaci monofosforylovanym Pbs2p (Vazquez-Ibarra et

al., 2019, Tatebayashi et al., 2020).

2.5.4 Hoglp a jeho funkce

Signalni dréhy Sinlp a Sholp konverguji na Pbs2p (MAP2K), regulujiciho aktivitu MAP
kindzy Hoglp. Po rychlé dvojité fosforylaci je MAP kindza Hoglp, kterd je za normalnich
podminek rovnomérné rozlozena mezi jadrem a cytoplasmou, aktivovdana a nésledné
premisténa do jadra, v némz fosforyluje a aktivuje transkripéni faktory, ¢imz stimuluje expresi

vice nez 50 stresovych genti (Hohmann. 2002, Garcia-Marqués et al., 2015).

Prehled funkci Hoglp
Hoglp
!
Stresové [FPS lp} [ Stllp ] [Gpd 1P} {Sic 1P} [HSUP} [E%Egg]
transkripéni
faktory
A 4 v v A 4

Exprese dalsich Tramnsport, akumulace Regulace Regulace
stresovych genu a synteza glycerolu bunééného cyklu  stability mRNA

Obr. 2.9. Prehled funkci Hoglp. Za podminek vysoké osmolarity Hoglp reguluje expresi fady stresovych
transkripénich faktord, ovliviiuje transport, akumulaci a syntézu glycerolu pomoci membranového kanalu Fpslp,
membranové pumpy Stllp a aktivaci GPD1, kodujiciho glycerol-3-fosfat dehydrogenazu. Aktivita Hoglp snizuje
stabilitu Siroké skaly mnoha mRNA a zaroven zvySuje stabilitu mRNA nékterych stresovych gent. Hoglp
zpusobuje doCasné zastaveni bunécného cyklu v jeho riznych fazich pfimou, nebo nepfimou interakci s regulatory
bunééného cyklu, jako inhibitor CDK (cyclin-dependent kinase) Siclp, cykliny Clb5p a Clb6p, Hsl1p kinazy, ktera
nasledn¢ zpiisobuje inhibici katalytické podjednotky CDK Cdc28p (vytvoteno podle Clotet et al., 2006, Romero-
Santacreu et al., 2009, Yaakov et al., 2009, Lee et al., 2013, Petelenz-Kurdziel et al., 2013).
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Hoglp hraje dulezitou roli v regulaci syntézy, akumulaci a transportu glycerolu jako
bunécného osmolytu. Za podminek vysoké osmolarity Hoglp inaktivuje membranovy kanal
Fpslp (fosforylaci jeho pozitivniho regulatoru Rge2p), ¢imz inhibuje export glycerolu z bunky;
nepiimo aktivuje membranovy protein Stllp, ktery umoziuje bunice pumpovat glycerol zpatky
do cytosolu. Syntéza glycerolu za podminek hyperosmotického stresu je zajisténa pomoci
GPDI (Lee et al., 2013, Petelenz-Kurdziel et al., 2013). Hoglp aktivuje transkripci GPDI
hlavné za ucasti transkripéniho faktoru Hotlp. Jeho delece vyrazné snizuje asociaci Hoglp
s promotorovou sekvenci GPDI (Alepuz et al., 2001).

Westfall ef al. (2008) a Garcia-Marqués ef al. (2015) studovali vliv lokalizace Hoglp
na indukci exprese GPD1 pii1 osmotickém stresu a pii indukci UPR (unfolded protein response),
signadlni drahy, vedouci k syntéze chaperonti a enzymu, které se zcCastni procesu sbaleni
proteind. Buiiky s Hoglp trvale vazanym na plazmatickou membranu byly schopné aktivovat
transkripci GPDI za obou podminek, lokalizace Hoglp v jadie neni pii kratkodobém
osmotickém stresu nezbytna. Absence Hoglp v cytoplazmé u bun¢k produkujicich Hoglp
s NLS (nuclear localization signal) z SV40 narusila jejich schopnost aktivovat UPR, odpovéd’
na osmoticky stres byla zachovana (Westfall et al., 2008, Garcia-Marqués et al., 2015).

Aktivovany Hoglp ovliviiuje stabilitu mRNA. Za podminek kratkého mirného
osmotického stresu, vyvolané¢ho 0,4 M NaCl se snizuje stabilita Siroké Skaly mRNA, ale
zaroven dochazi ke stabilizaci nékterych mRNA, jejichz exprese je indukovana osmotickym
stresem (Romero-Santacreu ef al., 2009).

Hoglp zptsobuje docasné zastaveni bunécného cyklu v jeho riiznych fazich piimou,
nebo neptfimou interakei s regulatory bunécného cyklu. Za podminek osmotického stresu (0,4
M NaCl) Hoglp fosforyluje a stabilizuje Siclp, inhibitor CDK (cyclin-dependent kinase), ¢imz
inhibuje ptechod buiiky do S faze. U bunék, které prosly STARTem, kontrolnim bodem pro
piechod mezi G1 a S fazemi, Hoglp zpusobuje prodlouzeni S faze tim, ze ovliviiuje expresi
genil kodujicich cykliny Clb5p a Clb6p, a interaguje s replikacnim komplexem (Yaakov et al.,
2009).

Hoglp rovnéz ovliviiuje pfechod buiiky do mitotické faze. Fosforylaci Hsllp kindzy
Hoglp zvySuje akumulaci Swelp kindzy, ktera inhibuje katalytickou podjednotkou CDK
Cdc28p. Hoglp také negativné reguluje hladinu cyklinu Clb2p, coz spolu s akumulaci Swelp
oddaluje ptechod do M faze (Clotet et al., 2006).

Mas et al. ukazali, Ze za podminek osmotického stresu (vyvolaného sorbitolem a NaCl)
Hoglp ptfimo interaguje s RSC komplexem remodelace chromatinu a zplisobuje jeho asociaci

s geny, jejichz exprese je indukovana stresem (Mas ef al., 2009).
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Hoglp aktivuje diilezité transkripcni faktory obecné stresové odpovédi, Msn2p a jeho
paraloga Msndp, regulujici stovky genti za riiznych stresovych podminek prosttedi (Capaldi et

al., 2008, Sadeh ef al., 2011).

2.5.5 Zpétnovazebna regulace HOG drahy

Syntéza a akumulace glycerolu, jako bunétného osmolytu, vede k normalizaci
vnitrobunééné osmolarity a nasledn¢ k defosforylaci Hoglp, jeho exportu z jadra za ucasti
homologu importinu-f Xpolp. Za defosforylaci Hoglp jsou zodpovédné Ser/Thr fosfatazy
Ptclp, Ptc2p, Ptc3p a Tyr fosfatazy Ptp2p, Ptp3p. Fosfataza Ptp2p je lokalizovana v jadie (na
rozdil od cytoplasmatické Ptp3p) a predpoklada se, Ze hraje hlavni roli v defosforylaci Hoglp
na Tyr-176 (Mattison et al., 2000, Vazquez-Ibarra et al., 2018).

Po aktivaci, Hoglp fosforyluje sviij upstream aktivator Ssk2p (a pravdépodobné Ssk1p),
¢imZ ho inaktivuje a tim zabraifiuje své dal§i aktivaci signdlni drahou zéavislou na Sinlp

(Sharifian et al., 2015).

2.5.6 Interakce HOG s FG MAPK drahou

MAPK signalni drahy jsou konzervovany u eukaryot véetné kvasinek a sdileji mezi
sebou nékteré komponenty. Pro zajisténi aktivace spravné signalni drahy jako odpovédi na
sofistikovany systém regulace.

Dréha filamentarniho ristu FG a draha HOG sdileji MAP3K Stel 1p a vétSinu upstream
proteinti (Sholp, Msb2p a Opy2p, Ste50p, Cdc42p, Ste20p). Aktivace HOG drahy za podminek
osmotického stresu vede k aktivaci-MAPK Kss1p, ktery je soucasti FG drahy. Aktivace Ksslp
je pouze docasna, protoze aktivni Hoglp fosforyluje Ste50p, spole¢ny adaptorovy protein obou
drah, coz nasledn¢ inhibuje dalsi aktivaci FG drahy (Hao et al., 2008).

Transmembranovy osmosensor Msb2p je rovnéz soucasti HOG a FG. Msb2p se pres
maly GTPazovy protein Cdc42 vaze na Ste20p a spolecné aktivuji MAP3K Stellp. Delece
mucinové domény Msb2p, nebo defekt v jeji glykosylaci, zptisobuje zvySenou aktivitu FG
drahy za normalnich podminek, pfi osmotickém stresu (0,5 M KCl) je aktivace FG vyraznéjsi.
Glykosylace je zavisla na pfitomnosti odpovidajicich cukrii nebo jejich derivatl v prostiedi, a
proto nizk4 aktivita glykosylacniho apardtu mize mimikovat hladovéni bunky. Lien et al.
navrhli hypotézu, ze uroven glykosylace Msb2p je jednim ze zptsobi aktivace FG drahy (Lien

etal., 2013).
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2.6 Transkripcni faktory YAP rodiny

HOG dréha reguluje aktivitu fady transkripcnich faktort, které zajiStuji bunécnou
odpovéd na osmoticky, oxidativni a teplotni stres, do nichz také patii nekteti zastupci rodiny
YAP.

Rodina bZIP (basic leucine-zipper) proteini YAP (Yeast homolog of AP-1), ktera je
konzervovanou skupinou u vSech eukaryot, patfi do skupiny transkripénich faktord, které se
aktivuji ve stresovych podminkach. U kvasinek se vétSinou vyskytuji jako homodimery, ale
u mnohobunéénych organismu tvofi i heterodimery (Reinke ef al., 2013). Genomy hub obvykle
obsahuji 3 az 4 Cleny této proteinové rodiny, ale S. cerevisiae jich obsahuje 8 (Yaplp az
Yap8p), coz je disledkem celogenomové duplikace (WGD), kterd nastala béhem evolu¢niho
vyvoje (Wolfe et al., 2015).

V dané¢ kapitole budou postupné probrany zastupci rodiny Y AP, jejich znamé funkce a
regulace. V tabulce 2.1 je uveden struc¢ny piehled ¢lent rodiny a typu stresu, ktery indukuje
jejich aktivitu. Proteiny dané rodiny sdileji mezi sebou pomérné nizky stupen identity na trovni
aminokyselin (maximalni hodnoty identity vykazuji paralogy Yap4p a Yap6p — 20%), nejvic
zachovanou maji DNA-vazebnou ¢ast bZIP domény (Obr. 2.10).

Tabulka 2.1. Piehled ¢lenti rodiny YAP a stresd, které je aktivuji

Clen rodiny | Stres indukujici aktivitu
YAPI Oxidacni stres

YAP2 Oxidacni stres

YAP3 Oxidacni stres (hydrochinon)
YAP4 Osmoticky a oxidacni stres
YAPS Oxidacni stres (Fe)

YAP6 Osmoticky a oxidacni stres
YAP7 NO-stress

YAPS Oxidacni stres (As(I11))
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YAP7 126 DSVEKRRRQNRDAQRAYRERRTT
YAPS 59 EELQEKKKRQNRDAQRAYRERKNN

v
I
YAP3 145 DSKAKKKAQNRAAQKAFRERKE A L
YAP2 44 EAKSRRTAQNRAAQRAFRDRKE A v
YAPI 65 ETKQKRTAQNRAAQRAFRERKER \%
YAP4(K.lac) 444 TRNTKRAAQNRNAQRAFRQRREK A
rip4 238 LRNTKRAAQNR SAQRAFRQRREK s
¥4P6 222 LRNTRRAAQNR TAQKAFRQRKEK S
YAPS 17 PPKNKRAAQERASQNAFRKRKLE E
: e | -
Conservation S 0044 6 58 6 5 90436963 8363
Consensus

+RKTKRAAQNRAAQRAFRERKEK+IKELEEKYV

Obr. 2.10. Porovnani konzervované ¢asti bZIP (Basic Leucine Zip) domény ¢lent rodiny YAP. V dolni ¢asti
obrazku je znazornéna konsensus sekvence DNA-vazebné ¢asti bZIP domény, vytvoiena z porovnani sekvenci.
Intenzita zbarveni znazoriuje stupné zachovani fyzikalné-chemickych vlastnosti aminokyselin. Zdrojem sekvenci
proteind je databaze www.yeastgenome.org. Alignment sekvenci byl proveden pomoci Clustal Omega (1.2.4).
Alignment byl zpracovan v Jalview (2.11.1.3). Fylogeneticky strom byl vytvoien pomoci FastME (2.1.6.1.1).

2.6.1 YAPI

Z hlediska funkci a sekvence je YAPI nejvice konzervovany ¢len z celé rodiny. Podili
se na obran¢ buiiky proti oxida¢nimu stresu, zptisobené¢ho jak metabolickou ¢innosti bunék, tak
1 kovy, jako kadmium, zelezo, rtut’, kobalt, chrom a méd’“. Mutanty s deleci Y4API vykazuji
zvysenou citlivost ke kadmiu a H>O». Yaplp reguluje expresi YCFI, kédujiciho vakuolarni
transportér, ktery napomahd kompartmentalizaci arsenu a kadmia. Piispiva k regulaci
detoxifikace arseni¢nanti regulaci exprese ACR2 a ACR3. YAPI je nepifimy represor genu
FET4, ktery koduje nizkoafinitni transportér Zeleza (a jinych bivalentnich kovll). Represe FET4
je zprosttedkovana pozitivni regulaci exprese ROX1, ktery koduje represor anaerobnich gentl,
véetn¢ FET4 (Rox1p také negativné reguluje expresi FET4 za acrobnich podminek). Piestoze
represe transportéru by méla snizovat piijem dalSich toxickych kovli z prostiedi, represe genu
FET4 nevykazuje vyrazny efekt na piijem toxickych kovu buiikou (Pimentel et al., 2014,
Caetano et al., 2015, Rodrigues-Pousada ef al., 2019).

Regulace aktivity Yaplp je hlavné zajiSténa zménou jeho koncentrace v jadru. Za
normalnich fyziologickych podminek je vyssi hladinaYaplp v cytoplazmé nez v jadie. Yaplp
obsahuje na N- a C- koncich domény bohaté na cystein, zvané CRD (cysteine-rich domains),
které urcuji jeho buné€nou lokalizaci za rtiznych podminek (Isoyama ef al., 2001, Azevedo et

al., 2007).
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Za podminek stresu, zptisobeného H>O», je Yaplp akumulovan v jadru. Dochazi k
interakcim cCRD (C-terminalni CRD) a nCRD (N-termindlni CRD) s aktivni formou Hyrlp
peroxidazy, kterd je senzorem H»O: a je nezbytnd k aktivaci Yaplp (v literatuie se také
oznacuje jako Orplp a Gpx3p). Oxidovany zbytek Cys36 v proteinu Hyrlp (-SOH) interaguje
s Cys598 Yaplp za vzniku disulfidového mistku. Zména konformace nasledné umoziuje
Yaplp vytvorit mistek mezi Cys598 a Cys303 Yaplp, ktery je v dané form¢ aktivni. Interakce
Yaplp a Hyrlp je zprostiedkovana proteinem Ybplp, ktery napomahé tvorbé disulfidového
mustku mezi Yaplp a Hyrlp. Aktivni forma Yaplp neni schopné vazat exportin Crmlp, coz
vede k akumulaci Yaplp v jadru (Veal et al., 2003, Rodrigues-Pousada et al., 2019).

Aktivace Yaplp plsobenim kadmia, selenu, nebo jinych thiol-reaktivnich latek, jako
methylmethansulfonat, rtut’ a benomyl, probihd odliSnym mechanismem. Dany zpusob aktivace
zahrnuje jenom C-terminalni CRD a je spojen s modifikacemi Cys598, Cys620, Cys629, které
brani vazbé exportinu Crmlp. Podobny mechanismus se uplatituje v regulaci bunécné

lokalizace Yap2p (Azevedo et al., 2003, 2007).

2.6.2 YAP2 (CADI)

Standardni jméno - CAD]. Podili se na regulaci genti, spojenych s detoxifikaci ROS a
kadmia. Pfestoze v diisledku jeho overexprese buiiky maji zvysenou rezistenci ke Cd** a Zn*",
delece YAP2 nezplsobuje vyrazné zvySeni senzitivity k danym latkam (funkéni YAPI je
schopny ¢astecné kompenzovat deleci Y4AP2) (Bilsland et al., 2004). Yap2p a Yap1p maji hodné
spole¢nych cili, ale nejsou redundantni, zejména za podminek stresu vyvolané¢ho piisobenim
H»>03, reguluji aktivitu raznych regulont (Rodrigues-Pousada et al., 2019).
MAPK-aktivovana kindza Rcklp (je soucasti signalni drahy bunééné odpoveédi na oxidativni
stres a stresy spojené s bunécnou sténou) fyzicky interaguje s Yap2p a inhibuje jeho aktivitu.
Inhibice spociva ve zkraceni doby, po kterou se Yap2p nachézi v jadru za podminek stresu
zpusobené¢ho kadmiem, a tim pravdépodobné snizuje stabilituYap2p. Delece RCKI zvySuje
rezistenci bun¢k ke kadmiu, zplsobuje overexpresi FRM?2 (oxidoreduktdza, negativné
regulujici metabolismus mastnych kyselin; je cilem Yap2p) a zvySuje senzitivitu k tBOOH
(terc-Butylhydroperoxid), kteréd je potlacena v kmenech s overexpresi YAP2 (Bilsland ef al.,
2004, Bang et al., 2012, Mazzola et al., 2015).
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C-terminalni doména Yap2p ma vysokou podobnost s cCRD (C-terminal cysteine-rich
domain) Yaplp, coz je pfi¢inou podobné regulace jejich lokalizace v butice v piipadé Cd** jako
stresoru. Za normalnich podminek je vétSinou lokalizovan v cytoplazmé, z divodu vyssi
efektivity jeho exportu z jadra nez importu, za ucasti exportinu Crmlp. V piitomnosti Cd**
dochazi k vazb& Cd*" na cysteinové zbytky (Cys391 (esencidlni pro danou interakci),
Cys356/Cys387) cCRD Yap2p, které inhibuji export z jadra, zavisly na Crmlp. Vazba Cd*" na
cCRD Yap2p zptisobuje akumulaci Yap2p v jadie (Azevedo et al., 2007).

2.6.3 YAP3

Pro dany transkrip¢ni faktor jesté nebyly nalezeny cilové geny. Pfedpoklada se, Ze se
podili na bunécné odpoveédi na hydrochinon, indukujici tvorbu ROS a poskozeni DNA.
V ptitomnosti hydrochinonu se Yap3p zacind akumulovat v jadie a kmeny s deleci Y4P3 maji

zvysenou citlivost na hydrochinon (Rodrigues-Pousada et al., 2019, North et al., 2011).

2.6.4 YAP4/YAP6

YAP4 (standardni yjméno CIN5) a YAP6 (HAL4) jsou soucasti HOG drahy. Mezi cilové
geny transkripniho faktoru Yap4p patii geny kodujici proteiny spojené s transportem hexdz,
katabolismem glukozy, etanolu a proteiny s oxidoreduktazovou aktivitou. K indukci exprese
YA P4 dochazi hlavné za podminek hyperosmotického a oxidac¢niho stresu. Za podminek vysoké
osmolarity prosttedi je exprese YAP4 zavisla na transkripnim faktoru Msn2p, ktery je mimo
jiné regulovan Hoglp. Kmeny s deleci MSN2 vykazuji pokles exprese YAP4 o 75%.
Overexprese YAP4 (a YAP6) také zvySuje toleranci bunék k Na*, Li" a cis-platiné (Mendizabal
et al., 1998, Nevitt ef al., 2004, Rodrigues-Pousada et al., 2010, 2019).

Yap4p ptispiva k regulaci exprese GCYI (koduje glycerol dehydrogenazu, ktera hraje
roli v katabolismu D-xylézy, arabindézy a glycerolu), GPP2 (kédujiciho glycerol-3-fosfat
fosfatazu, hraje roli v biosyntéze glycerolu) a DCS2 (homolog DCS1, hraje roli v degradaci
mRNA, lokalizovan do P-télisek) (Nevitt ez al., 2004).

Yap4p a Yap6p maji stupenn identity na Grovni aminokyselin kolem 20% (s nejvyssi
homologii v oblasti bZIP domény), nejvyssi ze vSech Clenti dané rodiny. Yap4p a Yap6p sdileji
73-86% cilovych genti, ale Yap6p specificky reguluje expresi gent, kodujicich ribozomalni
proteiny (Rodrigues-Pousada et al., 2019).

Oba proteiny jsou pievazné lokalizované v jadru a aktivuji se za podminek
osmotického, oxidativniho, teplotniho stresu a béhem stacionarni faze (Rodrigues-Pousada et

al., 2010, 2019).
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Yap6p a Yapdp fyzicky interaguji s regulaénim komplexem Tuplp-Cyc8p a
zprostfedkuji jeho vazbu do promotoru cilovych genii. Deleci TUPI dochazi k vyrazné
derepresi danych gent. Podobnym zplisobem za podminek dostatecné koncentrace zivin v
prostiedi dochazi k represi IME 1, kodujiciho kli¢ovy transkripéni faktor pro vstup buiky do
meiodzy. V Ayap6/Asok2/Aphdl kmenech dochazi ke snizené asociaci komplexu Tuplp-Cyc8p
s promotorem IMEI a k jeho zvySené expresi. Nicméné, delece jenom jednoho z danych
transkripcnich faktorti neméla vyrazny vliv na expresi IME] (Hanlon et al., 2011, Tam et al.,
2020). Predpoklada se, ze Yap6p interaguje s proteiny Sok2p a Phdlp, které se podili na

regulaci filamentarniho ristu (Maclsaac et al., 2006).

2.6.4.1 Struktura Yap6p
YAP6 koduje 383 aminokyselin dlouhy protein, u n€¢hoZ byla popséna jenom bZIP

(Basic Leucine Zipper) doména, kterd je lokalizovana v oblasti 221-284 (www.uniprot.org).
Yap4p/Yap6p se vazou na specifickou sekvenci TTACGTAA, zvanou YRE-A (Yeast Response
Element) v promotoru svych cilovych gent (Fujii et al., 2000). Podle globalni genomické

analyzy Yap6p reguluje vice nez 1000 gentll, mezi nimi i WHI3 (Venters et al. 2011).

