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Uvod

1 Uvod

Predkladana disertatni prace byla vypracovana v oddéleni Membranového
transportu Fyziologického tistavu Akadedemie véd Ceské republiky v letech 2001-2005.
Zabyva se studiem transportnich systémi pro draselné kationty v kvasince
Saccharomyces cerevisiae, predeviim dosud malo charakterizovanymi proteiny Khal
a Tokl.

Vysledky této prace byly pribézné prezentovany formou prednasek a plaka-
tovych sdéleni na ¢eskych 1 mezinarodnich védeckych konferencich. Z vysledki prace

vznikly tfi publikace:

1. MareSovd, L. a Sychrova, H. (2005) Physiological characterization of
Saccharomyces cerevisiae khal deletion mutants. Mol Microbiol 55: 588-600.

2. Mare$ova, L., Urbankova, E., Gaskova, D. a Sychrova, H. (2006) Measurements
of plasma membrane potential changes in S. cerevisiae cells reveal the
importance of the Tok] channel in membrane potential maintenance. Biochim
Biophys Acia: odeslano do tisku.

3. Mare$ova L. a Sychrova H. (2006) AtCHX17 complements the khalA
phenotypes in S. cerevisiae. FEBS Letters: pripravovano do tisku.
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2 Literarni prehled

2.1 Kvasinky a jejich vyznam pro ¢lovéka

Kvasinky jsou jednobunécné houby charakteristické znaénym rozsifenim
v nejruznéjSich ekosystémech. V pfirod¢ se bézné nachazeji na listech, kvétech a plo-
dech rostlin, v padé i ve vodé, ale také na povrchu téla a v zazivacim ustroji zivocichii,
kde mohou zit symbioticky nebo jako parazité.

V historii lidské populace zaujimaji kvasinky vyznamné misto z ekonomického,
socialniho 1 zdravotniho hlediska. Jsou &asto popisovany jako nejstar$i domestikované
organismy, které jsou po tisicileti vyuzivany k produkci kvasenych napoj a kynutého
peciva.

Teprve objev mikroskopu koncem 17. stoleti vSak umoznil odhaleni
mikroorganism zpusobujicich kvasné procesy. V priibéhu vyvoje biologickych véd se
pak hromadily poznatky o kvasinkach nejen jako o puivodcich jiz dlouho znamého
kvaSeni v potravinaiském primyslu, ale postupné byla objevovana i fada jejich dalSich
dilezitych vlastnosti. V souCasné dobé jsou kvasinky vyuziviny v mnoha
biotechnologickych procesech od vyroby lékl, vitaminl a enzymi pies testovani
cytotoxickych u€inkid chemikalii az po €isténi odpadnich vod.

Kvasinky jsou zaroveri neocenitelnym nastrojem pro vyzkum Zivotnich procest
v eukaryotickych bunkach na molekularni trovni. Mnohé déje probihajici v rostlinnych
a zivoiSnych bunkach maji v kvasinkach své analogy. Péstovani kvasinek je pfitom
finanéné a metodicky nenaro¢né, bunky se rychle mnozi a mohou rist na presné
definovanych syntetickych médiich. Mezi nejstudovanéjsi druhy patii Saccharomyces
cerevisiae (mnozici se puenim) a Schizosaccharomyces pombe (mnozici se pri€énym
délenim).

Za objevy v oblasti molekularni biologie kvasinek bylo v udéleno nékolik
Nobelovych cen: Uz vroce 1907 bylo toto prestizni ocenéni udéleno némeckému
chemikovi Eduardu Buchnerovi, ktery dokazal, Ze alkoholové kvaSeni zpisobuji
enzymy piitomné v kvasinkach a k tomuto procesu tedy nejsou potieba Zivé buriky.

V roce 2001 pak byla Nobelova cena udélena Lelandu H. Hartwellovi za stanoveni role
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gentt CDC v buné&éném cyklu S cerevisiae a Siru Paulu Nurseovi za objev genu cdc?
v S. pombe a pozdéji jeho homologu CDK1 v lidskych burikach.

V budoucnu lze predpokladat jeSt€ v&tsi zapojeni kvasinek do dalSich pra-
myslovych oblasti, jako je obnova zdroji energie, environmentalni biotechnologie
a biodegradace odpadi.

Je ovSem nutno zminit, ze ne vSechny kvasinky c¢lovéku poslu$né slouzi
k dobrému. Nékteré druhy (napt. z rodu Zygosaccharomyces) mohou zptsobit kazZeni
potravin i napoju. DalSi kvasinky napt. z rodt Candida, Cryptococcus a Trichosporon
zplisobuji zdvazna kozni, slizni€ni i systémova onemocnéni. Kvasinkové infekce jsou
obzvlast’ nebezpecné pro jedince s oslabenym imunitnim systémem, jako jsou naptiklad
lidé trpici nemoci AIDS, pacienti lé€eni imunosupresivy nebo chemoterapii. Kromé
zdkladniho vyzkumu kvasinek jako modelovych eukaryotickych organismii probiha
tedy stéle paralelné i vyzkum lékaisky s cilem efektivné a specifiky hubit infekcni

druhy (Kelly ef al., 2005; Pfaller a Diekema, 2004).