2.6.5 YAPS

Pti zvySené koncentrace Zeleza v buiice, Yap5Sp aktivuje expresi genli, zodpovédnych
za zachyceni volné¢ho Zeleza v cytoplazmé (TYW1), transport do vakuoly (CCCI), a regulaci
aktivity transkripniho faktoru AFTI, regulujiciho geny pro piijem a metabolismus zeleza.
Yap5p také aktivuje transkripci CUPI, kédujiciho cytosolicky protein, ktery vaze méd’ (Gupta
et al., 2020, Pimentel et al., 2012).

Yap5p je lokalizovan v jadie a je vazan na promotory svych cilovych genti, nezavisle
na koncentraci zeleza v bunce (Li ef al., 2008). Predpoklada se, ze k aktivaci dimeru Yap5p
dochazi po vazbé [2Fe-2S] ISC (iron-sulphide cluster) na CRD domény YapS5p, ale donor
klastru dosud nebyl identifikovan (Gupta et al., 2020, Pimentel et al., 2012).

Yap7p je paralog YapSp, vznikl celogenomovou duplikaci (Merhej et al., 2015).
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2.6.6 YAP7

Yap7p je malo prostudovanym transkripnim faktorem, ale je zndmo, ze ma funkci
represoru genu YHBI, kodujictho flavohemoglobin, jehoz funkci je detoxifikace oxidu
dusnatého (NO). Represe YHBI je zavisla na Tuplp (Yap7p umoziuje vazbu Tuplp na
promotor YHBI) a na interakci s regulaénim komplexem Hap2p/Hap3p/Hap5p. Skupinou
Merhej et al. (2015) bylo zjisténo, Ze laboratorni kmeny S. cerevisiae maji mutaciv YAP7, ktera
zpusobuje posun Cteciho ramce a naslednou translaci kratSiho proteinu, ktery neinteraguje

s Tuplp, a proto ztraci schopnost inhibovat transkripci YHBI.

2.6.7 YAPS (ARRI)

Standardni jméno — ARRI. Yap8p je klicovym reguldtorem bunétné detoxifikace
arsenicnanu a jeho DNA-vazand forma je zaroven senzorem arseniCnand. Yap8p je
konstitutivné lokalizovan v jadie (nezavisle na ptitomnosti As(III) v médiu) a je vdzan na
promotory svych cilovych genti jako homodimer. K aktivaci dochdzi navazanim As(IIl) na 3
cysteiny (Cys132, 137, 274) v poméru ptiblizné 1 molekula Yap8p ku 1 molekule arseni¢nanu.
Lokus genu YAPS lezi v blizkosti jeho cilovych genti: ACR2 (kdduje As(V) reduktazu) a ACR3
(As(IIT) efluxni pumpa). Na rozdil od Yaplp, ktery je také schopen aktivovat transkripci ACR2
a ACR3, ma uzsi specializaci a reguluje transkripci jenom dvou danych genti za podminek

pritomnosti As(IIT) (Kumar et al., 2015, Ilina et al., 2008).
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3 Cile prace

Zjistit, zda se interakce Whi3p a Yap6p méni v zavislosti na staii kolonie, zdroji uhliku
v médiu atd.

Srovnat vliv genotypu YAP6 u kmene s deleci WHI3 na morfologii kolonii a na expresi
FLOI11.

Srovnat vliv genotypu YAP6 na expresi FLOI1 ve stresovych podminkach.

Srovnat vliv Y4P6 na expresi FLO11 a morfologii kolonii s vlivem genti TECI a MPT5,
ev. dalSich (TUPI, CYCS).

Dil¢i ukoly:

Ptipravit kmeny s mutacemi YAP6, MPT5 a TECI produkujici fluorescen¢né znaceny
Flo11p.

Optimalizovat podminky pro kultivaci a méfeni fluorescence.

Analyzovat produkci Flollp v koloniich kmenl rizného genotypu (WHI3,
YAP6/MPT5/TECI béhem kultivace za standardnich i stresovych podminek.
Charakterizovat morfologii kolonii vybranych kmenli s mutacemi WHI3 a

YAP6/MPTS5/TECI a sledovat jejich citlivost vii¢i osmotickému stresu.

P¥i feSeni diplomového projektu budu ovérovat nasledujici hypotézy:

Yap6p ovlivituje expresi FLOII: delece YAP6 u kment s deleci WHI3 zpisobi
zvysenou expresi FLOI 1, overexprese bude mit opacny efekt.

Vliv YAP6 na expresi FLOII je zéavisly na ptitomnosti osmotického stresu a staii
kolonie.

Yap6p je pod negativni kontrolou Whi3p.
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4 Material a metody
4.1 Material

4.1.1 Pouzité mikroorganismy

Pti feseni diplomového projektu byly pouzity nasledujici mikroorganismy:
Saccharomyces cerevisiae BR-F — izolovany prototrofni divoky kmen S. cer. MATa/MAToa.
Pochazi ze sbirky Chemického institutu Akademie véd Slovenské republiky. Katalogové ¢islo
ve sbirce je CCY 21-4-97.

Kmeny odvozeny od BR-F, které byly pouzité pro analyzy a ptipravu novych kmeni
pro ucely dané préce, jsou popsane v tabulce 4.1.

Tabulka 4.1. Seznam kmeni, pouZitych pro analyzy a pripravu novych kmeni.

Nazev kmene Genotyp Cislo ve | Rezistence
sbirce*
207
BR-F whi3A/whi3 A MATa/MATo, whi3A/whi3 A 902 -
BR-F FLOIIp-DsRed MATa/MATo, FLOI11-DsRed/ FLOI1 1235 -
BR-F mptSA/mpt5A | MATa/MATo,  mpt5A::KanMX — /mpt5A::Nat, | 1275 Kan
FLOIIp-DsRed FLOI11-DsRed/FLOI11 Nat
BR-F Whi3Awhi3A | MATa/MATa, whi3Awhi3A, prroi-GFP-KanMX/ | 1817 Kan
pFLO11-GFP FLOII
BR-F pFLOI11-GFP MATa/MATa, prroi-GFP-KanMX/FLO11 1840 Kan
BR-F whi3Awhi3A | MATa/MATa, whi3A::KanMX — /whi3A::Nat, | 1865 Kan
FLOI1p-DsRed FLOI11-DsRed/FLOI1 Nat
BR-F whi3A/whi3A | MATa/MATa, whi3Awhi3A, | 1983 Kan
yapb6Ayap6A pFLO11-GFP | yap6A::Nat/yap6A::Hygr, prroi1-GFP- Nat
KanMX/FLOI11 Hygr
BR-F mpt5A/mpt5A | MATa/MATa, whi3A/whi3 A, mpt5 A/mpt5A 1997 -
whi3A/whi3 A
BR-F teclA/teclApFLOI1- | MATa/MATa, teclAftecl A, prron-GFP- | 2045 Kan
GFP KanMX/FLOI11

*sbirka skupiny YCG (Yeast Colony Group)
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4.1.2 Pripravené kvasinkové kmeny

Pro ucely dané prace byly ptipraveny kmeny, jejichz seznam je uveden v tabulce 4.2.

Tabulka 4.2. Seznam kmenii, pfipravenych pro danou praci.

Nazev kmene Genotyp Cislo ve | Rezistence
sbirce*

BR-F whi3A/whi3A | MATa/MATo, Nat-prer-YAP6/YAPG, whi3A/whi34, | 2007 Kan

TEFYAPG6 pFLO11-GFP prro1i-GFP-KanMX/FLO11 Nat

BR-F Whi3Awhi3A | MATa/MATa, whi3Awhi3A, mpt5A/mpt5A, prroii- | 3001 Kan

mpt5 A/mpt5A pFLO11- | GFP-KanMX/FLO11

GFP

BR-F whi3Awhi3A | MATa/MATa, Nat-prer-TECI/TECI, prron-GFP- | 3002 Kan

TEFTECI pFLOI11-GFP KanMX/FLOI11 Nat

BR-F teclAfteclA | MATa/MATa, teclAltecld, Nat-prer-YAP6/YAPG, | 3004 Kan

TEFYAPG6 pFLOI1-GFP prro1i-GFP-KanMX/FLOI1 1 Nat

BR-F Whi3A/whi3A | MATa/MATa, whi3A/whi3A, FLO11-DsRed/FLOI11 | 3007 -

FLOI1p-DsRed

BR-F mpt5Ampt5A | MATa/MATa, mpt5AVmpt5A, FLOII-DsRed/FLOI11 | 3010 -

FLOI1p-DsRed

BR-F whi3Awhi3A yap6A | MATa/MATa, whi3A/whi3A, yap6A::KanM/YAP6, | 3013 Kan

FLOI1p-DsRed FLOI1-DsRed/FLOI1

BR-F whi3Awhi3A | MATa/MATa, Whi3A/whi3 A, KanMX-prer- | 3016 Kan

TEFYAPG6 FLOIIp-DsRed YAP6/YAP6, FLOI1-DsRed/FLOI11

BR-F  yap6A FLOIllp- | MATa/MATa,  yap6A::KanMX/YAP6,  FLOII- | 3017 Kan

DsRed DsRed/FLOI1

BR-F whi3A/whi3A | MATa/MATa, whi3Awhi34, | 3028 Kan

yapO6A/yap6A FLOIl1p- | yap6A::Nat/yap6A::KanMX, FLOI11-DsRed/FLOI1 Nat

DsRed

BR-F yap6Ayap6A | MATa/MATa,  yap6A::KanMX/yap6A::Nat/YAPG6, | 3032 Kan

FLOI1p-DsRed FLOI11-DsRed/FLOI1 Nat

BR-F Whi3A/whi3A | MATa/MATa, whi3A/whi3A, mpt3AVmpt5A, prron- | 3034 Kan

mpt5A/mpt5A pFLOI11- | GFP-KanMX/FLOI11

GFP

*sbirka skupiny YCG (Yeast Colony Group)

4.1.3 Pouzité plazmidy

Pti feSeni diplomového projektu byly pouZzity plazmidy, popsané v tabulce 4.3. Mapy

plazmidt jsou uvedeny na obrazcich 4.1-4.4.

Tabulka 4.3. Seznam pouZitych plazmidu.

Plazmid | Selekéni marker | Pouziti

pll Nat Ptiprava pFLO1[-GFP kmeni
pKT127 | KanMX Ptiprava pFLO1I-GFP kmeni
pSH69 HphMX Odstranéni resistence k Kan, Nat
pUG6 KanMX Ptiprava yap6A4 kment

pUG6-25 | Nat Ptiprava yap6A4 kment
pYMNIS8 | KanMX Ptiprava TEFYAP6 kmenti
pYMN20 | Nat Ptiprava TEFYAP6 kmenti
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Obr. 4.1. Mapy plazmidi pUG6 a pUG6-25, pouzitych pro piipravu kmeni s deleci Y4P6. Plazmid pUG6-
25 je odvozen od plazmidu pUG®6, jehoz KanMX marker byl nahrazen NrsR (=Nat) markerem. Plazmid pUG6-25

ptipravil Ing. Otakar Hlavacek, Ph.D. ze skupiny Laborator biologie kvasinkovych kolonii.
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Obr. 4.2. Mapy plazmidu pK7T127 a pll, pouZitych pro pripravu pFLO11-GFP kmenu. Plazmid p/] je
odvozen od plazmidu pKT127, jehoz KanMX marker byl nahrazen NrsR (=Nat) markerem. Plazmid p!1 piipravil

Ing. Otakar Hlavacek, Ph.D. ze skupiny Laboratoi biologie kvasinkovych kolonii.
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Obr. 4.3. Mapy plazmida pYM-NI18 a pYM-N20, pouzitych pro piipravu TEFYAP6, TEFTEC1 kmenii.
Plazmid pYM-N20 je odvozen od plazmidu pYM-NI8, jehoz KanMX marker byl nahrazen Nat markerem. Dané
kazety byly pouzity pfi vyméné promotoru pozadovaného genu za silny konstitutivni promotor genu TEF

(kodujiciho translac¢ni elongacni faktor 1o u Ashbya gossypii).
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Obr. 4.4. Mapa plazmidu pSH69, pouZitého pro odstranéni rezistence ke Kan a Nat u kmeni po
nékolikanasobné manipulaci genomu.

4.1.4 PouZzité primery

Klonovaci primery, pouzité na piipravu transformacnich kazet a testovaci primery pro
oveétrovaci PCR pochazeji ze zasob YCG skupiny, nebo byly objednany u spolecnosti KRD a
Sigma-Aldrich. Seznam pouzitych klonovacich a testovacich primert, véetné jejich sekvenci a

polohy v genu vzhledem k sekvenci cilového genu jsou popsany v tabulkach 4.4, 4.5.
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Tabulka 4.4. Seznam pouzitych klonovacich primeri pro pfipravu transformacnich kazet.

Nézev primeru Sekvence primeru smérem od 5° k 3 konci | Pouzity Cil transformace
plazmid
FLOIl1FwlIreplace AATTAAAATATACTTTTGTAGGCCTC | pKTi127 Vlozeni GFP za
AAAAATCCATATACGCACACTGGTGA | pll promotor
CGGTGCTGGTTTA FLOI1
FLOI11RevllIreplace AATGAAAACATCGTAATGAAGAAAC
GAACATGTTGGAATTGTATCATCGAT
GAATTCGAGCTCG

TECITEFFw GAAGAATAATCCACCTATTTCAACAA | pYM-N20 Vymeéna
TTCTGATACCTGTTTAACCATGCGTAC promotoru
GCTGCAGGTCGAC

TECITEFRev TATATTTCTAGAATTATCCTTGCCAAA
GTCGTCTTCTTTAAGACTCATCGATGA
ATTCTCGTCG

YAP6DELFw CGAAGAGTGCTAAGGGACAAATGCA | pUG6 Delece genu
AAACCCTCCGTTGATCAGCTGAAGCT | pUG6-25
TCGTACGC

YAP6DELRev AAGTTGATCTTCCAGTACTAGAGATC
AATATCTGCTCCGCATAGGGCCACTA
GTGGATCTG

YAP6TEFFw TTCAATAAACAACAG pYM-N18 Vymeéna
AATAACGAAGAGTGCTAAGGGACAA | pYM-N20 promotoru
GCTTGCCTCGTCCCCGCCGG
YAP6TEFRev GATTATACATATCGGGACGAATCAAC
GGAGGGTTTTGCATCTATAGGGAGAC
CGGCAGAT

Tabulka 4.5. Seznam pouZitych testovacich primerua pro ovéfovaci PCR. Pismeno C oznacuje polohu na
komplementarnim vlakné. Polohy primeru pocitany ze sekvenci genl s 1000 bp. pred zac¢atkem kodujici sekvence
a 1000 bp za kodujici sekvenci. Polohy primert KanMXRev, NatRev, GFP589Rev, Gcn4-GFPoversekvRev a

TEFFw?2 pocitany podle jejich lokalizace na transformacni kazeté.

Néazev primeru Sekvence primeru smérem od 5° k 3° konci | Poloha primeru
FLOI1FwA2 AGGTCCGTTCTCTTCTGATG 565
FLOIIprobeFw TACAACCGAAACTACCATTGT 3748
FLOIIprobeRev TTAGAATACAACTGGAAGAGC 5084 C
FLOI1RevB2 GGCACTACCTTGCAAATACT 1456 C
Gcen4-GFPoversekvRev | CCTACAGGAAAGAGTTACTC 871 C (pKT127)
GFP589Rev TAACAAGACTGGACCATC 589 C (pKT127)
KanMXRev CTGATTGCCCGACATTATCG 585 C (pUG6)
NatRev AGTACGAGACGACCACGAA 770 C (pAG-25)
TECIFw TTCCATTTAGTGACACAGGT 449

TECIRev TGAAATCAGCTCGTTTCTTC 1507 C

TEFFw2 TTAATTACCCGTACTAAAGG 1670 (pYM-NI18)
YAP6FwA AGCGAATTTAAGAAAGAGCGT 428

YAPG6RevB ATCAGGAACAGGTTTGGTTA 1627 C
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4.1.5 Chemikalie

Nazev

Acetat lithny

Agar

Agar6za
CleanSweep™ PCR Purification Reagent
D-glukoza
Ethidiumbromid
Glycerol (bezvody)
HEPES pufr
Hydroxid sodny
Chlorid lithny
Chlorid sodny
Kvasni¢ny autolyzat
Kvasni¢ny autolyzat

Kyselina borita

Kyselina ethylenndiamintetraoctova
Kyselina chlorovodikova

MES pufr

OneTaq® Master Mix

Pepton

Persteril®

Polyetylen glykol 3350

PPP PCR Master Mix

Salmon sperm DNA
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Textova
zkratka/chemicky
vzorec

LiAc

EtBr
C3H3g0Os

NaOH
LiCl
NaCl
YE
YE
H3BO3

EDTA
HCl

PEG

ssDNA

Tris

Vyrobce

Serva

VWR Life Science
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Spofa

Serva

Lach-Ner

Carl Roth
Lach-Ner

Serva

Lach-Ner

VWR Life Science
Formédium

Lachema

Serva
Penta
Sigma-Aldrich
New England Biolabs

IMUNA PHARM
Overlack
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
BioLabs
Sigma-Aldrich



4.1.6 Kultiva¢ni média

4.1.6.1

GM:

GM + 40mM NacCl:;

GM + 120mM NacCl:

0,2D:

0,2D +40mM NacCl:

0,2D + 120mM NaCl:

4.1.6.1

Pevna média

3% (v/v) glycerol
1% (w/v) YE

2% (w/v) agar
0,04% (w/v) glukoza

3% (v/v) glycerol

1% (w/v) YE

0,04% (w/v) glukdza
2% (w/v) agar

1/25 objemu 1M NaCl

3% (v/v) glycerol

1% (w/v) YE

2% (w/v) agar

0,04% (w/v) glukdza
3/25 objemu 1M NaCl

0,2% (w/v) glukoza
1% (w/v) YE
2% (w/v) agar

0,2% (w/v) glukoza
1% (w/v) YE

2% (w/v) agar

1/25 objemu 1M NaCl

0,2% (w/v) glukoza
1% (w/v) YE

2% (w/v) agar

3/25 objemu 1M NaCl

Tekuta média

Skladovaci médium: 60% (v/v) glycerol

YD:

Gal:

2% (w/v) glukoza
2% pepton
1% (w/v) YE

2% (w/v) glukoza
1% (w/v) YE

2% (w/v) galaktdza
1% (w/v) YE
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Do médii s Kan, Nat, Edi nebo Hygr bylo ptfidano odpovidajici mnozstvi ptislusného

antibiotika pro vyslednou koncentraci, popsanou v tabulce 4.6.

Tabulka 4.6. Seznam pouZitych antibiotik a jejich koncentraci v médiu.

Nazev Textova zkratka | Koncentrace v mediu, mg/1000 ml | Vyrobce

Edicin Edi 20 SANDOZ

Geneticin G418 200 MP Biochemicals

Hygromycin B | Hygr 400 Sigma-Aldrich

Nourseothricin | Nat 100 WERNER BioAgents
4.2 Metody

4.2.1 Kultivace

Kultury na pevnych mediich byly kultivovany v termostatu za teploty 28°C. Pevné médium
se pouZivalo pifi inokulaci bunék ze zasobnich kultur, vyCarkovani klonG pfi analyze
transformantti, vysevech monokolonii za G¢elu analyzy transformantd a sledovani morfologie

kolonii.

Kultury v tekutém mediu se kultivovaly v Erlenmeyerovych bankach na tfepatce MIULab

Es-60 pfi teploté 28°C a frekvenci tiepani 150 rpm.

4.2.2 Sterilizace

Zasobni roztoky, roztoky pro piipravu médii a spotfebni laboratorni material (Spicky
pro pipety, mikrozkumavky, paratka) se sterilizovaly v autoklavu 20 minut pfi teploté 121°C a
tlaku 100 kPa. Laboratorni sklo se sterilizovalo v horkovzdusné susarn¢ 2 hodiny pii teploté
180°C. Plastové zkumavky byly sterilizovany parou kyseliny peroctové po dobu minimalné 24

hodin. Pracovni povrchy byly sterilizovany za vyuzitim dezinfek¢niho piipravku Persteril®.

4.2.3 Uchovavani zasobnich kultur

Kultury ulozené do sbirky byly uchovavany ve Sroubovacich mikrozkumavkach se
skladovacim médiem pii teploté -80°C. Pro kratkodobé uchovavani byly kultury na Petriho
miskach skladovany pti4 °C.

4.2.4 Spektrofotometrické stanoveni po¢tu bunék

Do 1,5 ml Eppendorfovych zkumavek byla pfipravena suspenze bunék z kultury na
pevném mediu. Pocet bun¢k byl stanoven na zdkladé¢ OD, pomoci spektrofotometru WPA
S1200 Spectrawave, pti vinové délce 600 nm. Jako blank byla pouZita destilovana voda (10mM
HEPES v piipad€ stanoveni poc¢tu bun¢k pro méfeni intenzity fluorescence na CLARIOstar

Plus microplate reader).
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Suspenze byla nafedéna tak, aby vysledna koncentrace bun¢k zhruba odpovidala 0,2-
0,5 OD. Pii vyssich hodnotach OD dochazi ke ztraté linearity zavislosti OD na koncentraci
bunék v suspenzi. Na zdkladé¢ méteni nafedéné suspenze byla vypoctena koncentrace bun¢k v
puvodnim vzorku. Suspenze ztekutého média byly pfimo nebo po nafedéni zméfeny

pomoci spektrofotometru.

4.2.5 Méreni intenzity fluorescence na CLARIOstar
Do 2 ml Eppendorfovych zkumavek bylo ptipraveno 1 ml 10mM HEPES pufru, pH 7,5

a vytvofena suspenze bun¢k. Suspenze byla vhodnym zptisobem ziedéna pufrem na objem 3-
5 ml a OD ziedéné suspenze byla zméfena pomoci WPA S1200 Spectrawave spektrofotometru
pti vinové délce 600 nm. Koncentrace suspenze byla upravena podle naméfenych udaji na
vyslednou hodnotu 0,2, ktera pfiblizng odpovida koncentraci 2x10° bunék/ml.

Do ¢ernych, neprihlednych mikrotitracnich desticek s plochym dnem (Microtiter) bylo
naneseno 100 pl této bunécné suspenze, intenzita jejich fluorescence byla zméfena pomoci

CLARIOstar Plus microplate reader za parametrt, popsanych v tabulce 4.7.

Tabulka 4.7. Parametry méieni fluorescence pomoci CLARIOstar Plus microplate reader.

Parametr Me¢feni fluorescence GFP | Méfeni fluorescence DsRed
Pocet excitaci 20 20

Fokalni vyska 3,3-4,0 mm 3,3-4,0 mm

Gain 1000 1500

VInova délka excitace 470-15 nm 540-15 nm

VInova délka méfené emise | 515-20 nm 605-20 nm

7 kazdé suspenze byl nanesen vzorek do 6 jamek, z kazdé kultury (kmen / médium/doba
kultivace) byly pfipraveny 3 nezavislé vzorky (suspenze bunck). Kultivace byla opakovana
nejméné dvakrat. Vzhledem k nehomogenni povaze suspenzi bunék izolovanych z kolonii, byla
variabilita uvnitf Sestice zna¢na (20-80% priméru). Kazda desticka byla zméfena 3x po sobé,
takZe pro kazdou suspenzi bylo zméfeno 18 hodnot fluorescence. Emitovana fluorescence byla

méfena ve vertikalni spirale. Vysledky méfeni byly hodnoceny statisticky.

4.2.6 Priprava kmeni pro analyzu interakce Whi3p-Yapép a Flo11p
4.2.6.1 Typy pouzitych transformaci

Pro ucely dane préace byly pouzity n¢kolik typl transformaci, které méli za cil vyménu
promotoru, deleci zvolenych gentll, nebo inzerce kddujici sekvence fluorescencniho proteinu
GFP za jejich promotor. Plazmidy pouZité pro piipravu transformacnich kazet obsahovali loxP
mista, kterymi byli ohrani¢eny geny pro rezistenci k antibiotikiim. To umozniuje nasledujicim
vnesenim plazmidu pSH69, ktery obsahuje CreA rekombindzu, odstranit rezisten¢ni markery.
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Odstranéni selek¢nich marker pomoci CreA rekombindzy je popsano v podkapitole ¢. 4.2.6.9.

Priklady typt pouzitych transformaci schematicky zobrazeny na obrazku 4.6.

M Na [ 1EF ] [ GEP [KanMx]]

\ / Homologni rekombinaceI IHomologni rekombina:R I
[1 U

| T wps | | ( ] [ [FLo11 promorer [1 FLO1I ] ]

+ v v

(T Nar | 7EF ][] Y4P6 |] ( [T Nar ] ] ([#rou promotrer [ GFP [KanMx]] ]

Obrazek 4.6. Typy pouzitych transformaci. (A) Nahrazeni promotoru pozadovaného genu za silnym
konstitutivnim promotorem genu TEF (Ashbya gossypii). (B) Delece vybraného genu. (C) Inzerce kodujici
sekvence fluorescenéniho proteinu GFP za promotor FLO!1. Cervenou barvou zvyraznény geny pro rezistence k
antibiotiktim, zelenou — cilové geny. Seda barva znazoriuje homologni sekvence, pouzité v primerech. Modrou
barvou v pfipadé (A) zvyraznéna promotorova sekvence genu TEF, v piipadé (B) kodujici sekvence

fluorescencniho proteinu GFP.

4.2.6.2 Priprava kazet pro transformaci kvasinek

Pro pfipravu delecni kazety na bazi pUG6 a pUG6-25 plazmidi bylo do PCR
mikrozkumavek piipraveno 50 pl reakéni smési. Slozeni reakéni smési je popsano v tabulce
4.8. Smes byla dikladné promichéna, rozdélena do 2 PCR mikrozkumavek po 25 ul a umisténa

do cykleru. Reakce probé¢hla podle zvoleného teplotniho programu, popsaného v tabulce 4.9.

Tabulka 4.8. SloZeni reak¢ni smési pro pripravu delec¢ni kazety.

Slozka reak¢ni smési Objem, (ul)
Sterilni redestilovana voda | 17

Primer (5 uM) 3

Reverzni primer (5 uM) 3

PPP Master Mix 25
Templatova DNA 2
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Tabulka 4.9. Teplotni program pro pripravu dele¢ni kazety

Faze reakce Teplota, (°C) Cas Pocet cykli
1. Start reakce 94 5 min

2. Denaturace DNA 94 40 s

3. Annealing primerQ 54 45's 35

4. Syntéza DNA 72 100 s

5. Dosyntetizovani 72 5 min

Kazety na ptipravu GFP kment byly pfipraveny na bazi plazmida p11 a pKT127. Do PCR
mikrozkumavek bylo pripraveno 50 pl reakéni smési, jejiz slozeni je popsano v tabulce 4.10.
Na ptipravu kazet pro fizi (a vyménu promotoru) byl pouzit OneTaq® Master Mix, ktery ma
veétsi presnost syntézy DNA, nez PPP Master Mix. Po dikladném promichani byla smés
rozdélena do 2 PCR mikrozkumavek po 25 pl a umisténa do cykleru. Reakce probé&hla podle

zvoleného teplotniho programu, popsané¢ho v tabulce 4.11.

Tabulka 4.10. SloZeni reak¢éni smési pro pripravu flizni kazety.

Slozka reakéni smési Objem, (ul)
Sterilni redestilovana voda | 17

Forward primer (5 pM) 3

Reverzni primer (5 pM) 3

OneTaq® Master Mix 25
Templatova DNA 2

Tabulka 4.11. Teplotni program pro piipravu fiiznich kazet

Faze reakce Teplota, (°C) | Cas Pocet cykla
1. Start reakce 94 3 min

2. Denaturace DNA | 94 30s

3. Annealing primert | 56 30s 35

4. Syntéza DNA 68 160 s

5. Dosyntetizovani 68 10 min

Pro ptipravu kazet pro vyménu promotoru na bazi plazmidi pYM-N18 a pYM-N20 bylo
do PCR mikrozkumavek ptipraveno 50 ul reakéni smési, jejiz slozeni je popsano v tabulce
4.12. Po dikladném promichani byla smés rozdélena do 2 PCR mikrozkumavek po 25 pl a
umisténa do cykleru. Reakce probéhla podle zvoleného teplotniho programu, popsaného
v tabulce 4.13.

Tabulka 4.12. SloZeni reakéni smési pro pripravu kazety pro vyménu promotoru.

Slozka reak¢ni smési Objem, (ul)
Sterilni redestilovana voda 17

Forward primer (5 pM) 3

Reverzni primer (5 uM) 3
OneTaq® Master Mix 25
Templatova DNA (plazmid pYM-N18/pYM-N20) | 2
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Tabulka 4.13. Teplotni program pro piipravu kazety pro vyménu promotoru

Faze reakce Teplota, (°C) | Cas Pocet cykla
1. Start reakce 94 3 min

2. Denaturace DNA | 94 30 s

3. Annealing primert | 56 30s 35

4. Syntéza DNA 68 160 s

5. Dosyntetizovani 68 10 min

4.2.6.3 Transformace bunék S. cerevisiae LiAc/PEG metodou (podle
Gietz et al., 2007)

Kultura pfislusného kmene byla inkubovéana ptfes noc v 10 ml tekutého YD média s
edicinem na rotacni tfepacce MIULab ES-60 pfi teploté 28 °C, frekvenci ttepani 150 rpm.

V nésledujici den (po 12-15 hodinach kultivace) bylo 2 ml suspenze pieockovano do 30
ml Cerstvého YD média s edicinem. Po 4 hodinach kultivace byla zméfena koncentrace bungk,
kterd by méla zhruba odpovidat hodnoté 2x107 bunék/ml. Suspenze byla pievedena do
sterilnich 30 ml zkumavek a centrifugovana na Hettich Universal 320R pti 3000 rpm po dobu
5 minut. Po odstranéni supernatantu byly buiiky resuspendovany v 25 ml sterilni destilované
vody a znovu centrifugovany za stejnych podminek. Po odstranéni vody byly buiiky nasledné
resuspendovany v 1 ml sterilni destilované vody. Po centrifugaci na Hettich Mikro 200 pfti
10000 rpm po dobu 1 min, byl odstranén supernatant, buiiky byly resuspendovany v takovém
objemu destilované vody, aby vysledna koncentrace v suspenzi odpovidala 5x10%/ ml.

Do 2ml Eppendorfové zkumavky bylo ptipraveno 100 pl vysledné suspenze. Po kratké
centrifugaci byl odstranén supernatant a pfidano 360 ul transformac¢ni smési (slozeni viz.
tabulka 4.14). SS-Carrier DNA (Salmon sperm DNA) byla denaturovana po dobu 5 minut ve
vrouci vodni 1azni. SS-Carrier DNA byla pfiddna k transformacnimu pufru tésné¢ pted jeho
pouzitim.

Vysledna transformacni smés (buiiky, transformacni pufr a transformujici DNA) byla
dikladné promichéana a inkubovéana ve vodni 1azni 40 min (pfip. 20 min) za teploty 42 °C. Pti
opakované transformaci (postupné modifikaci genomu) byla doba heat shocku zkracena na 20
transformovanych bun¢k.

Po inkubaci, zkumavky byly kratce odstfedény pii 10 000 rpm po dobu 1 min,
transformacni pufr odebran a nahrazen 1 ml YD média s edicinem. Smés byla pfemisténa do
15 ml zkumavky a inkubovéna na tiepacce (150 rpm, 28 °C) po dobu 3 hodin. Vysledna kultura
byla vyseta na selektivni GM plotny a inkubovana v termostatu za teploty 28 °C.
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Tabulka 4.14. SloZeni smési pro transformace.

Slozka transformacni smési Objem, (ul)
Transformacni kazeta (50-100 ng/ul) | 20

LiAc (1M) 36
SS-Carrier DNA (10 mg/ml) 12

Sterilni redestilovana voda 72

PEG 3350 (50%, w/v) 240
Celkovy objem smési 360

4.2.6.4 Selekce a purifikace transformanti

Po 5-7 dnech byly kolonie transformanti narostlé na selektivnich plotnach pfeockovany
na stejné selektivni médium. Nasledujici den byla z narostlych klonti izolovana chromozomova

DNA pro ovéfovaci PCR. PCR reakce byla provedena za vyuziti testovacich primera, které

byly zvoleny v zavislosti na pouZité transformacni kazeté, napt. YAP6FwA - NatRev.

Pozitivni klony byly purifikovany vysevem na stejné selektivni médium. Po 4 dnech
byly odebrany 4 kolonie od kazdého pozitivniho klonu a genotyp kolonii byl ovéfen pomoci
PCR jako v pfedchozim piipadé. Pomoci paru testovacich primert byla rovnéZ ovétena
pritomnost nemutované alely v genomu (napt. YAP6FwA - YAP6RevB). Principy testovacich

PCR reakci jsou schematicky znazornény na obrdzku 4.7. Pozitivni klony byly ulozeny do

sbirky.

A Primer F B
(YAP6FwA)

Primer F

(YAP6FwA)

[ PromotorYAP6 I YAPO D EIPromolorYAP(S I Nat D

Primer R
(YAP6RevB)

Obrazek 4.7. Obecné principy testovacich PCR reakei. (A) Reakce pro ovéfeni pfitomnosti intaktni alely YAP6.

(B) Reakce pro ovéteni delece (alesponi jedné) alely YAP6 genu.
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4.2.6.5 Izolace chromozomové DNA pro PCR reakce

Do 0,2 ml mikrozkumavek bylo pfipraveno 40 pul 20mM NaOH a pfidano malé
mnozstvi biomasy testovan¢ho klonu (24 h kultivace na selektivnim mediu). Vzorky byly
dikladné promichany a umistény na PCR cykler Bioer Technology GenePro. Denaturace DNA
probéhla podle zvoleného programu (15 min pti 95 °C). Po denaturaci byly vzorky
centrifugovany v centrifuze Labnet International C1301-B po dobu 1 min. Supernatant s

izolovanou DNA byl odebran do 1,5 ml zkumavek a uchovavan pfi teploté -18 °C.

4.2.6.6 Ovéreni genotypu transformantii pomoci PCR

Do PCR mikrozkumavek byla pfipravena reakéni smés podle tabulky 4.15. Vysledna
smés byla umisténa do cykleru. PCR reakce probihala podle teplotniho programu, ktery byl
zvolen v zavislosti na doporucené teploté annealingu pouzitych primert. Pouzité kombinace

primerd jsou popsany v tabulce 4.16, teplotni programy jsou popsany v tabulkach 4.17, 4.18.

Tabulka 4.15. SloZeni reak¢ni smési pro PCR reakce.

Reakéni slozka Objem, (ul)
Forward testovaci primer (5 uM)
Reverzni testovaci primer (5 pM)
Templatova DNA

Sterilni redestilovana voda

PPP Master Mix

N[ ===

Tabulka 4.16. PouZité kombinace primeri pro ovérovaci PCR reakce.

Reakce Pouziti
FLOI1FwA2 — FLOI1RevB2 Ovéfeni pritomnosti nemodifikované alely FLOI 1
FLOI1FwA2 — GFP589Rev Ovéteni zabudovani GFP sekvence za promotor FLO1 1]

FLOI11FwA2 — Gen4-GFPoversekvRev | Priprava templatu pro sekvenovani (kontrola pFLO11-GFP klonti)
FLOI IprobeFw — FLOI IprobeRev Urceni typu alely FLOI1

TECIFw — NatRev Ovéteni delece TEC] alely

TECIFw— TECIRev Ovéfeni pritomnosti nemodifikované alely TEC/
TEFFw— TECIRev Ovéfeni vymeny promotoru TEC! za promotor TEF
TEFFw— YAP6Rev Ovéfeni vymeny promotoru Y4P6 za promotor TEF
YAP6Fw — YAPG6Rev Ovéfeni pritomnosti nemodifikované alely YAP6
YAP6Fw — NatRev Ovéteni delece YAPG alely

YAP6Fw — KanMXRev Ovéteni delece YAPG alely

Tabulka 4.17. Teplotni program pro ovérovaci PCR reakce s primery gent FLOI1, YAP6 (krome TEF

primeri).
Faze reakce Teplota, (°C) | Cas Pocet cykla
1. Start reakce 95 2 min
2. Denaturace DNA | 95 30s
3. Annealing primert | 50 40s | 35
4. Syntéza DNA 72 80's
5. Dosyntetizovani 72 8 min
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Tabulka 4.18. Teplotni program pro ovéifovaci PCR reakce s TEF primery

Faze reakce Teplota, (°C) | Cas Pocet cykla
1. Start reakce 95 2 min
2. Denaturace DNA | 95 30s
3. Annealing primert | 54 40s | 35
4. Syntéza DNA 72 80's
5. Dosyntetizovani 72 8 min
4.2.6.7 Horizontalni elektroforéza DNA v agarézovém gelu

Pro elektroforézu byl pouzit 0,7% agarozovy gel, ktery byl ptipraven rozvaienim 0,49
g agardzy v 70 ml 0,5xTBE pufru (10x fedény 5xTBE. Slozeni 5XTBE pufru je popsano
v tabulce 4.19). Po ochlazeni na teplotu kolem 40-50 °C bylo ptidano 100 pl EtBr (100 mg/ml),
gel byl pfelit do formy se zvolenym hiebenem. Po ztuhnuti, gel byl pfemistén do
elektroforetické 14zné s 0,5 x TBE pufrem. Do odpovidajicich jamek v gelu byly pfidany vzorky
(3 pul PCR produktu) a standard (3 pl, GeneRuler DNA Ladder Mix) pro porovndni hmotnosti
vyslednych produktl. Elektroforéza probihala 40 minut za konstantniho stejnosmérné¢ho napéeti

&80 V/em.

Tabulka 4.19. SloZeni 5x TBE.

Slozka roztoku | Mnozstvi
Tris 0,2M
EDTA (0,5M) | 10mM
Kyselina borita | 0,45M

Po ukonceni elektroforézy, byla DNA zviditelnéna pomoci UV transiluminatoru,

snimky gelu byly uschovany pro dalsi pouziti.

4.2.6.8 Ovérovani transformanti sekvenovanim DNA

Pro ovéieni spravného zabudovani transformacni kazety byla nejdiiv provedena
ovérovaci PCR reakce. Produkty PCR reakce byly ovéfeny elektroforézou a piecistény za
pouziti komeréniho kitu CleanSweep. Pro kazdy vzorek je do PCR mikrozkumavek ptipraveno:
5 ul PCR produktu a 1 ul CleenSweep Master Mix. Vyslednd smés je umisténa do cykleru,
purifikace PCR produktu probiha podle programu uvedeného v tabulce 4.20.

Tabulka 4.20. Teplotni program pro piecisténi PCR produktu.

Féze | Teplota, °C | Délka, min
1. 37 30
2. 80 15
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Precistény produkt PCR je templatem pro sekvenovani Sangerovou metodou. PCR
produkt je vhodné natfedén podle koncentrace DNA v PCR produktu (odhad podle sily bandu

v gelu). Smés pro sekvenovani je popsana v tabulce 4.21.

Tabulka 4.21. SloZeni smési pro sekvenovani.

Slozka smési Mnozstvi, ul
PCR produkt 1
Primer 1
Redestilovana voda | 6

Vlastni sekvenovani DNA zajistila Sekvenacni laboratof v centru Biocev, Vestec.

4.2.6.9 Odstranéni selekénich markeri pomoci CreA rekombinazy

Pro odstranéni selek¢nich genti podminujicich rezistenci ke Kan a Nat u kment po
nékolikanasobné manipulaci genomu byl do bunék vnesen replikativni plazmid pSH69,
obsahujici gen kodujici CreA rekombindzu a marker pro rezistenci k hygromycinu. CreA
rekombinaza je pod kontrolou GALI promotoru, coz umoziuje regulovat expresi CreA na
zaklad¢ ptitomnosti galaktézy v médiu. Exprimovana CreA rekombinaza specificky vystépi
sekvence, které se nachazeji mezi loxP misty. V kazetach pouzitych pro deleci genti jsou geny
pro rezistenci k antibiotikim ohrani¢eny loxP sekvencemi. Schematické zobrazeni ptsobeni

CreA rekombinazy je na obrazku 4.5.

| JLoxP|KanMX|LoxP| |
l CreA rekombinaza

[ [LoxP] ]
+

GKanMXILoxID

Obr. 4.5. Odstranéni selek¢énich markeri pomoci CreA rekombinazy. CreA rekombinaza specificky

vysStépuje sekvence, které se nachazeji mezi loxP misty, kterymi byly ohraniCeny geny pro rezistenci

k antibiotikiim v pouzitych transformacnich kazetach.

Transformace za pouziti plazmidu pSH69 se provadéla u kment, u kterych byly
postupné delegovany obé alely cilového genu, postupnym jejich nahrazenim geny pro rezistenci
ke Kan a k Nat.

Po transformaci byly bunky vysety na GM médium s Nat, G418 a Hygr. Po 5-7 dnech

byly narostlé kolonie pieneseny do tekutého YD média se stejnymi antibiotiky a kultivovaly se

56



pres noc na tfepacce MIULab Es-60 pfi teploté 28°C a frekvenci tfepani 150 rpm. Nasledujici
den byly bunky izolovany z YD média centrifugaci (Hettich Universal 320R pti 3000 rpm po
dobu 5 minut), promyty destilovanou vodou a pieneseny do tekutého Gal média s Hygr. Po 3
hodinach kultivace byly buiky vysety na GM médium. Po 3-5 dnech kultivace byly kolonie
otisknuty sametem a pieneseny na 3 varianty GM média: bez antibiotik, s Kan, s Nat. V
nasledujici den byly vybrany kolonie nerostouci na obou médiich s antibiotikem a vycarkovany
na GM médium a GM médium s Hygr. Klony, které ztratily plazmid pSH69, nerostouci na
médiu s Hygr, byly otestovany ovétovaci PCR reakei (Forward primer modifikovaného genu +
Reverzni primer Nat Rev/KanMX Rev, popsanych v tabulce 4.5). Negativni klony obou reakce
byly purifikovany a uloZeny do sbirky.

4.2.7 Statistické zpracovani namerenych dat

Vysledky dil¢ich test byly prabézné¢ hodnoceny pomoci t testu (oboustranny,
s rozdilnymi rozptyly). Data z nezavislych méteni pro stejné kmeny a média byla propojena
pomoci transformace podle Valcu a Valcu (2011).

Distribuce hodnot byla vizualizovana pomoci histogramu a nasledné kvantilovymi
grafy. Namétené hodnoty nesleduji normalni rozdéleni, distribuce je pozitivné seSikmena.

Zavislost hodnot fluorescence na sledovanych parametrech (vliv kmene a vliv média)

byla hodnocena pomoci ANOVA testu rozptylu. Tato metoda vyzaduje shodu rozptyli (An

introduction to the two-way ANOVA. https://www.scribbr.com/statistics/two-way-anova/).
Pomoci Levene testu shody rozptylu (Levene 1960) bylo zjisteno, ze rozptyly mezi
jednotlivymi ,,08etfenimi* jsou pritkazné rozdilné. Resenim proto byla ARTool (The Aligned
Rank Transform for nonparametric factorial analyses) transformace dat, tedy pifevod hodnot
fluorescence transformaci, kterd nasledn¢ umoznuje analyzu variance oddélen¢ pro kmen,
médium 1 urceni piispeévku interakce mezi témito parametry (Wobbrock et al., 2011). Odhad
vlivu jednotlivych parametrii je piesn€jsi. V. ANOVA tabulkach jsou uvedeny nasledujici
hodnoty:

Df (degree of freedom) — pocet stupniil volnosti, odpovida poctu tiid dané¢ho parametru -1 (pro
3 typy médii Df = 2), rovnéz oznacovany DFT

Dfires (degrees of freedom for residues) — odvozena z rozdilu poc¢tu vSech méteni zahrnutych
do dané analyzy a poctu srovnavanych skupin (N-k), rovnéz ozna¢ovana DFE (od error)
Sum.Sq — rozptyl vysvétleny ,,08etfenim* (parametrem), rovnéz oznacovany SST

Sum.Sq.Res — residudlni rozptyl, rovnéZz oznacovany SSE
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F value — statistika u ANOVA analyzy, s F rozdélenim, zavislym na poctech stupiiti volnosti
Df.

Pr — pravdépodobnost dosazeni dané¢ hodnoty F nebo vyssi pti platnosti hypotézy Ho o shodé
priméri nebo medianti mezi testovanymi skupinami. Hypotéza se zpravidla zamitd pii Pr
<0,05.

Parcialni efekt parametru (hodnota Eta, vyjadiend jako podil Sum.Sq a celkové variability

(Sum.Sg+ Sum.Sq.res) (Lakens, 2013).

n’p= SST/ (SST+SSE) MST=SST/DFT MSE=SSE/DFE F=MST/MSE
(popis podle The ANOVA table and tests of hypotheses about means, Engineering Statistics

Handbooks. https://www.itl.nist.gov/div898/handbook/prc/sectiond/prc433.htm).

U testl s vysokym efektem interakce mezi parametry (nad 0,1) byl proveden Tukey
HSD test v ramci balicku ARTool. Jde o parovy ,,post hoc* test. HSD je zkratkou pro ,,honestly
significant difference®, neboli test signifikantnich rozdili mezi priméry vSech variant (v daném
piipad€ napt. vSech kombinaci kmen x médium). Hodnota statistiky je rovna podilu rozdilu
mezi pruméry dvou variant a sttedni chyby priiméru (standard error of the mean (SE), coz je
podil variance a poctu méfeni v ramci dané¢ho oSetfeni) (An introduction to the two-way

ANOVA. https://www.scribbr.com/statistics/two-way-anova/, Tukey test.

https://www.statisticshowto.com/tukey-test-honest-significant-difference/#google vignette).

Vysoka absolutni hodnota statistiky a nizka hodnota pravdépodobnosti dosazené
hodnoty pfti platnosti Ho (absence rozdilu mezi priiméry) potvrzuje piitomnost rozdili mezi
takovymi kombinacemi. Tukey test upravuje kritické hodnoty statistiky pro zamitnuti hypotézy
podle poctu provedenych testii. Vysledky Tukey analyzy jsou uvedeny v ptiloze.
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M. -M.
HSD = :
MS

w

o  Mi—M; je rozdil prmérl mezi variantami

e MSy (Mean Square Within), variance hodnot v daném osetfeni (varianté)

df Within

S v
MS ity = 22 Within

“df” je pocet stupiti volnosti, hodnota odpovida rozdilu poc¢tu hodnot zahrnutych do analyzy a

poctu skupin

SSwithin je soucet rozptylit uvnitf skupin, hodnotu lze stanovit jako soucin poctu stupiiii volnosti

pro danou skupinu (n-1) a hodnoty rozptylu uvniti skupiny.

4.2.8 Pocitacové programy, internetové servery a databaze

Saccharomyces Genome Database (SGD) www.yeastgenome.org — databaze

UniProt www.uniprot.org — databaze

Clustal Omega (1.2.4) www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo — srovnani sekvenci (sequence

alignment)
PhyML (3.1/3.0 aLRT) — tvorba fylogenetického stromu na zéklad¢ zarovnanych sekvenci
Jalview (2.11.1.3) — software pro vizualizaci a zpracovani sekvenci

Oligo Calculator version (3.27), Primer-BLAST — navrhovani primerii
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5 Vysledky

V ptedchozich studiich bylo zjisténo, ze kmen s deleci WHI3 méa vyrazné snizenou hladinu
Flo11p, zpomaleny rtst a téméf hladké tfidenni kolonie. U starSich kolonii je zfetelna kresba,
ale kolonie zlstavaji ploché. Pomoci hmotnostni spektrometrické analyzy proteinovych
extraktll byla u kmene s deleci WHI3 zjisténa zvySena hladina transkripcniho faktoru Yap6p
oproti kmenim s funkénim WHI3.

V literatufe se Yap6p popisuje jako soucdst bunééné odpovédi na stres, protein, ktery
interaguje s regulaénim komplexem Tuplp-Cyc8p, mimo jiné regulujicim expresi FLOI].
Také je predpokladana jeho interakce s proteinem Sok2p, ktery se zlcastni regulace
filamentarniho rastu.

Ptedpokladame, Ze je Yap6p pod kontrolou Whi3p, podili se na regulaci exprese FLOI1 a
ze se jeho vliv miize ménit v zavislosti na podminkach kultivace. Ocekava se, Ze pokud bude u
kment s deleci WHI3 odstranén/nadprodukovan gen Y4P6 — dojde ke zméné exprese FLOII a

efekt bude zavisly na kultiva¢nich podminkach, zejména pfitomnosti osmotického stresu.

5.1 Priprava kmeni s mutacemi YAP6, produkujicich fluorescen¢né

znaceny Flo11p a optimalizace podminek pro méreni fluorescence

Cilem bylo ptipravit znacené kmeny s mutacemi v pozadovanych genech, optimalizovat
kultiva¢ni podminky a podminky méfeni intenzity fluorescence pro sledovani vlivu genotypu

piipravenych mutantii na expresi FLOI 1 za neselektivnich podminek.

5.1.1 Priprava kmeni pro analyzu

Pro analyzu vlivu mutaci YAP6, TECI, MPT5 u rodicovského kmene a kmene s deleci
WHI3 na expresi FLOI1 a morfologii kolonii byla pfipravena sada kmenti. Kmeny s mutacemi
YAP6 byly déle charakterizovany pii kultivaci v pfitomnosti soli: NaCl a LiCl. Pouzité
plazmidy jsou popsany v tabulce 4.3, primery v tabulce 4.4. Pfipravené kmeny byly ovéfeny
ovétovaci PCR a sekvenovanim. V ramci dané prace byly pouZivany diploidni kmeny S.
cerevisiae, a proto pro piipravu delecnich kmenl byly postupné deletovany obé alely
ptislusného genu. Piiprava kment zna¢enych DsRed je schematicky zobrazena na obrazku 5.2,

kmentl zna¢enych GFP — na obrazku 5.3.
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Pti ptipravé pFLO11-GFP kment byly vybrany pro dalsi analyzu kmeny se zachovanou
delsi alelou FLOII (v kodujici sekvenci obsahuje inzert 45 nukleotidl, vykazuje silnéjsi
pozitivni vliv na vras¢itost kolonie). Kmeny znacené fluorescencnim proteinem DsRed jsou
odvozeny od puvodniho kmene BR-F FlolIp-DsRed, u nichz nebyla delsi alela FLOI1
modifikovdna. Na obrazku 5.1 je zobrazeno srovnani kodujicich sekvenci FLOII
(Yeastgenome.org) a kmene ¢.sb. 3023 (BR-F whi3A/whi3A mpt5A/mpt5A pFLOI1-GFP,
genotyp je totozny s ¢.sb. 3034), ktery ma zachovanou dlouhou alelu FLO!1.

tifdtttdttatrdtdrarttdatardt oot rdataaas

# Matrix: EDNAFULL

# Gap penalty: 10.0

# Extend penalty: 0.5

#

# Length: 650

# Identity: 458/650 (70.5%)

# Similarity: 458/650 (70.5%)

# Gaps: 170/650 (26.2%)

# Score: 2147.0

#

#

#============ =—======= =—=====

3023CDs 301 GTCACTGGTCCRAAAAGATACCGTCCAACTATACGGTTACGACGARAANTAC 350
FEEEEEErEr et b ettt

FLO11CDS 301 GTCACTGGTCCRAAAAGGTACCGTCCRACTATACGGTTA-———-—-——————— 338

3023CDs 351 CGATTGGATTGACAACCCACTTGTTTCCCGTTGCGACGARAATACCTATT 400

bt
FLO11CDS 339 CAACGARAATACCTATT 355

Obr. 5.1. Srovnani dlouhé a kratké alely FLOI11. Kmen ¢.sb. 3023
(BR-F whi3 A/whi3A mpt5 Ampt5A pFLO11-GFP, genotyp je totozny s &.sb. 3034) mé zachovanou dlouhou alelu
FLOI11. Kodujici sekvence kratké alely FLO11 pochazi z databaze Yeastgenome.org. Sedou barvou zvyraznéna

sekvence inzertu v kodujici sekvenci dlouhé alely. Pro porovnani sekvenci byl pouzit EMBOSS Needle s matrici
DNAfull.
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BR-F whi3Awhi3A FLO11p-DsRed
(Kan, Nat) ¢.sb. 1865

BR-F FLO11p-DsRed
¢.sb. 1235

Vneseni plazmidu pSH69 a nasledujici odstranéni
selekénich markerti pomoci CreA rekombindzy

Delece alely genu YAP6. Na pfipravu
fragmentii kazety byl pouZit plazmid pUG6

BR-F whi3 Atwhi3A FLO11p-DsRed
¢.sb. 3007

BR-F yap6A FLO11p-DsRed
(Kan) ¢.sb. 3017

Delece alely genu Y4P6. Na pfipravu
fragmentt kazety byl pouZit plazmid pUG6

Delece druhé alely genu Y4P6. Na pfipravu
fragmentii kazety byl pouZit plazmid pUG6-25

BR-F whiz Awhi3Ayap6A FLO11p-DsRed BR-F yap6 Ayap6A FLO11p-DsRed
(Kan) ¢.sb. 3013 (Kan, Nat) ¢.sb. 3032
Delece druhé alely genu YAP6. Na piipravu
fragmentt kazety byl pouZit plazmid pUG6-25
BR-F whiz Awhi3 A yap6 Ayap6A FLO11p-DsRed
(Kan, Nat) ¢.sb. 3028
BR-F whi3 Awhi3A FLO11p-DsRed BR-F mpt5 A/mpt5A FLO11p-DsRed
¢.sb. 3007 (Kan, Nat) &.sb. 1275

Vyména promotoru genu Y4 P6 za promotor
genu TEF (Ashbya gossypii). Na pfipravu
fragmentil kazety byl pouZit plazmid pYM-N18

Vneseni plazmidu pSH69 a nisledujici odstranéni
selekénich markerti pomoci CreA rekombinizy

[ BR-F whi3 A'whi3 A TEFYAPG FLOI1p-DsRed ] [

BR-F mpt5 A/mpt5A FLO1Ip-DsRed
(Kan) ¢.sb. 3016

¢.sb. 3010

Obr. 5.2. Pfiprava kmenii znaéenych DsRed. Sedou barvou jsou zvyraznény rodi¢ovské kmeny, které pochazeji
ze sbirky YCG skupiny. Sipky znazoriiuji jednotlivé transformace. V zavorkach je uvedena informace o

rezistencich k antibiotikim u pfislusnych kment.

BR-F whi3 A'whi3ApFLO11-GFP
(Kan) ¢.sb. 1817

BR-F tecl AltecI A pFLO11-GFP
(Kan) &.sb. 2045

Vyména promotoru genu 7EC] za promotor
genu TEF (Ashbya gossypii). Na pfipravu
fragmenti kazety byl pouZit plazmid pYM-N2(

Vyména promotoru genu YAP6 za promotor
genmu TEF (Ashbya gossypii). Na piipravu
fragmenti kazety byl pouzit plazmid pYAM-N20

BR-F whi3Awhi3A TEFTECI pFLOII-GFP
(Kan, Nat) ¢.sb. 3002

BR-F tecI Atecl A TEFYAP6 pFLO1I-GFP
(Kan, Nat) ¢.sb. 3004

BR-F whi3 A'whi3A pFLO11-GFP
(Kan) ¢.sb, 1817

BR-F whi3 Awhi3A mpt5A/mpt5A pFLO11GFP
¢.sb. 1997

Vyména promotoru genu Y4P6 za promotor
genu 7EF (Ashbya gossypii). Na piipravu
fragment kazety byl pouZit plazmid pYM-N20

VloZeni sekvence fluorescenéniho proteinu GFP
tésné& za promotor FLO!!. Na piipravu
fragmenti kazety byl pou#it plazmid pK7127

BR-F whi3 Awhi3A TEFYAP6 pFLO11-GFP
(Kan, Nat) ¢.sb. 2001

BR-F whi3 Awhi3 A mpt5A/mpt5A pFLO1IGFP
(Kan) ¢.sb. 3034

Obr. 5.3. Pfiprava kmenii znagenych GFP. Sedou barvou jsou zvyraznény rodi¢ovské kmeny, které pochazeji
ze sbirky YCG skupiny. Sipky zndzorfiuji jednotlivé transformace. V zavorkach je uvedena informace o
rezistencich k antibiotikiim u pfislusnych kmenda.
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5.1.2 Optimalizace méfeni fluorescence (pro GFP a DsRed)

V ramci optimalizace méteni fluorescence kmenli znacenych GFP a DsRed byly
provedeny testy pro zjisténi vlivu pouzitého pufru a jeho pH na vyslednou fluorescenci
znac¢enych kmenti. Pro méfeni se pouzival 10mM HEPES pufr upraveny na pozadovanou
hodnotu pH pomoci 1M roztoku NaOH.

Byly otestovany 2 pufry: HEPES a MES o pH 6 az 7,5. Ve obrazku 5.4 a skuping grafii
5.1. jsou vysledky testovani HEPES pufiu o rizném pH. V testech byl pouzit kmen BR-F
pFLO11-GFP (€.sb.1840).

Zavislost fluorescence pFlo11-GFP na pH pufru
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Obrazek 5.4. Zavislost fluorescenci pFlo11-GFP na pH HEPES pufru. Svisla osa znazorfiuje hodnotu
fluorescencniho signalu (logaritmické mefitko).

Skupina grafi 5.1. Distribuce hodnot fluorescenci pFlo11-GFP v zavislosti na pouzitém pH HEPES pufru.
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Pro méfeni fluorescence byl zvolen HEPES pufr s pH 7,5, ktery vykazal stabilni
fluorescenci proteinu GFP v pH nad 6,5.

DalSim krokem optimalizace byla volba optimalnich hodnot parametru fokalni vysky
pro méfeni fluorescence. Bylo provedeno nékolik testti pro zjisténi vlivu fokalni vysky na

vysledné hodnoty fluorescence. Ptiklad vysledk je ve skupiné grafii 5.2.

Skupina grafi 5.2. Zavislost fluorescenci pFlo11-GFP na fokalni vySce, genotypu a stari kolonie. V testu
byly pouzity 4 a 6 dni staré kolonie kment:

BR-F whi3A/whi3A pFLO11-GFP (¢.sb.1817), BR-F whi3A/whi3A yap6A/vap6A pFLO11-GFP (€.sb.1983),
BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 pFLOI1I-GFP (¢.sb.2007). Na grafu (A) jsou zndzornény soucty hodnot
fluorescence jednotlivych kment na stejné desce, na grafu (B) — sou¢ty hodnot fluorescence byly stanoveny zvlast’
pro 4 a 6-denni kolonie. Z grafu je patrné, Ze jsou rozdily ve fluorescenci u 4-dennich kolonii pfi méteni s riznou
fokalni vyskou zptuisobeny predevsim fluktuacemi v intenzité fluorescence u kment s deleci YAP6.

(A) Zavislost fluorescence pFlo11-GFP na fokalni (B) Zavislost fluorescence pFlo11-
vysce a genotypu GFP na fokalni vysce a stéfi kolonii
25000 25000
‘S 20000 "€ 20000
a0 .50
NG B whi3A/ whi3A @
c 15000 c 15000
>Q 20
c c
(] [0}
2 10000 whi3A/ whi3A 2 10000 m4d
o) ap6A/ yap6A )
3 5000 yapelryap 5 5000 6d
= whi3A/ whi3A .
0 TEFYAP6 0
29 3,3 4 4,6 29 33 4 46
Fokalni vyska, mm Fokalni vyska, mm

Vysledky neukazaly vyrazny rozdil v intenzit¢ fluorescence v pouzitém intervalu
hodnot fokélni vysky. Fluktuace souctu hodnot fluorescencniho signdlu kmene BR-F
whi3A/whi3A  yap6A/yap6A pFLOI1I-GFP (C.sb.1983) byla diana nadhodnym néarazem
excitacniho paprsku na velké shluky bunék, ¢imz dochazi k vyraznému zvyseni namétenych
hodnot. Pro méteni experimentalnich dat se dale parametr fokalni vySky pohyboval v rozmezi
3,3 — 4,0 podle vysledki kalibraci pfed zacatkem ptislusného méfeni.

Pro méteni fluorescence se pfipravuje z vrascitych kolonii suspenze, ve kterych shluky
bunék rychle sedimentuji na dno zkumavek, coz by mohlo zplsobovat dal§i chyby
nerovnomeérnym rozlozenim bunék v meticich jamkach. Pfi davkovani bunéénych suspenzi na
mikrotitracni desticky byly zkumavky dikladné michany po kazdych 3 vzorcich nanesenych

na desticku, aby byly vzorky co nejméné variabilni.
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5.1.3 Optimalizace sloZeni kultiva¢niho média

Slozky kultivaéniho média mohou vyrazné ovlivnit vyslednou morfologii kolonii. Pro
zajisténi co nejvyrazn€jSiho rozdilu ve strukturovanosti mezi koloniemi, kultivovanymi v
ruznych médiich, byla provedena optimalizace slozeni kultivaéniho média. Mezi sebou byly
srovnany kvasni¢né autolyzaty (YE) dvou riznych vyrobcii: Formédium a VWR Life Science.

Pro srovnani riznych kvasni¢nych autolyzatii byly pouzity 3 typy média: GM (0,04%
glukozy), GM bez glukozy a 0,2D (0,2% glukozy). Mezi sebou byly porovnany 2 kmeny:
divoky kmen (BR-F) a kmen s deleci obou alel genu WHI3 (BR-F whi3 A/whi3 A).

Na obrazcich 5.5, 5.6 je porovnani morfologie 7-dennich kolonii kmenti BR-F
(¢.sb.207) a BR-F whi3A/'whi3A (€.sb. 902) rostoucich na médiu s riznymi kvasni¢nymi
autolyzaty.

Médium BR-F whi3A/whi3A  BR-F

GM - Formédium

GM - VWR Life Science

GM (bez glukozy) - Formédium

GM (bez glukézy) - VWR Life Science

Obr. 5.5. Srovnani morfologie 7-dennich kolonii na GM médiu a GM médiu bez glukézy. Oranzovou ¢arou

je zobrazeno metitko.
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Médium BR-F whi3A/whi3A  BR-F

0,2D - Formédium

0,2D - VWR Life Science

Obr. 5.6. Srovnani morfologie 7-dennich kolonii na 0,2D médiu. Oranzovou ¢arou je zobrazeno mefitko.

Na médiu s VWR YE byl pozorovan vyrazné¢jsi rozdil v morfologii kolonii divokého
kmene a kmene s deleci WHI3 nez na médiu s YE Formédium. V dalSich kultivacich byl proto

v médiu pouzivan VWR YE.

5.1.4 Optimalizace podminek kultivace pro analyzu vlivu stresu

V literatufe je YAP6 popsan jako gen, ktery se pravdépodobné podili na regulaci
odpovédi buiiky na osmoticky stress. Byla snaha najit takové selektivni podminky, vyvolavajici
osmoticky stres, pfi nichz by se lisil fenotyp kmenii s deleci YAP6 od rodicovského kmene a
kmene se zvysSenou expresi YAP6. Zarovenn bylo potieba, aby se vlivem stresoru pfilis
nezmenila rychlost riistu, protoze jsme chtéli métit fluorescenci bunék v koloniich stejného
Stari.

Byl otestovan vliv NaCl a LiCl v riiznych koncentracich na vysledny fenotyp kmenti s
mutacemi YAP6 a rodiCovského kmene pii kultivaci monokolonii na GM médiu. Na obrazku
5.7 je znazornén vliv LiCl v koncentracich 10mM a 25mM na morfologii 10-dennich kolonii
kment BR-F whi3A/whi3A pFLO11-GFP (¢.sb.1817) a
BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 pFLOI1I-GFP (¢.sb.2007). Na obrdzku 5.8 je zobrazeno
porovnani inhibice ristu 4-dennich kolonii bunék, zptisobené¢ 15mM LiCl a 0,4M NacCl pro
kmeny BR-F whi3A/whi3A Flol1p-DsRed (€.sb. 3007) a BR-F Flol1p-DsRed (¢.sb. 1235).
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GM + 10mM LiCl GM + 25mM LiCl

whi3A/whi3A

whi3A/whi3A
TEFYAP6

Obr. 5.7. Vliv LiCl na morfologii kolonii u kment BR-F whi3A/whi3A pFLO11-GFP (¢.sb.1817) a
BR-F whi3A'whi3A TEFYAP6 pFLOI11-GFP (¢.sb.2007). Na obrazku je zfetelna silna inhibice rustu vétsiny
kolonii bunék ptisobenim LiCl.

BR-F Flol1p-DsRed BR-F whi3A/whi3A Flol1p-DsRed

GM

GM + 15mM LiCl

GM + 0,4M NaCl

Obr. 5.8. Vliv NaCl a LiCl na rist kolonii u kmeni BR-F whi3A/whi3A FloIIp-sRed (¢.sb. 3007) a
BR-F Flol1p-DsRed (€.sb. 1235). Pti kultivaci na GM s 15mM LiCl byl rist kolonii v prvnich 4 dnech silné
inhibovan.
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Silna inhibice riistu bunék, zpisobena LiCl v malych koncentracich (10-25mM LiCl)
by kolidovala s moznosti ziskat suspenze bun¢k ztéchto kolonii pro méteni. Na zéakladé
orientacnich kultivacnich testd byl pro méteni vlivu osmotického stresu na expresi FLO11 NaCl
v koncentracich 40mM a 120mM. Za danych podminek bylo mozné pozorovat zietelnou zménu
v morfologii kolonii a zarovei inhibice ristu nebyla pfili$ silna a nekolidovala s moznosti zisku
dostate¢ného mnozstvi biomasy pro analyzu fluorescence. Vliv 40mM a 120mM NaCl na

morfologii kolonii je zobrazen v kapitole 5.2.4, na obrazcich 5.16, 5.17 5.18 a 5.19.

5.2 Sledovani produkce Flo11p kolonii kmeni ruzného genotypu (WHI3,

YAP6 - delece genti, zvySena exprese) béhem kultivace za standardnich

i stresovych podminek

Pro sledovani exprese FLOI11 byly piipraveny kmeny, znacené¢ pomoci fluorescencnich
proteini GFP a DsRed. Koédujici sekvence fluorescenéniho proteinu GFP byla vloZena za
promotorovou sekvenci jedné z alel FLO11, coz umoznilo sledovani exprese FLO! 1 na Girovni
transkripce.

Kmeny znacené DsRed byly pifipraveny N-koncovou fuzi jedné alely genu FLOI!
s koédujici sekvenci fluorescenéniho proteinu DsRed. Tento systém umoznil sledovani exprese
proteinu Flo11 1 na transla¢ni a posttranslacni trovni.

Pro eliminaci vlivu pfirozené fluorescence bunc¢k byla vSechna stanoveni intenzity
fluorescence doprovazena negativni kontrolou. Primérnd hodnota negativni kontroly byla
nasledn¢ odectena od namétfenych hodnot fluorescence testovanych kment na piisluSném
médiu. V zavislosti na testovanych kmenech, jako negativni kontrola byl pouzit rodi¢ovsky
kmen BR-F (v ptipadé¢ stanoveni fluorescence WHI3+ kmenil) nebo kmen
BR-F whi3A/whi3A (C.sb. 902). Negativni kontrola vykazovala vyrazné mensi rozptyl hodnot

fluorescence nez znaené kmeny, bez zavislosti na slozeni média.

rvrs

5.2.1 Vliv genotypu YAP6 a stari kolonie na expresi FLO11 u kmene s deleci
WHI3

Fluorescence znacenych kmenti byla sledovdna u 4 a 6 dni starych kolonii, protoze v
daném casovém obdobi dochazi k vyrazné zméné ve vrascitosti kmenti s deleci WHI3 a podle
pfedchozich experimentil i ke zmé€nadm ve fluorescenci znacenych kolonii. Zaroven, kolonie
mlads$i neZ 4 dny, Casto neposkytovaly dostatecné mnoZstvi biomasy na analyzy (efekt byl

mnohem vyraznéjsi na médiich se stresorem).
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Vliv genotypu YAP6 na expresi FLOII u kmeni s deleci WHI3 za neselektivnich
podminek

Pro zjisténi vlivu delece/overexprese YAP6 na expresi FLOII u kment s deleci WHI3
za neselektivnich podminek byla provedena série experimentl. Byly sledovany kmeny s deleci
WHI3, sdvéma standardnimi alelami YAP6, kmen BR-F whi3A/whi3A pFLOI1-GFP
(¢.sb.1817), sdeleci obou alel YAP6 BR-F whi3A/whi3A yap6A/yap6A pFLOI1-GFP
(¢.sb.1983) a se zvysSenou expresi YAP6 BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 pFLOII1-GFP
(¢.sb.2007), u kterého byl u jedné alely nahrazen ptivodni promotor promotorem TEF.

Byla provedena série stanoveni intenzity fluorescence 4 a 6-dennich kolonii vySe
zminénych kmeni rostoucich na GM médiu. Na obrdzku 5.9 jsou shrnuty vysledky nékolika
stanoveni, tabulka 5.1 popisuje kvantitativni idaje o naméfrenych hodnotach. Ve skupiné grafii
5.2 jsou uvedena data o distribuci hodnot fluorescenci pFlol11-GFP pfislusnych kment.

Vysledky statistického zpracovani jsou uvedeny v tabulce 5.3.

Zavislost fluorescence pFlo11-GFP na genotypu v GM médiu
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Obrazek 5.9. Zavislost fluorescenci pFlol11-GFP na genotypu v GM médiu. Svisla osa znazoriiuje hodnotu
fluorescenéniho signalu (logaritmické mefitko). Cisla v zavorkach v legendé grafu popisuji staii kolonii
pfislusného kmene. V experimentech byly pouzity kmeny BR-F whi3A/whi3A pFLO11-GFP (¢.sb.1817),

BR-F whi3A/whi3A yap6A/yap6A pFLOI11-GFP (C.sb.1983) a BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 pFLOI1I1-GFP
(€.sb.2007).
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Skupina grafi 5.3. Distribuce naméfenych hodnot fluorescenci pFlo11-GFP pouzitych kmeni.
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Tabulka 5.1. Kvantitativni iidaje o namérenych hodnotach.
Stari Pocet Pocet Pocet
Kmen kolonie, |Médium |biologickych |nezavislych |zméfenych
d pokus vzorkd hodnot
. ) 4 GM 2 8 138
whi3A/whi3A
6 GM 2 7 126
. ) 4 GM 2 5 90
whi3A/Whi3A yap6A/yap6A
6 GM 2 5 90
. . 4 GM 2 8 144
whi3A/whi3A TEFYAP6
6 GM 1 5 90
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Tabulka 5.2. Vysledky statistického zpracovani hodnot intenzity fluorescence kmeni

BR-F whi3A'whi3A pFLO11-GFP (€.sb.1817),

BR-F whi3Awhi3A yap6Ayap6A pFLOI11-GFP (¢.sb.1983) a BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 pFLO11-GFP
(€¢.sb.2007). Parametr Inkubace vyjadiuje vliv doby kultivace na vyslednou fluorescenci. Parametr Kmen vyjadiuje
vliv genotypu na vyslednou fluorescenci.

Parameter Kmen Inkubace | Kmen:Inkubace
Df 2 1 2
Dfres 840 840 840
Sum Sq 13313714 | 536064 2542919
Sum Sq.res 35259567 [ 48313509 (45751350
F value 158,59 9,32 23,34
Pr(>F) 3,710E-59 | 2,338E-03 | 1,360E-10
Efekt parametru | 0,27 0,01 0,05
V bunéénych suspenzich zkolonii po 4 dnech inkubace byla, v souladu

s predpokladem, nejvyssi fluorescence u bun¢k kmene s deleci obou alel genu YAP6

(BR-F whi3A/whi3A yap6A/yap6A pFLOI11-GFP, ¢.sb.1983). Kmen se zvySenou expresi
YAP6, TEFYAP6 (BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 pFLOI1I1-GFP, ¢.sb.2007) mél nejnizsi
hodnoty fluorescence. Ze ziskanych dat vyplyva, ze Y4AP6 ma negativni uCinek na expresi
FLOI1. Rozdily v expresi FLOI1 jsou velmi vyznamné v ¢asnych fazich vyvoje kolonie, ale
jsou méné vyrazné u starSich kolonii. Statisticka analyza potvrzuje, Ze velké rozdily v ziskanych
hodnotach fluorescence jsou zavislé na hladin¢ Yap6p. Rozdily v genotypu YA4P6 lze vysvétlit

27% celkové variability fluorescence v danych experimentech.

5.2.2 Sledovani vlivu genotypu YAP6 na expresi FLOI11 a morfologii kolonii

ve stresovych podminkach

Pro sledovani vlivu delece/overexprese YAP6 na expresi FLOI 1 u kment s deleci WHI3
za vybranych selektivnich podminek byla provedena série stanoveni intenzity fluorescenci
pFlo11-GFP a Flo11p-DsRed u piipravenych kmenti za podminek kultivace monokolonii na
pevném GM médiu a GM médiich s pridavkem NaCl (40mM a 120mM).

Shrnuti vysledkl stanoveni intenzity fluorescenci pFlo11-GFP kment
BR-F whi3A/whi3A pFLOI11-GFP (¢.sb.1817) a BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 pFLOI11-GFP
(¢.sb. 2007) je zndzornéno na obrazcich 5.10 a 5.11. Kvantitativni udaje o namétfenych
hodnotach jsou uvedeny v tabulkach 5.3, 5.4. Skupiny grafi 5.4 a 5.5 znazoriiuji tendenci
distribuce naméfenych hodnot fluorescence ptislusnych kmenti. Vysledky statistického

zpracovani jsou uvedeny v tabulce 5.5.
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Zavislost fluorescence pFlo11-GFP na genotypu a pfitomnosti NaCl v médiu
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Obrazek 5.10. Zavislost fluorescence 4-dennich kolonii, zna¢enych pFlo11-GFP na genotypu a pritomnosti
NaCl v médiu. Svisla osa znazoriiuje hodnotu fluorescen¢niho signalu (logaritmické mefitko). V experimentech
byly pouzity kmeny BR-F whi3A/whi3A pFLO11-GFP (€.sb.1817) a

BR-F whi3A/whi3A TEFYAPG6 pFLO11-GFP (E.sb. 2007).

Zavislost fluorescence pFlo11-GFP na genotypu a pfitomnosti NaCl v médiu
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Fluorescencni signal

Obrazek 5.11. Zavislost fluorescence 6-dennich kolonii, zna¢enych pFlo11-GFP na genotypu a pritomnosti
NaCl v médiu. Svisla osa znazoriiuje hodnotu fluorescen¢niho signalu (logaritmické mefitko). V experimentech
byly pouzity kmeny BR-F whi3A/whi3A pFLO11-GFP (¢.sb.1817) a

BR-F whi3A/whi3A TEFYAPG6 pFLO11-GFP (¢.sb. 2007).
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Skupina grafi 5.4. Distribuce naméFenych hodnot intenzity fluorescenci pFlo11-GFP u 4-dennich kolonii.
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Tabulka 5.3. Kvantitativni idaje o namérenych hodnotach intenzity fluorescenci pFlo11-GFP u 4-dennich
kolonii.

Pocet Pocet Pocet
Kmen Médium biologickych | nezavislych | zméfenych
pokusti vzorki hodnot
GM 3 6 216
whi3A/whi3A GM + 40mM NaCl 1 3 108
GM + 120mM NaCl 2 5 91
GM 3 10 270
whi3A/whi3A
TEFYAPG GM + 40mM NaCl 2 5 162
GM + 120mM NaCl 2 5 162
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Skupina grafi 5.5. Distribuce naméFenych hodnot intenzity fluorescenci pFlo11-GFP u 6-dennich kolonii.
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Tabulka 5.4. Kvantitativni idaje o namérenych hodnotach intenzity fluorescenci pFlo11-GFP u 6-dennich
kolonii.

Pocet Pocet Pocet
Kmen Médium biologickych |nezavislych | zméfenych
pokust vzorki hodnot
GM 2 8 144
whi3A/whi3A GM + 40mM NaCl 1 3 54
GM + 120mM NaCl |2 7 125
GM 2 8 144
whi3A/whi3A
TEFYAP6 GM + 40mM NaCl 1 3 54
GM + 120mM NaCl |2 8 144
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Tabulka 5.5. Vysledky statistického zpracovani hodnot intenzity fluorescence kmeni BR-F whi3A/whi3A
PFLOI11-GFP (¢.sb.1817) a BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 pFLO11-GFP (€.sb. 2007). Parametr Médium
vyjadfuje vliv NaCl v riznych koncentracich na vyslednou fluorescenci. Parametr Kmen vyjadiuje vliv genotypu

na vyslednou fluorescenci.

Stari kol., d 4 6

Parametr Kmen Médium Kmen:Médium | Kmen Médium Kmen:Médium
Df 1 2 2 1 2 2

Df.res 1002 1002 1002 318 318 318

Sum Sq 10094978 | 50390738 12788026 151927 1582566 48013

Sum Sq.res 63318254 | 28329465 62736578 2473919 1225901 2588984

F value 159,75 891,15 102,12 19,53 205,26 2,95

Pr(>F) 4,391E-34 |4,288E-223 |4,321E-41 1,361E-05 |5,725E-58 |5,385E-02
Efekt parametru | 0,14 0,64 0,17 0,06 0,56 0,02

Vysledky statistického zpracovani hodnot ukazuji, Ze vliv genotypu je vyssi u mladSich
kolonii, velmi silny vliv NaCl je srovnatelny u 4 1 6-dennich kolonii (zjistény efekt média
kolem 60%). U 4 dennich kolonii je velmi vyznamna interakce mezi genotypem a pfitomnosti
NaCl. Podle Tukey analyzy (tabulka P1, P2) jsou velké rozdily v hodnoté fluorescence mezi
obéma kmeny pii kultivaci na GM (HSD 19,5), neni rozdil mezi hodnotami pti kultivaci na GM
40 (HSD 0,85) a pouze maly rozdil je pii kultivaci na GM 120 (HSD 4,45). To lze vysvétlit
pozitivnim efektem zvySeni hladiny Yap6p pii osmotickém stresu. Rozdily v hodnotach
fluorescence mezi 6-dennimi koloniemi obou kmenti jsou méné vyrazné, vliv interakce mezi
genotypem a piitomnosti NaCl je velmi slaby. Stiraji se rozdily pti kultivaci za neselektivnich

podminek (HSD 5,31) i za obou podminek osmotického stresu (hodnoty HSD 3,16 a 2,6).

Vliv overexprese Y4AP6 na expresi FLOI1Il u kmeni s deleci WHI3, znacenych Flo11p-
DsRed za vybranych selektivnich podminek

Byla provedena série experimentii pro stanoveni fluorescence u kmenit BR-F
whi3A/whi3A Flol 1p-DsRed (¢.sb. 3007) a BR-F whi3A/whi3A TEFYAPG6 Flol Ip-DsRed (C.sb.
3016) pro sledovani vlivu selektivnich podminek a genotypu YAP6 na expresi FLOII na
transla¢ni a post-transla¢ni irovni.

Vysledky stanoveni intenzity fluorescence vybranych kmenti za podminek kultivace
monokolonii na pévném GM médiu a GM médiich s 40mM a 120mM NaCl jsou shrnuty na
obrazcich 5.12 a 5.13. Kvantitativni udaje o naméfenych hodnotach jsou uvedeny v tabulkach
5.6, 5.7. Skupiny grafii 5.6 a 5.7 znazornuji tendenci distribuce naméfenych hodnot

fluorescence ptisluSnych kmend. Vysledky statistického zpracovani jsou uvedeny v tabulce 5.8.
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Zavislost fluorescence Flol1p-DsRed na pritomnosti NaCl v médiu

1000
= whi3A/whi3A GM

whi3A/whi3A GM +
100 40mM NaCl

whi3A/whi3A GM +
120mM NacCl

10 whi3A/whi3A TEFYAP6
GM

Fluorescencni signal

=== \Whi3A/whi3A TEFYAP6
1 GM + 40mM NacCl

0,25 0,5 0,75 0,95 = whi3A/whi3A TEFYAP6
Kvantily GM + 120mM Nadcl

Obrazek 5.12. Zavislost fluorescence u 4-dennich kolonii, znacenych Flol1p-DsRed na genotypu a
pritomnosti NaCl v médiu. Svisla osa znazornuje hodnotu fluorescencniho signalu (logaritmické metitko). V
experimentech byly pouzity kmeny BR-F whi3A/whi3A Flol1p-DsRed (¢.sb. 3007) a

BR-F whi3A/whi3A TEFYAPG Flol1p-DsRed (€.sb. 3016).

Zavislost fluorescence Flo11p-DsRed na pritomnosti NaCl v médiu

1000

T
l%o 100 R — NaCl

'S whi3A/whi3A GM +

2 120mM Nacl

qé 10 whi3A/whi3A TEFYAP6 GM
w

e \Whi3A/whi3A TEFYAP6 GM
+40mM NacCl

0,25 0,50 0,75 0,95 e whi3A/whi3A TEFYAP6 GM

Kvantily +120mM NaCl

Obrazek 5.13. Zavislost fluorescence u 6-dennich kolonii, znacenych Flol1p-DsRed na genotypu a
pritomnosti NaCl v médiu. Svisla osa znazornuje hodnotu fluorescen¢niho signalu (logaritmické mefitko). V
experimentech byly pouzity kmeny BR-F whi3A/whi3A Flol1p-DsRed (¢.sb. 3007) a

BR-F whi3A/whi3A TEFYAPG Flol1p-DsRed (€.sb. 3016).
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Skupina grafi 5.6. Distribuce naméfenych hodnot intenzity fluorescence Flo11p-DsRed u 4-dennich kolonii.
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Tabulka 5.6. Kvantitativni idaje o naméfenych hodnotach intenzity fluorescence Flol1p-DsRed u 4-
dennich kolonii.

Pocet Pocet Pocet
Kmen Médium biologickych |nezavislych | zméfenych
pokusti vzorki hodnot
GM 2 12 216
whi3A/whi3A GM + 40mM NaCl 2 6 108
GM + 120mM NaCl 2 12 216
GM 2 12 162
whi3A/whi3A
TEFYAPG GM + 40mM NaCl 2 6 108
GM + 120mM NaCl 2 216
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Skupina grafi 5.7. Distribuce naméfrenych hodnot intenzity fluorescence Flo11p-DsRed u 6-dennich kolonii.
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Tabulka 5.7. Kvantitativni idaje o namérenych hodnotach intenzity fluorescence Flol1p-DsRed u 4-
dennich kolonii.

Pocet Pocet Pocet
Kmen Médium biologickych |nezavislych | zméfenych
pokusti vzorki hodnot
GM 2 12 216
whi3A/whi3A GM + 40mM NaCl 2 6 90
GM + 120mM NaCl 2 12 212
GM 2 12 216
whi3A/whi3A
TEFYAPG GM + 40mM NaCl 2 6 90
GM + 120mM NaCl 2 12 211
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Tabulka 5.8. Vysledky statistického zpracovani hodnot intenzity fluorescence kmeni BR-F whi3A/whi3A
Flol1p-DsRed (¢.sb. 3007) a BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 Flol1p-DsRed (€.sb. 3016). Parametr Médium
vyjadfuje vliv NaCl v riznych koncentracich na vyslednou fluorescenci. Parametr Kmen vyjadiuje vliv genotypu
na vyslednou fluorescenci.

Stafi kol., d 4 6

Parametr Kmen Médium Kmen:Médium Kmen Médium Kmen:Médium
Df 1 2 2 1 2 2

Df.res 1020 1020 1020 1047 1047 1047

Sum Sq 6167735 39020901 8376149 429423 56451118 13550775

Sum Sq.res 76094652 | 48320874 77576921 90278842 | 38101925 75668942

F value 82,67 411,84 55,07 4,98 775,61 93,75

Pr(>F) 4931E-19 |7,683E-132 | 1,951E-23 2,585E-02 |2,289E-207 | 3,525E-38
Efekt parametru | 0,075 0,447 0,097 0,005 0,597 0,152

Ze ziskanych vysledkl plyne, Ze vlivem NaCl dochdzi k intenzivni indukci exprese
FLOI1I u obou kmenid. Vysledky statistického zpracovani namétenych hodnot ukazuji, ze
genotyp kmenil ovliviiuje expresi FLOI! v rannich fazich vyvoje, ale jeho efekt byl mnohem
slabsi, neZz ptfitomnost NaCl v médiu. U 4 a 6-dennich kolonii dochazi k velmi vyznamné
interakci mezi genotypem a ptitomnosti NaCl, kterou lze vysvétlit 10% a 15% celkové
variability fluorescence v danych stanovenich. Tukey test (tabulka P3, P4) pro 4-denni kolonii
ukézal velky rozdil v hodnotéch fluorescence mezi kmeny jenom pfi kultivaci na GM + 40mM
NaCl mediu (HSD 12,56). U 6-denni kolonii byly stanoveny velké rozdily v hodnotach

fluorescence mezi kmeny na vSech mediich.

Vliv delece YAP6 na expresi FLOI1 u kmenu s deleci WHI3, znacenych Flo11p-DsRed a
pFLO11-GFP za vybranych selektivnich podminek

Pro dalsi potvrzeni vlivu NaCl na kmeny s deleci WHI3 byla provedena série stanoveni
intenzity fluorescenci pFlo11-GFP a Flol1p-DsRed u kmenti s deleci Y4P6 za podminek
kultivace monokolonii na pevném GM médiu a GM médiich s pifidavkem NaCl (40mM a
120mM). V experimentech byly pouzity kmeny
BR-F whi3A/whi3A yap6A/yap6A pFLO11-GFP (¢.sb.1983) a
BR-F whi3A/whi3A yap6A/yap6A FlolIp-DsRed (€.sb.3028).

Vysledky sledovani intenzity fluorescenci pFlo11-GFP kmenu
BR-F whi3A/whi3A yap6A/yap6A pFLOI1-GFP (€.sb.1983) jsou znazornény ve skupin¢ grafii
5.8. Kvantitativni tdaje o namétenych hodnotéach jsou uvedeny v tabulce 5.9. Skupina grafii
5.9 znazornuje tendenci distribuce naméfenych hodnot fluorescence. Vysledky statistického

zpracovani jsou uvedeny v tabulce 5.11.
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Skupina grafi 5.8. Zavislost fluorescenci pFlo11-GFP (A) u 4-dennich a (B) u 6-dennich kolonii kmene
whi3A/whi3A yap6A/yap6A na pritomnosti NaCl v médiu. Svisla osa znazornuje hodnotu fluorescenéniho
signalu (logaritmické meftitko).

(A) Zavislost fluorescence pFlo11-GFP (B) Zavislost fluorescence pFlo11-GFP
kmenu whi34/whi34 yap64/yap6A na kmenu whi34A/whi34 yap6l/yap6A na
pfitomnosti NaCl v médiu pfitomnosti NaCl v médiu
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Skupina grafi 5.9. Distribuce naméfenych hodnot intenzity fluorescence kmene whi3A/whi3A yap6A/yap6A
po 4 a 6 dnech kultivace. Cisla v zavorkach v nazvu grafu popisuji staii kolonii.
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Tabulka 5.9. Kvantitativni idaje o namérenych hodnotach intenzity fluorescenci pFlo11-
GFP.

Pocet Pocet Pocet
Kmen Stari Médium biologickych |nezavislych |zméfenych
kolonie, d pokust vzorkli hodnot
4 2 9 162
GM
6 1 3 54
] j 2 9 162
whi3A/whi3A | 4 GM -+ 40mM NaCl
yap6A/yap6A | g 1 3 54
4 1 3 54
GM + 120mM NaCl
6 1 3 54

Vysledky sledovani intenzity fluorescence Flo11p-DsRed kmene
BR-F whi3A/whi3A yap6A/yap6A Flol Ip-DsRed (¢.sb. 3028) jsou znadzornény ve skupiné grafii
5.10. Kvantitativni idaje o naméfenych hodnotach jsou uvedeny v tabulce 5.10. Skupina grafii
5.11 znazoriuje tendenci distribuce naméfenych hodnot fluorescence. Vysledky statistického
zpracovani jsou uvedeny v tabulce 5.11.
Skupina grafii 5.10. Zavislost fluorescence Flo11p-DsRed (A) 4-dennich a (B) 6-dennich kolonii kmenu BR-

F whi3A/whi3A yap6A/yap6A Flo11p-DsRed (C.sb. 3028) na pritomnosti NaCl v médiu. Svisla osa znazornuje
hodnotu fluorescencniho signalu (logaritmické metitko).

(A) Zavislost fluorescence Flol1p-DsRed (B) Zavislost fluorescence Flol 1p-DsRed
na pritomnosti NaCl v médiu na pritomnosti NaCl v médiu

1000 10000
E / ©
& 1000 e
» 100 ‘@
2 2
2 ' 100
3 3
g 10 GM g
_g GM + 40mM NaCl —g 10 GM
= o ¥ 123‘ y ; a = ——GM + 40mM NaCl

1 rAemvi e L GM + 120mM NaCl
0,25 0,5 0,75 0,95 0,25 0,5 0,75 0,95
Kvantily Kvantily

81



Skupina grafi 5.11. Distribuce naméfenych hodnot intenzity fluorescence Flo11p-DsRed kmenu
BR-F whi3A/whi3A yap6A/yap6A Flo11p-DsRed (¢.sb. 3028) po 4 a 6 dnech kultivace. Cisla v zavorkach v

w7

nazvu grafu popisuji stafi kolonii.
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Tabulka 5.10. Kvantitativni idaje o namérenych hodnotach intenzity fluorescence Flo11p-DsRed.

Pocet Pocet Pocet
Kmen Stari Médium biologickych |nezavislych |zméfenych
kolonie, d pokust vzorki hodnot

1 54

54
54

54
54

54

GM

whi3A/whi3A
yap6A/yap6A

GM + 40mM NaCl

GM + 120mM NaCl

[N I S Ko N S Ko
e el el el
W WIW|W|lw | Ww
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Tabulka 5.11. Vysledky statistického zpracovani hodnot intenzity fluorescence kmené whi3A/whi3A
yap6Ayap6A znacenych pomoci Flol1p-DsRed a pFlo11-GFP. Parametr Médium vyjadiuje vliv NaCl v

ruznych koncentracich na vyslednou fluorescenci.

BR-F whi3A/whi3A yap6A/vap6A Flollp-| BR-F whi3A/whi3A yap6A/vap6h pFLOII-
Kmen DsRed GFP
Stafi kol., d 4 6 4 6
Parametr Médium
Df 2 2 2 2
Dfres 159 159 159 159
Sum Sq 172286 237142 182918 69511
Sum Sq.res 181971 117128 171361 284767
F value 75,27 160,96 84,861 19,41
Pr(>F) 9,985E-24 6,117E-39 8,38E-26 2,878E-08
Efekt 0,49 0,67 0,52 0,20
parametru

Z vysledkti méteni intenzity fluorescence kment s deleci WHI3 a YAP6 plyne, ze NaCl
zpusobuje zvySeni exprese FLOI1 jak pro systém GFP, tak i pro DsRed systém. Statisticka
analyza ukazuje, ze se vliv NaCl na vyslednou fluorescenci u kmene znaceného pomoci GFP
snizuje s Casem vice nez dvakrat, oproti rostoucimu vlivu NaCl na fluorescenci kmene
znacené¢ho pomoci DsRed. Popsany efekt by mohl byt vysvétlen zmé€nami stability transkriptu
¢1 proteinu nebo regulaci iniciace translace v pribéhu kultivace.

Tukey test pro porovnani vysledki 4-dennich kolonii kmentt yap6A/yap6A pFLOI1-
GFP a whi3A/whi3A pFLOI11-GFP z ptechozich stanoveni (tabulka P8) ukazal, Ze u kmene
whi3A/whi3A yap6A/yap6A mezi 40 mM a 120 mM NaCl uz nedochazi ke zméndm
fluorescence, zatimco u whi3A/whi3A pFLO11-GFP je nartst vyrazny.

Vliv genotypu YAP6 na expresi FLOI1 u kmeni s deleci WHI3, znac¢enych pFlo11-GFP
za vybranych selektivnich podminek

Pro porovnani vlivu genotypu (delece a overexprese) YAP6 u kment s deleci WHI3 bylo
provedeno stanoveni intenzity fluorescence u kment BR-F whi3A/whi3A pFLOI1-GFP
(¢.sb.1817), BR-F whi3A/whi3A yap6A/vap6A pFLO11-GFP (¢.sb.1983),
BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 pFLOI1I-GFP (¢.sb.2007). Fluorescence byla sledovdna u
suspenzi bun¢k z monokolonii rostoucich 4 dnti na pevném GM médiu a GM médiu s 40mM
NaCl. Vysledky stanoveni fluorescenci pFlol11-GFP danych kmenl jsou znazornény na
obrazku 5.14. Kvantitativni udaje o namétenych hodnotach jsou uvedeny v tabulce 5.12.
Skupina grafii 5.12 znazoriuje tendenci distribuce naméfenych hodnot fluorescence. Vysledky

statistického zpracovani jsou uvedeny v tabulce 5.13.

83



Zavislost fluorescence pFLO11-FGP na genotypu a pfitomnosti
NaClv médiu

10000
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100

10

Fluorescencni signal

0,25

= whi3A/whi3A GM

whi3A/whi3A GM + 40mM NacCl

e \Whi3A/Whi3A yap6A/yap6A GM

= whi3A/whi3A yap6A/yap6A GM + 40mM NaCl
whi3A/whi3A TEFYAP6 GM

0,5
Kvantily

0,75

= whi3A/whi3A TEFYAP6 GM + 40mM NaCl

Obrazek 5.14. Zavislost fluorescenci pFlo11-GFP na genotypu a pritomnosti NaCl v médiu. V experimentu

byly pouzity kmeny BR-F whi3A/whi3A pFLO11-GFP (E.sb.1817),

BR-F whi3A/whi3A yap6A/yap6A pFLOI1I1-GFP (€.sb.1983), BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 pFLOI1-GFP

0,95

(¢.sb.2007) Svisla osa znazornuje hodnotu fluorescencniho signalu (logaritmické meftitko).

Tabulka 5.12. Kvantitativni idaje o namérenych hodnotach intenzity fluorescenci pFlo11-GFP.

Pocet Pocet Pocet
Kmen Médium biologickych nezavislych | zméfenych
pokusil vzorki hodnot
GM 1 6 108
whi3A/whi3A
GM + 40mM NaCl 1 6 108
GM 1 6 108
whi3A/whi3A yap6A/yap6A
GM + 40mM NaCl 1 6 108
GM 1 6 108
whi3A/whi3A TEFYAP6
GM + 40mM NaCl 1 6 108
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Skupina grafi 5.12. Distribuce naméfenych hodnot intenzity fluorescenci pFlo11-GFP kmeni BR-F
whi3Awhi3A pFLO11-GFP (¢.sb.1817), BR-F whi3A/whi3A yap6Ayap6A pFLO11-GFP (€.sb.1983),
BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 pFLO11-GFP (¢.sb.2007) po 4 dnech kultivace.
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Tabulka 5.13. Vysledky statistického zpracovani hodnot intenzity fluorescence kmenii BR-F whi3A/whi3A
PFLOI11-GFP (€.sb.1817), BR-F whi3A/whi3A yap6A/yap6A pFLO11-GFP (¢.sb.1983),
BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 pFLOI11-GFP (€.sb.2007). Parametr Médium vyjadiuje vliv 40mM NaCl na

vyslednou fluorescenci. Parametr Kmen vyjadiuje vliv genotypu na vyslednou fluorescenci.

Parametr Kmen Médium | Kmen:Médium
Df 2 1 2

Df.res 642 642 642

Sum Sq 4615814 |4647184 |280865

Sum Sq.res 15677671 | 15862665 |20245660

F value 94,51 188,08 4,45

Pr(>F) 1,057E-36 | 9,975E-38 | 1,200E-02
Efekt parametru | 0,23 0,23 0,01
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Na médiu se 40mM koncentraci NaCl doslo k vzestupu hodnot fluorescence u vsech
hodnoty fluorescence (tabulka P5). Zaroven, kmen s deleci YAP6 mél zvysenou fluorescenci,
oproti ostatnim kmenim. Podobné¢ jako v piredchozich métenich, kmen s overexpresi YAP6 mél
Vysledky statistického zpracovani ziskanych dat tyto zmény potvrzuji. Vysledky statistického
zpracovani (tabulka P6) pro kmeny whi3A/whi3A TEFYAPG6 a whi3A/whi3A yap6A/yap6A
ukazuji, delece YAP6 u kmene zna¢eného pomoci pFlo11-GFP zptsobuje pokles vlivu NaCl na
hodnoty fluorescence oproti kmenu s overexpresi YAP6. Pokles je mnohem vyraznéjsi u
starSich kolonii. U kmenii zna¢enych Flo11p-DsRed vliv NaCl na hodnoty fluorescence s ¢asem
roste, nezavisle na genotypu YAP6.

Shrnuti vlivu NaCl na expresi FLOII u kolonii kmend sdeleci WHI3 ve stresovych

podminkéch je zobrazeno v tabulce 5.14.

Tabulka 5.14. Porovnani mediani 4-dennich kolonii kmentd whi3A/whi3A TEFYAP6 a whi3A/whi3A pro
pFlo11-GFP a Flol1p-DsRed.

Ly Median . o, | Medidn . o
Kmen Médium (pFlol 1-GFP) Vliv NaCl, % (Flo! Ip-DsRed) Vliv NaCl, %
GM 137 - 25 -
Whi3A/whi3A GM + 40 mM NaCl | 365 267 155 620
GM + 120 mM NaCl | 3818 2794 134 737
GM 52 - 20 -
hi3A/whi3A
VTVE}Y Av}v); GM + 40 mM NaCl | 431 822 47 240
GM + 120 mM NaCl | 1892 3608 122 621
. . GM 357 - 60 ;
W:’;i%”éﬁ GM + 40 mM NaCl | 1496 420 2245 374
yaposyap GM + 120 mM NaCl | 2373 665 216,5 361

Z vysledkl porovnani vlivu NaCl (jako procent intenzity fluorescence pFlo11-GFP u kolonii

rostoucich na GM se 40mM a 120mM NaCl viici intenzité fluorescence kolonii na GM) je

vidét, Zze u pFLO11-GFP kment mél NaCl nejvétsi vliv na fluorescenci kmene s overexpresi

YAP6, nejmensi u kmene s deleci YAP6. Zaroven, u kmene whi3A/whi3A TEFYAP6 Flol 1p-

DsRed byl vliv NaCl na hodnoty fluorescence mensi nez u kmene s nemodifikovanou alelou

YAP6. Nejmensi vliv 120 mM NacCl vykazaly v systému pFlo11-GFP 1 Flo11p-DsRed kmeny

s deleci YAP6. Vysledky se shoduji s tabulkou PS5, na které je uvedeno dalsi porovnani vlivu

NaCl na fluorescenci pFlo11-GFP. Data uvedena v tabulce 5 vychazeji z experimentu, ve

kterém byly zatazeny vSechny 3 kmeny.
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5.2.3 Vliv NaCl na expresi FLOI11 u rodi¢ovského kmene

Pro porovnani exprese FLOII na Urovni transkripce a na transla¢ni/post-translacni
urovni byla provedena série stanoveni intenzity fluorescence u BR-F kment s modifikovanou
kratkou alelou FLO1 1, znacenych pomoci GFP (BR-F pFLO11-GFP, ¢.sb. 1840) a DsRed (BR-
F Flol1p-DsRed, ¢.sb. 1235)

Cilem experimentu bylo zjistit, zda u kmene s funkénim proteinem Whi3p bude exprese
FLOI1 ovlivnéna pritomnosti NaCl v médiu. fluorescenci pFlo11-GFP nebo Flo11p-DsRed
byla sledovana u suspenzi bunék z monokolonii rostoucich 4 a 6 dnli na pevném GM médiu,
0,2D médiu a médiich se zvySenou koncentraci soli. Vysledky stanoveni fluorescence jsou
shrnuty ve skupinach grafi 5.13, 5.16. Kvantitativni udaje o naméfenych hodnotach jsou
uvedeny v tabulkach 5.15 - 5.18 Skupiny grafii 5.14, 5.15, 5.17, 5.18 znazornuji tendenci
distribuce namétenych hodnot fluorescence ptislusSnych kmena. Vysledky statistického
zpracovani jsou uvedeny v tabulkdch 5.19, 5.20 a 5.21. Na obrazku 5.15 jsou snimky

monokolonii pfisluSnych kment po 4 a 6 dnech kultivace na riznych médiich.

Skupina grafi 5.13. Zavislost fluorescence (A) Flol11p-DsRed (B) pFLO11-GFP na zdroji uhliku v médiu a
pritomnosti NaCl u kolonii po 4 dnech kultivace. V experimentech byly pouzity kolonie kmend BR-F Flo!1p-
DsRed (¢.sb. 1235) a BR-F pFLOI11-GFP (¢.sb. 1840) po 4 dnech kultivace. GM - 3% glycerol, 0,2D - 0,2%
glukodza. Svisla osa znazornuje hodnotu fluorescencniho signalu (logaritmické mefitko).

(A) Zavislost fluorescence Flo11p-DsRed (B) Zavislost fluorescence pFlo11-GFP na
na kultivacnim médiu kultivacnim médiu
10000
10000
= 1000 == =
[y c
(%] (%]
Z Z
>Q 0
S 100 <
2 2 100
g —GM S —GM
2 10 GM + 40mM NacCl 2 GM + 40mM NaCl
GM + 120mM Nacl GM + 120mM Nacl
0,2D 0,2D
1 0,2D + 120mM NacCl 1 0,2D + 120mM NacCl
0,25 0,5 0,75 0,95 0,25 0,5 0,75 0,95
Kvantily Kvantily
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Skupina grafa 5.14. Distribuce naméienych hodnot intenzity fluorescence Flol1p-DsRed u kolonii po 4
dnech kultivace.
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Tabulka 5.15. Kvantitativni idaje o naméienych hodnotach intenzity fluorescence Flo11p-DsRed u kolonii
po 4 dnech kultivace.

Pocet Pocet Pocet
Kmen Médium biologickych |nezavislych zméfenych
pokust vzorki hodnot
GM 2 6 108
GM + 40mM NaCl 1 3 54
BR-F Flol1p-DsRed GM + 120mM NaCl 2 6 108
0,2D 2 6 108
0,2D + 120mM NaCl 2 6 108
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Skupina grafii 5.15. Distribuce naméi'enych hodnot intenzity fluorescenci pFlo11-GFP u kolonii po 6 dnech
kultivace.
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Tabulka 5.16. Kvantitativni idaje o namérenych hodnotach intenzity fluorescenci pFlo11-GFP u kolonii po
6 dnech kultivace.

Pocet Pocet Pocet
Kmen Médium biologickych nezavislych | zméfenych
pokusti vzorki hodnot
GM 2 6 108
GM + 40mM NaCl 2 6 108
BRF pFLO11-GFP | GM + 120mM NaCl 2 6 108
0,2D 2 6 108
0,2D + 120mM NaCl 2 6 108
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Skupina grafi 5.16. Zavislost fluorescence (A) Flol11p-DsRed (B) pFLO11-GFP na zdroji uhliku v médiu a
pritomnosti NaCl u kolonii po 6 dnech kultivace. V experimentech byly pouzity kolonie kment BR-F Flo!lp-
DsRed (¢.sb. 1235) a BR-F pFLO11-GFP (¢.sb. 1840) po 6 dnech kultivace. GM-3% glycerol, 0,2D-0,2% gluko6za.
Svisla osa znazornuje hodnotu fluorescen¢niho signalu (logaritmické metitko).
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Skupina grafi 5.17. Distribuce naméienych hodnot intenzity fluorescence Flo11p-DsRed kolonii po 6 dnech

kultivace.
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Tabulka 5.17. Kvantitativni idaje o naméirenych hodnotach intenzity fluorescence Flo11p-DsRed kolonii
po 6 dnech kultivace.

Pocet Pocet Pocet
Kmen Médium biologickych nezévislych | zméfenych
pokusti vzorki hodnot
GM 2 6 108
GM + 40mM NaCl 2 6 105
BR-F Flol1p-DsRed GM + 120mM NaCl 2 6 108
0,2D 2 6 108
0,2D + 120mM NaCl 2 6 105
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Skupina grafi 5.18. Distribuce naméienych hodnot intenzity fluorescenci pFlo11-GFP kolonii po 6 dnech
kultivace.
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Tabulka 5.18. Kvantitativni idaje o namérenych hodnotach intenzity fluorescenci pFlo11-GFP kolonii po 6
dnech kultivace.

Pocet Pocet Pocet
Kmen Médium biologickych nezévislych | zméfenych
pokust vzorki hodnot
GM 2 6 108
GM + 40mM NaCl 2 6 108
BR-F pFLO11-GFP GM + 120mM NaCl 2 6 108
0,2D 2 6 108
0,2D + 120mM NaCl 2 6 108
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Tabulka 5.19. Vysledky statistického zpracovani hodnot intenzity fluorescence kmene BR-F Flol1p-DsRed
(€.sb. 1235). Parametr zdroj_C vyjadiuje vliv zdroje uhliku, tzn. rozdily mezi GM a 0,2D médiem. Parametr NaCl
vyjadfuje vliv 120mM na vyslednou fluorescenci.

Staii kol., d 4 6
Parametr zdroj C NaCl zdroj C:NaCl zdroj C | NaCl zdroj C:NaCl
Df 1 1 1 1 1 1
Dfres 428 428 428 428 428 428
Sum Sq 63317 325601 121672 1574218 | 524451 70125
Sum Sq.res 6448674 6189280 6511793 5050940 | 5998403 6422028
F value 4,20 22,52 8,00 133,39 37,42 4,67
Pr(>F) 4,792E-
4,098E-02 | 2,845E-06 |4,905E-03 27 2,150E-09 |3,118E-02
Efekt parametru | 0,01 0,05 0,02 0,24 0,08 0,01

Tabulka 5.20. Vysledky statistického zpracovani hodnot intenzity fluorescence kmenti BR-F pFLO11-GFP
(€.sb. 1840). Parametr zdroj C vyjadtuje vliv zdroje uhliku, tzn. rozdily mezi GM a 0,2D médiem. Parametr NaCl
vyjadiuje vliv 120mM NacCl na vyslednou fluorescenci.

Stati kol., d 4 6

Parametr zdroj C NaCl zdroj C:NaCl zdroj C NaCl zdroj C:NaCl
Df 1 1 1 1 1 1

Df.res 416 416 416 428 428 428

Sum Sq 562030 362091 669 222406 261 74997

Sum Sq.res 5610144 5772975 6131193 6411979 6629496 6596456

F value 41,68 26,09 0,05 14,85 0,02 4,87

Pr(>F) 3,007E-10 |4,967E-07 | 8,314E-01 1,346E-04 |8,967E-01 |2,792E-02
Efekt parametru | 0,09 0,05 0,00 0,03 0,00 0,00

Tabulka 5.21. Vysledky statistického zpracovani hodnot intenzity fluorescence kmeni BR-F Flol1p-DsRed
(¢.sb. 1235) a BR-F pFLO11-GFP (€.sb. 1840). Parametr NaCl vyjadfuje vliv NaCl v riznych koncentracich na
vyslednou fluorescenci (pouze na GM médiu).

Protein DsRed GFP

Stafi kol d  [4 |6 4 6
Parametr NaCl

Df 2 2 2 2

Df.res 267 321 261 321

Sum Sq 41261 190234 134270 44969
Sum Sq.res 1598954 2644072 |1399019 |2789353
F value 3,44 11,55 12,52 2,59
Pr(>F) 3,333E-02 | 1,436E-05 | 6,398E-06 | 7,677E-02
Efekt parametru | 0,03 0,07 0,09 0,02

Vysledky stanoveni intenzity fluorescence kment znacenych pomoci GFP

(BR-F pFLOI11-GFP, ¢.sb. 1840) a DsRed (BR-F Flollp-DsRed, ¢.sb. 1235) ukazuji na

vyrazné sniZenou citlivost exprese FLO11 u kment s funkénim WHI3 k vyssi koncentraci NaCl

(120mM) oproti kmenim s deleci WHI3. V porovnani se vSemi tfemi kmeny li§icimi se

genotypem YA P6 je efekt NaCl vyrazné niz8i u kmenti s funkénim proteinem Whi3p.
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U kment s funkénim WHI3 bylo mozné srovnat expresi FLOI ] pti kultivaci na GM a 0,2D (za
neselektivnich podminek i pti osmotickém stresu). U kmene BR-F FlolIp-DsRed (C.sb. 1235)
byl u 6-denni kultury prokézan relativné velky vliv zdroje uhliku v médiu (efekt =24%), ktery
prevysil vliv 120 mM NaCl. U kmene BR-F pFLO11-GFP, ¢.sb. 1840 byl mirny efekt zdroje

uhliku pozorovan pouze u 4-dennich kolonii (9%).

(A)Kmen BR-F pFLO11-GFP

GM + 40mM GM + 120mM 02D + 40mM 02D + 120mM
NaCl NacCl NaCl NaCl

(B) Kmen BR-F Flol1p-DsRed

GM + 40mM GM + 120mM 02D + 40mM 0,2D + 120mM
NaCl NaCl NaCl NaCl

04cm 0,4 cm

Obrazek 5.15. Vliv NaCl na morfologii kolonii v zavislosti na zdroji uhliku u kmene BR-
F. (A) Kmen BR-F znaceny pomoci fluorescencniho proteinu GFP, (B) Kmen BR-F znaceny
pomoci fluorescen¢niho proteinu DsRed.

Oba znacenych BR-F kmenii méli shodny fenotyp jak na GM médiich, tak i1 za podminek
kultivace na bohatém 0,2D médiu.
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5.2.4 Sledovani morfologie kolonii vybranych kmeni s mutacemi WHI3 a

YAPG6 a jejich citlivost viic¢i osmotickému stresu

Morfologie kolonii byla sledovéana ptfedevsim pro 4. a 6. den kultivace. Hustota vysevu
se pohybovala v rozmezi 40-100 bun€k na plotnu. VétSina nasledujicich snimki byla potfizena
jako dokumentace v ramci experimentli pro stanoveni intenzity fluorescenci pFlol11-GFP a
Flo11p-DsRed. Ze souboru snimk byly zvoleny snimky s charakteristickym vzhledem kolonie
pro dany kmen a pokud mozno ve stejné vzdalenosti od stiedu a okraji plotny.

Vysledky sledovani vlivu genotypu a NaCl na morfologii kolonii kment
BR-F whi3A/whi3A (€.sb. 902), BR-F whi3A/whi3A pFLO11-GFP (¢.sb.1817) a
BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 pFLO11-GFP (¢.sb.2007) jsou znazornény na obrazku 5.16.

6 dni staré
kolonie GM GM + 40mM NacCl GM + 120mM NacCl

Neznaceny
whi3A/whi3A

whi3A/whi3A

whi3A/whi3A
TEFYAP6

Obr. 5.16. Sledovani vlivu genotypu a NaCl na morfologii kolonie. Oranzovou ¢arou je
zobrazeno mefitko. Na daném obrazku jsou z technickych diivoda uvedeny jenom 6 dni staré
kolonie, snimek whi3A/whi3A TEFYAP6 na médiu GM + 120mM NaCl chybi.

Kmen BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 pFLOII-GFP (¢.sb.2007), ktery zpravidla
vykazuje hladky fenotyp na GM médiu, v daném experimentu mél neobvykle vysokou

vrasc¢itost.
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Morfologie bun¢k byla ve zna¢né miie ovlivnéna hustotou vysevu. Se zvySujici se
hustotou vysevu a vzdalenosti od okraji plotny dochazelo ke zmenSeni velikosti kolonii.
Ptiklad vlivu vzdalenosti od centra plotny a lokalni hustoty vysevu na morfologii kolonii je
uveden na obrazku 5.17. Kolonie na médiu se zvySenou koncentraci NaCl byly vyssi a mensi,
nez kolonie na GM. Zpravidla se vzristajici koncentraci soli se také zvySovala strukturovanost

kolonii.

6 dni staré
kolonie

Kolonie blizko okraje plotny Kolonie v centru plotny

whi3A/whi3A
yap6A/yap6A

Obr. 5.17. Vliv vzdalenosti od centra plotny a lokalni hustoty vysevu na morfologii
kolonie. Oranzovou ¢arou je zobrazeno metitko. Uvedeny kmen

BR-F whi3A/whi3A yap6A/yap6A pFLOI11-GFP, (¢.sb.1983) byl kultivovan v GM + 120mM
NaCl médiu po dobu 6 dni.

Vysledky sledovani vlivu genotypu a NaCl na morfologii kolonii kment s deleci WHI3,
znacenych pomoci fluorescencniho proteinu DsRed jsou zndzornény na obrazcich 5.18 a 5.19.

GM + 40mM GM + 120mM
NaCl NacCl

den

Obr. 5.18. Vliv NaCl na morfologii kolonii u kmene BR-F whi3A/whi3A Flol1p-DsRed
(¢.sb. 3007).
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GM + 40mM GM + 120mM 0,2D + 40mM 0,2D + 120mM
NaCl NaCl NaCl NaCl

den

Obr. 5.19. Vliv NaCl na morfologii kolonii v zavislosti na zdroji uhliku u kmene BR-F
whi3A/whi3A TEFYAPG6 Flo11p-DsRed (¢.sb. 3016).

U kmene whi3A/whi3A TEFYAPG6 stejné, jako 1 u whi3A/whi3A, znaCenych DsRed se
vzristem koncentraci soli dochdzelo k postupnému zvySeni strukturovanosti kolonii.
V porovnani s GM médiem, na bohatém 0,2D médiu i pfi aplikaci zvySenych koncentraci NaCl

je vrascitost kolonii u tohoto kmene snizena.

5.2.5 Vliv NaCl na primérny pocet bunék v koloniich

Byla provedena analyza primérného poctu bunék v koloniich pouzivanych pro méfeni
fluorescence. Shrnuti vysledki analyzy je zobrazeno v tabulce 5.22. Vypocet hodnot se
provadél na zékladeé stanoveni OD bunécné suspenze pomoci spektrofotometru WPA S1200
Spectrawave, pii vinové délce 600 nm. Jako blank byl pouzit 10mM pufr HEPES, pH 7,5.
Suspenze byla natfedéna tak, aby vysledna koncentrace bun€k zhruba odpovidala OD 0,2-0,5.

Pti vypoctu primérného poctu bun€k v koloniich byla pozorovéna velkd variabilita v
hodnotéach stejnych kmend. Hodnoty poctu bunck nebyly pocitany pro kmen whi3A/whi3A
yap6A/yap6A.
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Tabulka 5.22. Prumérny pocet bunék v koloniich.

Médium Pocet bunék v kolonii, x10° | Vliv NaCl, %
Genotyp . .
4 dny 6 dnii 4 dny | 6 dnil
GM 6,7 8,9 - -
GM + 40mM NaCl 3,2 6,5 47 73
whi3A/whi3A
GM + 120mM NaCl 2,5 5,1 37 58
GM 7,5 10,3 - -
) ) GM + 40mM NacCl 4,0 8,9 53 86
whi3A/whi3A TEFYAP6
GM + 120mM NaCl 2,7 5,4 35 52
GM 4.4 5,1 - -
GM + 40mM NaCl 4,1 3,1 92 62
GM + 120mM NaCl 2,0 4,6 45 90
WHI3/WHI3 YAP6/YAPS [ 3% 61 - -
0,2D + 120mM NaCl 1,5 5,6 40 92

Z dat je dobie pozorovatelny negativni efekt NaCl na pocet bun€k v koloniich vSech
kment. Inhibice déleni bun€k v kolonii piisobenim NaCl klesala s ¢asem. Vyjimkou je hodnota
uvedend u rodiCovského kmene pii kultivact na GM + 40mM NaCl, je pravdépodobné
zpusobena mensim poctem stanoveni poctu bunék 1 vys$si mirou tvorby shlukii bunék u tohoto
kmene. Vzhledem k velké variabilité ziskanych hodnot, ma analyza vlivu NaCl na primérny

pocet bun¢k v koloniich orienta¢ni charakter.

5.3 Srovnani vlivu Y4P6 na expresi FLOI11 a morfologii kolonii s vlivem

geni TECI a MPT35, ev. dalSich (TUP1, CYC$).
Z davodu ochrannych opatieni kvali epidemii COVID-19 nebyly planované

experimenty provedeny.
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6 Diskuse

Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda se interakce Whi3p a Yap6p méni v zavislosti
na staii kolonie a podminkach kultivace, srovnani vlivu genotypu Y4P6 u kmene s deleci WHI3
na morfologii kolonii a na expresi FLO! 1 a nasledné porovnani vlivu genu YAP6 s vlivem genil
TECI a MPT5, ev. dalsich (TUP1, CYCS). Za timto t¢elem byla z BR-F kmene Saccharomyces
cerevisiae s deleci WHI3 piipravena sada kment s odliSnymi genotypy pro YAP6, TECI a
MPT5, znacenych pFlo11-GFP a Flo11p-DsRed. Pro porovnani exprese FLO11 na transkripéni
urovni a na transla¢ni/post-translacni irovni byly zvoleny dva typy fluorescen¢niho znaceni.
Pro sledovani exprese FLOII na urovni transkripce byly kmeny oznaceny vloZenim kodujici
sekvence fluorescenc¢niho proteinu GFP za promotorovou sekvenci jedné z alel FLOI1. N-
koncova fuze jedné alely genu FLOI1I s kddujici sekvenci fluorescencniho proteinu DsRed
umoznila sledovani exprese F'LOI1 na translaéni a posttransla¢ni trovni.

V literatufe je popsan polymorfismus v délce repetitivnich oblasti B domény Flo11p u
Saccharomyces cerevisiae, ktery ovlivituje vlastnosti proteinu (Fidalgo et al., 2008).
Z ptedchozich studii bylo zjiSténo, Ze u kmene BR-F Saccharomyces cerevisiae delsi alela
FLOI1, kterd obsahuje v kddujici sekvenci inzert 45 nukleotidii, vykazuje siln€jsi pozitivni vliv
na vrascitost kolonie. Tato alela obsahuje 1 delsi repetitivni oblast kdédujici C-koncovou cast
proteinu. Z toho divodu byly pti ptipravé pFlol1-GFP kmenl vybrany pro dal§i analyzu
kmeny se zachovanou delsi alelou FLO/I1. Kmeny znacené fluorescencnim proteinem DsRed
byly odvozeny od ptivodniho kmene BR-F Flol1p-DsRed, u nichz nebyla delsi alela FLO11
modifikovana. VSechny pfipravené kmeny byly ovéieny ovérovaci PCR a sekvenovanim.

Z diavodu ochrannych opatieni kvili epidemii COVID-19 nebyly kmeny s raznym
genotypem TECI a MPTS5 pouzity a pldnované experimenty pro porovnani vlivu danych gent
nebyly provedeny. Prestoze nebyly hlavnim cilem prace, pravdépodobné by mohly pomoci
v upfesnéni a pochopeni mechanismil vlivu proteinu Whi3p na expresi FLO! 1.

Pti ptipraveé suspenze bunék pro stanoveni intenzity fluorescence bylo soucasné na
zaklad¢ OD stanoveno pfiblizné mnozstvi bunék v koloniich pouzitych kmeni a nasledné
stanoven vliv NaCl na pocet bun¢k v koloniich. Inhibice poctu bun€k piisobenim NaCl klesala
s Casem, coz je pravdépodobné dano postupnou adaptaci bun€k na podminky zvysSené
osmolarity média a vyvojem strukturovanych kolonii, které zvySuji odolnost kvasinek a
umoziuji jim rychlejsi riist v sub-optimalnich podminkach prosttedi. Pokles inhibi¢niho efektu

vlivem NaCl u starSich kolonii mize byt zpiisoben i sniZzenym vlivem inhibice rastu kolonie
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(proliferace) v dusledku vysoké hustoty bun¢k. K této inhibici dochazi pravdépodobné rychleji

u kolonii rostoucich v neselektivnich podminkach.

6.1 Srovnani vlivu genotypu Y4P6 u kmene s deleci WHI3 na morfologii

kolonii a na expresi FLOI11 za neselektivnich podminek kultivace.

Data z vysledkii stanoveni intenzity fluorescence kmenti, znaenych pFlo11-GFP
ukazuji, ze kmen, ktery mél promotorovou sekvenci jedné alely YAP6 nahrazenu silnym
konstitutivnim promotorem genu 7EF (kodujiciho translaéni elongacni faktor u Ashbya
gossypii), vykazoval fluorescenci nizsi nez kmen s nemodifikovanymi alelami YAP6. Zaroven,
delece obou alel YAP6 zptsobila zvySeni hodnot fluorescence oproti rodi¢ovskému kmenu. Pti
porovnani vysledki méfeni fluorescence kolonii rostoucich na GM u jinych experimentl je
zietelné zachovani vyznamnych rozdili v expresi FLO1 1 mezi riiznymi kmeny, které potvrzuje
negativni vliv Yap6p na expresi FLOI 1. Statistické zpracovani dat tento vliv potvrdilo. Ziskana
data jsou v souladu s hypotézou o negativnim vlivu Yap6p na expresi FLO!1.

Je znamo, Ze se na regulaci FLOII podili regula¢ni komplex Tuplp-Cyc8p, ktery
inhibuje expresi FLOI1 pomoci Miglp, Nrgl/2p (SNF1 dréha) a Sfllp (cAMP-PKA draha)
(Conlan et al., 2001, Bendrioua et al., 2014). Hanlon et al., (2011) predikoval, ze Yap6p fyzicky
interaguje s regulacnim komplexem Tuplp-Cyc8p a zprostiedkuje jeho vazbu do promotoru
cilovych genii. V literature chybi informace o tom, zda-1i FLO! I patii do cilovych genti Yap6p.
Je mozné, ze je jeho vliv na expresi FLOII zprostfedkovan jinou cestou. Predpoklada se
interakce Yap6p s proteiny Sok2p (negativné reguluje Phd1p) a Phd1p (inhibuje aktivitu Cyc8p,
ktery je represorem FLOI1) (Maclsaac et al., 2006, Schladebeck et al., 2013, Nguyen et al.,
2018). Vzhledem k tomu, ze byl prokdzan vliv Yap6p na expresi FLOII, bylo by mozné
zamétit dalsi studium vlivu Yap6p na ovéieni interakci Yap6p s proteiny Sok2p a Phdlp ¢i jeho
vlivu na expresi gent kodujicich tyto transkripcni faktory i jiné proteiny, které se mohou podilet

na regulaci exprese FLOI 1.

6.2 Srovnani vlivu genotypu YAP6 na expresi FLOIIl za vybranych
selektivnich podminek
Z divodu, ze je Yapbp v literatufe popsan jako stresovy transkripéni faktor, jehoz
zvySend hladina zvySuje odolnost buiky k lithnym a sodnym iontim, pfedpokladalo se, Ze

pfitomnost danych iontd bude ovliviiovat expresi Yap6p a tim padem 1 expresi FLOII

(Mendizabal et al., 1998). Podle vysledkli orientacnich testii s LiCl a NaCl v rtznych
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koncentracich bylo zjisténo, Ze silna inhibice riistu bunck, kterou zpisobuje LiCl v malych
koncentracich (10-25mM LiCl), kolidovala s moznosti ziskat dostate¢né mnozstvi bun¢k pro
méteni fluorescence. Pro méteni fluorescence byl zvolen NaCl v koncentracich 40mM a
120mM. Za danych podminek byla pozorovana zifetelna zména v morfologii kolonii a zaroven
inhibice rlstu nebyla pfili$ silnd. Nalezené mirné stresové podminky lze vyuzit pti sledovani
stresovych granuli v nasi laboratofi (Kocifova, 2020).

V souladu s pfedpokladem, ziskané vysledky ukazuji, ze na médiu s 40mM a 120mM
NaClu vsech pouzitych kmenti dochazi ke zvyseni hodnot fluorescence jak pFlo11-GFP, tak i
Flo11p-DsRed. Data jsou podpoiena statistickou analyzou. Pfestoze mechanismus indukce
exprese FLOI11 za podminek osmotického stresu nebyl popsan v literatufe, jednou z moznych
cest by mohla byt aktivace zprostfedkovana interakci Hoglp, ktery je aktivovan za podminek
osmotického stresu, s regulaénim komplexem Tuplp-Cyc8p. Proft et al. (2002) prokazal, ze
aktivni Hoglp je schopny prepnout funkci komplexu Tuplp-Cyc8p, ktery se zpravidla
povazuje za represor transkripce, na aktivator transkripce. Z diitvodu, ze maji Yap4p a Yapbp
hodné spolecnych cilti a Yap4p je podle literatury pod kontrolou HOG drahy, studium Yap6p
by mohlo byt zaméfeno na vyhleddni moznych interakci Yap6p a HOG drahy (Nevitt et al.,
2004).

Podobné¢ jako za neselektivnich podminek, kmen s overexpresi genu YAP6 vykazoval
ze vSech kmenti s deleci WHI3 i1 v ptitomnosti NaCl. Kmen s deleci Y4P6 mél opét primérné
hodnoty fluorescence vyssi nez ostatni kmeny.

V této praci posuzujeme vliv NaCl na expresi FLOII tfemi parametry: efektem
parametru ziskanym z ANOVA analyzy, HSD pomérem odvozenym z Tukey analyzy
(umoznuje identifikovat rozdily v hodnotach fluorescence mezi jednotlivymi médii pro dany
kmen nebo porovnat fluorescenci u dvou kment na riznych médiich) a pomérem mediani
fluorescence v pfitomnosti NaCl a fluorescence za neselektivnich podminek. Tento pomér jako
jediny vychazi z netransformovanych dat a je nejvic ovlivnén absolutnimi hodnotami
fluorescence a jejich nenormalnim rozdélenim.

Vysledky statistického zpracovani naméfenych hodnot ukazuji, ze genotyp YAP6
ovliviiuje expresi FLOI11 (ptedevsim u mladsich kolonii), ale jeho efekt byl mnohem slabsi nez
ptitomnost NaCl v médiu. Pti porovnani vlivu 40mM NaCl pomoci poméru mediant je ziejmé,
ze nejvetsi vliv meél NaCl u kmene s overexpresi YAP6, nejmensi u kmene s deleci YAP6
(tabulka 5.11,P6). Z vysledkli uvedenych v tabulce jednoznacné vyplyva, ze Yap6p zvysuje

expresi FLOII pti osmotickém stresu, avSak zaroven, Ze je zvySeni exprese FLOII pfi
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osmotickém stresu zavislé nejen na aktivité¢ Yap6p. Vysledky u kmenti s pFlo11-GFP a Flo11p-
DsRed byly rdmcové shodné.

Pro potvrzeni, Ze v pfitomnosti osmotického stresu dochazi k indukci exprese YAP6, by
bylo mozné ptipravit kmen produkujici fluorescencni protein GFP pod kontrolou promotoru
YAP6 a sledovat zmény ve fluorescenci proteinu pYap6-GFP za stresovych podminek. Zaroven
by bylo mozné srovnat fluorescenci pYap6-GFP u kmene s deleci WHI3 s fluorescenci u kmene
WHI3+ pro ovéfeni hypotézy o tom, ze je Yap6p je pod negativni kontrolou Whi3p, kterd
nebyla ovéfena s casovych ditvodi.

Venters ef al. (2011) na zédkladé ChIP-chip a microarray analyz predikoval, Ze se Yap6p
muze podilet na regulaci syntézy ribozomalnich proteinti a tRNA. Je mozné¢, Ze je rozdil mezi
vysledky analyzy u pFlol1-GFP a Flollp-DsRed kmenu zpusoben regulaci translacniho

aparatu pomoci Yap6p.

6.3 Vliv stari a genotypu YAP6 na expresi FLOI11

Bylo zjiSténo, Ze podstatné rozdily mezi kmeny whi3A/whi3A a whi3A/whi3A TEFYAP6
ve fluorescenci pFlo11-GFP se projevuji pfedevs§im v ¢asnych fazich vyvoje kolonie (4 dny
kultivace) pti kultivaci na neselektivnim médiu, avsak v ptitomnosti 40 mM NaCl a 120 mM
NaCl byly rozdily ve fluorescenci vyrazné mens$i. Mensi rozdily v naméfenych hodnotach
fluorescence mezi obéma kmeny byly u 6 dennich kolonii (tabulka P1, P2). To by mohlo byt
vysvétleno tim, ze za neselektivnich podminek je exprese FLO11 vyraznéji potlacena u kmene
s vys$$i hladinou Yap6p nez u rodi¢ovského kmene. Plisobenim NaCl dochazi k indukci exprese
YAP6 u obou kment, rozdily v hladinach Yap6p se zmensuji a tim se zmenSuji i rozdily v
hodnotach fluorescenci pFlo11-GFP. Je vsak tieba predpokladat, ze se zaroven v piitomnosti
NaCl méni funkce Yap6p zrepresoru na aktivator. Postupné stirani rozdilii v hodnotach
fluorescenci pFlo11-GFP mezi kmeny miize byt zplisobeno i1 zménou aktivity dalSich
regulacnich drah a jejich interakci, naptiklad, spojenych se stoupajicim nutricnim stresem v
rostoucich koloniich, nebo naopak pisobenim stresovych drah, ovliviyjicich transkripci
FLOII.
Na rozdil od kment znacenych pFlo11-GFP, byly u kment znacenych Flo11p-DsRed vétsi
rozdily mezi kmeny s rliznym genotypem YAP6 u kolonii rostoucich 6 dnil, na neselektivnim
médiu 1 v pfitomnosti NaCl (tabulka P3, P4). Vliv zvySené exprese YAP6 na expresi FLOII v
ptitomnosti NaCl byl méné vyrazny nez pti sledovani fluorescence pFlo11-GFP. Na rozdil od
kmene s deleci YAP6, fluorescence pFlo11-GFP i Flol1p-DsRed byla u kmene se zvySenou
expresi YAP6 vyssi na GM + 120mM NaCl nez na GM + 40mM NacCl
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U starSich kolonii kmene whi3A/whi3A yap6A/yap6A znaceného pFlo11-GFP (po 6
dnech kultivace) byl prikazny vyrazny pokles vlivu NaCl na hodnoty fluorescence (z hodnoty
efektu 52% na 20%). U kmene téhoz genotypu, znaceného Flo11p-DsRed, vliv pfitomnosti
NaCl v médiu nartstal (z hodnoty efektu 0,49 na 0,67. Tabulka 5.11, P6). Delece YAP6 u kmene
s deleci WHI3 znaceného pomoci pFlo11-GFP zpasobuje pokles vlivu NaCl na hodnoty
fluorescence. Pokles je mnohem vyraznéjsiu starsich kolonii. U kmene s deleci YAP6 i u kmene
s overexpresi YAP6 znaCenych Flol1p-DsRed je vliv NaCl, méfeny jako efekt ANOVA
parametru, vys§i u 6dennich neZz 4-dennich kolonii. Mira nariistu exprese FLOII vyjadiena
pomérem medidnu je zavisla na genotypu YAP6 a fadovée se neliSi mezi 4. a 6. dnem kultivace
(tabulka 5.11, P6).

Zjisténé rozdily v zavislosti exprese FLOI1 I na pritomnosti NaCl v obou systémech lze
vysvétlit zménami stability transkriptu ¢i proteinu nebo regulaci iniciace translace (i zptisobem
nezavislym na Yap6p), napiiklad, indukovanych signdlnimi drahami odpovédi na stresové
podminky.

U kmentt whi3A/whi3A Flol1p-DsRed a whi3A/whi3A TEFYAPG6 Flol1p-DsRed oproti
pFlol1-GFP kmeniim, byla nalezena vyznamna interakce mezi médiem a genotypem nejen pro
4-denni kolonie, ale 1 pro 6-denni kolonie (efekt interakce Kmen:Médium byl 0,097 a 0,152
oproti 0,17 a 0,02 u pFlol1-GFP kment).

Rozdily ve fluorescenci pFlo11-GFP mezi GM médiem a médii s NaCl klesaji s casem
jak u kmene s deleci Y4P6, tak i pro kmen s overexpresi Y4P6. U stejnych kmenti znaCenych
Flo11p-DsRed dochazi s Casem ke zvyseni rozdilti v hodnotach fluorescence (tabulky P7, PS).

Ziskana data potvrzuji hypotézu o vlivu Yap6p na expresi FLO!1 1 hypotézu o zménach

vlivu Yap6p na expresi FLOI 1 u kolonii v riizné fazi jejich vyvoje.

6.4 Vliv NaCl na expresi FLO11 u WHI3+ kmenii

U rodi¢ovskych kmentt BR-F, WHI3+, znacenych pomoci pFlo11-GFP a Flol11p-
DsRed, byl vliv NaCl na expresi FLO11 vyrazn¢ slab$i nez u kment s deleci WHI3. U WHI3+
kment byl také sledovan vliv zdroje uhliku na expresi FLOI1: u kmene BR-F FLOI1p-DsRed
byl u 6-denni kultury prokazan relativné velky vliv zdroje uhliku v médiu (efekt média 24%),
ktery prevysil vliv 120mM NaCl. U kmene znaené¢ho pFlo11-GFP byl mirny efekt zdroje
uhliku pozorovéan pouze u 4-dennich kolonii (efekt média 9%). V ptitomnosti 0,01M glukozy
(0,2D médium) oba kmeny vykazovaly vyssi hodnoty fluorescence neZ na respiraénim GM
médiu.
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Tento vysledek je ptekvapivy. Pti kultivaci kmenti s deleci WHI3 na 0,2D médiu byla
potlacena tvorba vrascitych kolonii vyrazngji nez pii kultivaci na GM a i fluorescenci pFlo11-
GFP byla vyrazné snizend (Gstni sdéleni). Snizena exprese FLOI1, jako esencialniho genu pro
vznik strukturovanych kolonii, se proto o¢ekavala i u BR-F kmenti s funkénim Whi3p. Tyto
kmeny maji vSak velmi vysokou tendenci ke tvorb¢ strukturovanych kolonii, a proto mirna
redukce strukturovanosti u nich neni napadna. Navic, exprese FLOII by méla byt ¢astecné
inhibovana ¢i snizena katabolickou represi v pritomnosti glukoézy (Kuchin et al., 2002). Je
mozné, ze zvySend exprese FLOI 1 na 0,2D byla spojena s aktivitou cAMP-PKA za ptitomnosti
glukozy (Kraakman ef al., 1999, Lorenz et al., 2000).

6.5 Vliv genotypu WHI3 a YAP6 na morfologii kolonii vybranych kmenit

VétSina snimki byla pofizena jako dokumentace v ramci experimentll pro stanoveni
intenzity fluorescenci pFlo11-GFP a Flol1p-DsRed. Z toho divodu ne vSechny kmeny
(zeyjména kmeny whi3A/whi3A yap6A/yap6A) maji dostatecné mnozstvi materialu pro
demonstraci vyvoje kolonii a zmén v morfologii kolonii zplisobenych vlivem genotypu kmene
a pritomnosti NaCl. Morfologie kolonii byla sledovana ptfedevSim pro 4. a 6. den kultivace.

BR-F kmeny, zna¢ené pomoci pFlo11-GFP a Flo11p-DsRed mély shodnou morfologii
kolonii na neselektivnich médiich a v pfitomnosti NaCl. Jak bylo zminéno v minulé kapitole,
kmeny s funkénim Whi3p se chovaji pomérné stabilné. U kment s deleci WHI3 byly
pozorovany zcela ocekavané zmény morfologie kolonii na neselektivnim médiu: mladsi
kolonie byly hladké nebo jen velmi malo vréasCité, po 4 dnech kultivace zacaly postupné
zvySovat svoji strukturovanost, zlstavaly vSak vice ploché nez kmeny s WHI3+. Kmeny s
overexpresi YAP6 jsou méné vrascCité, coz by také mohlo potvrzovat negativni vliv Yap6 na
expresi FLOI1. V ptitomnosti NaCl v médiu dochazi k vyraznému zvyseni vrascitosti kolonii
vSech kment s deleci WHI3. Zpravidla byly kolonie na médiu se zvySenou koncentraci NaCl
mensi, ale méné€ ploché nez kolonie rostouci na GM.

Vliv Yap6p na morfologii kolonii je méné vyrazny nez delece WHI3. Pii kultivaci
kmene whi3A/whi3 A je strukturovanost kolonii rostoucich na vSech typech testovanych médii
silné¢ redukovana v porovnani s rodicovskym kmenem WHI3+. Vliv Yap6 na morfologii
kolonii by bylo vhodné pozorovat u kmeni s jinym genotypem, napi. u kmene s deleci 7TECI,
u néhoz je ztrata schopnosti tvofit strukturované kolonie méné vyrazna.

Morfologie kolonii je kromé jejiho stafi, zdroje uhliku a pfitomnosti NaCl ovlivnéna

hustotou vysevu a vzdalenosti kolonie od stfedu plotny.
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Souhrn

e 7 BR-F kmene Saccharomyces cerevisiae s deleci WHI3 bylo ptipraveno 12 kmeni
s odlisSnymi genotypy pro YAP6, TECI a MPTS5, znaenych pFlo11-GFP a Flol1p-
DsRed. Pro méfeni fluorescence byly pouzivany kmeny se zachovanou delsi alelou
FLOI1I.

eV ramci optimalizace podminek mirného osmotického stresu byly otestovany LiCl a
NaCl v riznych koncentracich. Na zékladé¢ testi byl pro méteni fluorescence zvolen
NaCl v koncentracich 40mM a 120mM. Za danych podminek byla pozorovana zietelna
zména v morfologii kolonii 1 vliv na expresi FLOI 1.

e Byla potvrzena hypotéza o negativnim vlivu YAP6 na expresi FLOII jak za
neselektivnich podminek, tak 1 za podminek mirného osmotického stresu, vyvolaného
NaCl. Vysledky u kmenti znacenych pFlo11-GFP a Flol1p-DsRed byly ramcové
Flo11p-DsRed, zatimco delece YAP6 zplisobovala zvySeni hodnot fluorescence oproti
kmentm s jinym genotypem YAP6.

s Byly potvrzeny zmény vlivu YAP6 na expresi FLOII za ptitomnosti osmotického
stresu. Pi1 mirném osmotickém stresu dochazelo ke zvySeni exprese FLOI1, vyrazné
zmény byly pozorovany piedevsim u kmene se zvySenou expresi YAP6. Kmen s deleci
YAPG6 vykazoval v ptritomnosti NaCl nejmensi zmény v expresi FLOI 1.

e Byly potvrzeny zmény vlivu YAP6 na expresi FLOII v zavislosti na stafi kolonii.
Delece YAP6 u kmene s deleci WHI3 zna¢eného pomoci pFlo11-GFP zptsobuje pokles
vlivu NaCl na hodnoty fluorescence oproti overexpresi YAP6. Pokles je mnohem
vyrazné€jsi u starSich kolonii. U kmenti znac¢enych Flo11p-DsRed vliv NaCl na hodnoty
fluorescence s Casem roste, nezavisle na genotypu YAP6.

e U BR-F kmentll s funkénimi alelami WHI3, znacenych pomoci pFlol11-GFP nebo
Flo11p-DsRed byl vliv NaCl na expresi FLOI1 vyrazné slabsi nez u kmenti s deleci
WHI3.

e V piitomnosti NaCl v médiu dochéazi k vyraznému zvyseni vrascitosti kolonii kment
s deleci WHI3, nezéavisle na genotypu YAP6. Overexprese YAP6 u kment s deleci WHI3
zpiisobovala sniZeni vras€itost kolonii oproti kmeniim s nemodifikovanou alelou YA P6.

e Zduvodu ochrannych opatieni kvili epidemii COVID-19 nebyly kmeny s riznym
genotypem TECI a MPTS5 pouzity a planované experimenty pro porovnani vlivu danych

genl nebyly provedeny.
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9 Priloha k DP

Tabulka P1. Tukey test pro 4-denni kolonie kment BR-F whi3A/whi3A pFlo11-GFP (€.sb.1817) a
BR-F whi3A/whi3A TEFYAPG6 pFlol1-GFP (€.sb. 2007). GM40 je médium GM + 40mM NaCl, GM120 je
GM + 120mM NaCl.

Rozdil mezi variantami Estimate | SE df HSD | P.value

1817,GM - 1817,GM120 -522,84 | 15,70 | 1002 | -33,31 | 1,901E-13
1817,GM - 1817,GM40 -225,67 | 14,75 | 1002 | -15,30 | 1,901E-13
1817,GM - 2007,GM 222,94 11,42 | 1002 | 19,52 | 1,901E-13
1817,GM - 2007,GM120 -449,66 | 13,00 | 1002 | -34,58 | 1,901E-13
1817,GM - 2007,GM40 -212,49 | 13,00 | 1002 | -16,34 | 1,901E-13

1817,GM120 - 1817,GM40 | 297,18 17,86 | 1002 | 16,64 | 1,901E-13

1817,GM120 - 2007,GM 745,79 15,23 | 1002 | 48,97 | 1,901E-13

1817,GM120 - 2007,GM120 | 73,18 16,45 | 1002 | 4,45 1,394E-04

1817,GM120 - 2007,GM40 | 310,36 16,45 | 1002 | 18,87 | 1,901E-13

1817,GM40 - 2007,GM 448,61 14,25 | 1002 | 31,49 | 1,901E-13

1817,GM40 - 2007,GM120 | -223,99 | 15,54 | 1002 | -14,41 | 1,901E-13

1817,GM40 - 2007,GM40 13,18 15,54 | 1002 | 0,85 9,583E-01

2007,GM - 2007,GM120 -672,60 | 12,43 | 1002 | -54,09 | 1,901E-13

2007,GM - 2007,GM40 -435,43 | 12,43 | 1002 | -35,02 | 1,901E-13

2007,GM120 - 2007,GM40 | 237,17 13,90 | 1002 | 17,06 | 1,901E-13
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Tabulka P2. Tukey test pro 6-denni kolonie kment BR-F whi3A/whi3A pFlo11-GFP (€.sb.1817) a
BR-F whi3A/whi3A TEFYAPG6 pFlol1-GFP (€.sb. 2007). GM40 je médium GM + 40mM NaCl, GM120 je
GM + 120mM NaCl.

Rozdil mezi variantami Estimate | SE df | HSD | P.value

1817,GM - 1817,GM120 -154,11 | 11,14 | 318 | -13,83 | 1,026E-12
1817,GM - 1817,GM40 -104,34 | 11,14 | 318 | -9,37 | 1,083E-12
1817,GM - 2007,GM 59,15 11,14 | 318 | 5,31 3,066E-06
1817,GM - 2007,GM120 -125,13 | 11,14 | 318 | -11,23 | 1,048E-12
1817,GM - 2007,GM40 -69,18 11,14 | 318 | -6,21 | 2,477E-08

1817,GM120 - 1817,GM40 | 49,77 11,14 | 318 | 4,47 1,591E-04

1817,GM120 - 2007,GM 213,26 11,14 | 318 | 19,14 | 1,026E-12

1817,GM120 - 2007,GM120 | 28,98 11,14 | 318 | 2,60 9,981E-02

1817,GM120 - 2007,GM40 | 84,94 11,14 | 318 | 7,62 5,349E-12

1817,GM40 - 2007,GM 163,49 11,14 | 318 | 14,68 | 1,026E-12

1817,GM40 - 2007,GM120 | -20,79 11,14 | 318 | -1,87 | 4,251E-01

1817,GM40 - 2007,GM40 35,17 11,14 | 318 | 3,16 2,143E-02

2007,GM - 2007,GM120 -184,28 | 11,14 | 318 | -16,54 | 1,026E-12

2007,GM - 2007,GM40 -128,32 | 11,14 | 318 | -11,52 | 1,037E-12

2007,GM120 - 2007,GM40 | 55,95 11,14 | 318 | 5,02 1,254E-05
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Tabulka P3. Tukey test pro 4-denni kolonie kmenu
BR-F whi3A/whi3A Flol1p-DsRed (€.sb. 3007) a BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 Flol1p-DsRed (€.sb. 3016).
GM40 je médium GM + 40mM NaCl, GM120 je GM + 120mM NaCl.

Rozdil mezi variantami Estimate | SE df HSD | P.value

3007,GM - 3007,GM120 -463,54 | 19,29 | 1020 | -24,03 | 1,901E-13
3007,GM - 3007,GM40 -470,57 | 23,63 | 1020 | -19,92 | 1,901E-13
3007,GM - 3016,GM 49,40 20,84 | 1020 | 2,37 1,676E-01
3007,GM - 3016,GM120 -394,04 | 19,29 | 1020 | -20,43 | 1,901E-13
3007,GM - 3016,GM40 -127,95 123,63 | 1020 | -5,42 | 1,137E-06

3007,GM120 - 3007,GM40 | -7,03 23,63 | 1020 | -0,30 | 9,997E-01

3007,GM120 - 3016,GM 512,94 |20,84 | 1020 | 24,62 | 1,901E-13

3007,GM120 - 3016,GM120 | 69,50 19,29 | 1020 | 3,60 4,444E-03

3007,GM120 - 3016,GM40 | 335,59 23,63 | 1020 | 14,20 | 1,901E-13

3007,GM40 - 3016,GM 519,97 |24,90 | 1020 | 20,88 | 1,901E-13

3007,GM40 - 3016,GM120 | 76,53 23,63 | 1020 | 3,24 1,562E-02

3007,GM40 - 3016,GM40 342,62 | 27,28 | 1020 | 12,56 | 1,901E-13

3016,GM - 3016,GM 120 -443,43 | 20,84 | 1020 | -21,28 | 1,901E-13

3016,GM - 3016,GM40 -177,35 | 24,90 | 1020 | -7,12 | 2,985E-11

3016,GM120 - 3016,GM40 | 266,09 | 23,63 | 1020 | 11,26 | 1,901E-13
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Tabulka P4 Tukey test pro 6-denni kolonie kmenu
BR-F whi3A/whi3A Flol1p-DsRed (€.sb. 3007) a BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 Flol1p-DsRed (€.sb. 3016).
GM40 je médium GM + 40mM NaCl, GM120 je GM + 120mM NaCl.

Rozdil mezi variantami Estimate | SE df HSD | P.value

3007,GM - 3007,GM120 -273,58 | 17,86 | 1047 | -15,31 | 2,006E-13
3007,GM - 3007,GM40 -417,14 | 23,18 | 1047 | -17,99 | 2,006E-13
3007,GM - 3016,GM 198,69 17,78 | 1047 | 11,17 | 2,235E-13
3007,GM - 3016,GM120 -463,68 | 17,89 | 1047 | -25,92 | 2,006E-13
3007,GM - 3016,GM40 -188,63 | 21,78 | 1047 | -8,66 | 2,536E-13

3007,GM120 - 3007,GM40 | -143,56 | 23,25 | 1047 | -6,18 | 1,415E-08

3007,GM120 - 3016,GM 472,27 17,86 | 1047 | 26,44 | 2,006E-13

3007,GM120 - 3016,GM120 | -190,09 | 17,97 | 1047 | -10,58 | 2,567E-13

3007,GM120 - 3016,GM40 | 84,95 21,85 | 1047 | 3,89 1,496E-03

3007,GM40 - 3016,GM 615,83 23,18 | 1047 | 26,56 | 2,006E-13

3007,GM40 - 3016,GM120 | -46,54 23,26 | 1047 | -2,00 | 3,428E-01

3007,GM40 - 3016,GM40 228,51 26,37 | 1047 | 8,66 2,532E-13

3016,GM - 3016,GM 120 -662,36 | 17,89 | 1047 | -37,03 | 2,006E-13

3016,GM - 3016,GM40 -387,32 | 21,78 | 1047 | -17,79 | 2,006E-13

3016,GM120 - 3016,GM40 | 275,04 | 21,86 | 1047 | 12,58 | 2,006E-13

Tabulka P5. Porovnani mediani 4-dennich Kolonii kment whi3A/whi3A TEFYAP6, whi3A/whi3A
yap6A/yap6A a whi3A/whi3A pro pFlo11-GFP.

Kmen Médium Median | Vliv NaCl, %
Whi3AAwhi3A GM 353 |-
GM + 40 mM NaCl |933 264
Wwhi3A/whi3A GM 1073 |-
yap6A/yap6A GM + 40 mM NaCl | 1619 151
. . GM 159 -
whi3A/whi3A TEFYAP6 GM 1 40 mMNacl 1623 391
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Tabulka P6. Vysledky statistického zpracovani hodnot intenzity fluorescence
u 4 a 6-dennich kolonii kmenu whi3A/whi3A TEFYAP6 a whi3A/whi3A yap6A/yap6A, znacenych
pFlo11-GFP a Flol1p-DsRed. Parametr Médium vyjadiuje vliv 40mM a 120mM NaCl na vyslednou

fluorescenci.
whi3A/whi3A TEFYAP6
Fluor. protein | pFlo11-GFP Flol1p-DsRed
Stari, d 4 6 4 6
Parametr Médium
Df 2 2 2 2
Dfires 591 159 483 532
Sum Sq 14054612 229822  [4716741 | 9571310
Sum Sq.res 3410128 | 124450 | 4848957 | 3189430
F value 1218 147 235 798
Pr(>F) 2,370E-210| 7,583E-37 | 5,51E-72 | 6,679E-161
Efekt parametru | 0,805 0,649 0,493  |0,750
whi3A/whi3A yap6A/yap6A
Fluor. protein | pFlol1-GFP Flol1p-DsRed
Stari, d 4 6 4 6
Parametr Médium
Df 2 2 2 2
Dfrres 159 159 159 159
Sum Sq 182918 69511 172286 |237142
Sum Sq.res 171361 284767 | 181971 |117128
F value 85 19 75 161
Pr(>F) 8,377E-26 |2,878E-08 | 9,98E-24 |6,117E-39
Efekt parametru | 0,516 0,196 0,486  |0,669
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Tabulka P7. Tukey test pro 4 a 6-dennich kolonii kmenii
BR-F whi3A/whi3A TEFYAP6 pFlol1-GFP (¢.sb. 2007) a BR-F whi3A/whi3A yap6A/yap6A pFlol1-GFP
(¢.sb.1983). GM40 je médium GM + 40mM NaCl, GM120 je GM + 120mM NacCl.

Stafi, d | Rozdil mezi variantami | Estimate | SE | df | HSD P.value
whi3A/whi3A TEFYAP6
GM - GM120 -359,95 | 7,55 | 591 | -47,68 | 4,902E-10
4 GM - GM40 -224,11 | 7,55 | 591 | -29,69 | 4,902E-10
GM120 - GM40 135,84 | 8,44 | 591 | 16,09 | 4,902E-10
GM - GM120 -89,52 5,38 | 159 | -16,63 | 0,000E+00
6 GM - GM40 -64,09 5,38 | 159 | -11,90 | 0,000E+00
GM120 - GM40 25,43 5,38 | 159 | 4,72 1,513E-05

whi3A/Whi3A yap6A/yap6A

GM - GM120 -71,77 6,32 | 159 | -12,31 | 1,901E-13
4 GM - GM40 -62,23 6,32 | 159 | -9,85 | 9,548E-15
GM120 - GM40 15,54 6,32 | 159 | 2,46 3,958E-02
GM - GM120 -51,74 8,31 | 159 | -6,23 | 1,201E-08
6 GM - GM40 -25,09 8,00 | 159 | -3,14 | 5,770E-03
GM120 - GM40 26,65 8,17 | 159 | 3,26 3,834E-03
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Tabulka P8. Tukey test pro 4 a 6-denni kolonie kmenii
BR-F whi3A/whi3A TEFYAPG6 Flol1p-DsRed (€.sb. 3016) a BR-F whi3A/whi3A yap6\/yap6A Flol1p-DsRed
(¢.sb. 3028). GM40 je médium GM + 40mM NaCl, GM120 je GM + 120mM NaCl.

Stafi, d | Rozdil mezi variantami | Estimate | SE df | HSD P.value
whi3A/whi3A TEFYAP6
GM - GM120 -222.76 | 10,41 | 483 | -21,39 | 6,242E-11
4 GM - GM40 -89.03 12,45 | 483 | -7,15 | 7,192E-11
GM120 - GM40 133.72 11,81 | 483 | 11,32 | 6,243E-11
GM - GM120 -298,78 | 7,49 | 532 | -39,87 | 3,130E-10
6 GM - GM40 -170,03 | 9,13 | 532 | -18,63 | 3,130E-10
GM120 - GM40 128,75 | 9,16 | 532 | 14,05 | 3,130E-10

whi3A/Whi3A yap6A/yap6A

GM - GM120 -64.,44 6,64 | 159 | -9,71 | 8,660E-15
4 GM - GM40 -72,60 6,40 | 159 | -11,35 | 0,000E+00
GM120 - GM40 -8,16 6,53 | 159 | -1,25 | 4,261E-01
GM - GM120 -91,42 5,22 | 159 | -17,50 | 0,000E+00
6 GM - GM40 -63,58 5,22 | 159 | -12,17 | 0,000E+00
GM120 - GM40 27,83 5,22 | 159 (5,33 9,970E-07
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