2.2 Kvasinka Saccharomyces cerevisiae

vvvvvv

Saccharomyces cerevisiae, tazeny do tadu Saccharomycetales. Kromé jiz tradi¢niho
vyuZiti pro vyrobu kynutého peciva, krmnych smési, alkoholickych napojt a ethanolu
pro chemicky priamysl se tato kvasinka priblizné v sedmdesatych letech minulého stoleti
stala modelem pro vyzkum v oblasti molekularni a buné¢né biologie. Kratce po
zavedeni technik genového inZenyrstvi zadala byt vyuZivana pro produkci cizorodych
protein(, napf. jiz v osmdesatych letech minulého stoleti se uplatnila pri vyrob€ vakciny
proti hepatitidé B (McAleer ef al., 1984). Nasledovalo mnoho dalSich produktt, vetné
lidskych hormonti (insulin (Thim et al., 1987), ristovy hormon (Tokunaga et al., 1985)
aj.). V soucasné dob¢ se sice pro vyrobu vét§iho mnozstvi cizorodych proteind
pouzivaji Castéji kvasinky rodu Pichia, které poskytuji vyssi vytézky (Werten et al.,
1999) a nezpusobuji nadmérnou glykosylaci produktu (Grinna a Tschopp, 1989), ptesto
ma vsak kvasinka S. cerevisiae stale nezastupitelny vyznam i ve farmaceutickém
primyslu jako zdroj vitamint skupiny B a beta-glukant, které piisobi coby stimulatory
imunitniho syst¢ému (Hunter es al., 2002), efektivné podporuji onkologickou lé¢bu

a zmirfiuji vedlej$i priznaky chemoterapie a radioterapie (Hong ef al., 2004).
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Kromé pramyslového vyuziti pfedstavuje S. cerevisiae v souasnosti jeden
z nejdilezitéjsich a nejlépe charakterizovanych modelovych organismt vyuzivanych
pro studium molekularni urovné biologickych procest probihajicich v eukaryotickych
burnkach.

Obr. 2.1 Kvasinka S. cerevisiae
a) populace bungk snimané optikou Nomarského
b) fez burikou v elektronovém mikroskopu

Pfi volbé S. cerevisiae (obr. 2.1) jako modelového organismu hrala bezpochyby
roli skute€nost, Ze tato kvasinka nepatii k patogennim druhiim, coz vyznamné snizZuje
riziko infekce a potfebu bezpe¢nostnich opatreni pii védecké praci.

Na rozdil od vétSiny mikroorganismt maj{ kmeny S. cerevisiae stabilni haploidni
i diploidni stadium a ptechod mezi témito stadii je pomémné snadno regulovatelny
(Kassir a Simchen, 1976). Bez velkych obtizi mohou byt tedy izolovany napriklad
kmeny s recesivnimi mutacemi, jejichZz fenotyp se projevi v haploidnim stadiu a po
kiizeni s kmenem nesoucim dominantni alelu se pak prokaze komplementace ve stadiu
diploidnim (Zimmermann ef al., 1969). Zménou kultivacnich podminek Ize u diploid-
niho stadia navodit meiotické déleni (sporulaci), pii kterém vznika tetrada — Etvefice
haploidnich spor v uzavieném viecku, umozriujici analyzu segregace chromosomu tzv.
tetradovou analyzou (Brenespomales et al., 1956).

Diky rozvinutym technikam transformace bunék (Delorme, 1989; Gietz a Woods,
2002) je zaroven mozné komplementovat nejriizn&j$i mutace pomoci genli vnesenych
do S. cerevisiae ,,zvenku®. Do bunék mohou byt vnaseny plasmidy bud’ jako samostatné

se replikujici kruhové molekuly DNA (Beggs, 1978) nebo jako konstrukty pro integraci
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do genomu (Hill, 1989; Shortle er al., 1982). Integrace DNA probiha v S. cerevisiae
témér stoprocentné mechanismem homologni rekombinace (Aylon a Kupiec, 2004),
takZe exogenni DNA je mozné integrovat do pfesné uréeného mista genomu, pricemz
useky homologni s cilovym lokusem nemusi byt pfilis dlouhé, obvykle sta¢i 30-45
nukleotidi (Manivasakam et al., 1995).

Pro laboratorni potteby byly pfipraveny kmeny S. cerevisiae s mnohonasobnymi
tzv. markerovymi mutacemi (Wallis er «l, 1989), umoziujici vicenasobnou
transformaci plasmidy s riznymi selekénimi znaky. V posledni dobé ovsem 1 u této
kvasinky stoupa obliba plasmidi s tzv. dominantnimi selekénimi znaky (nejéastéji
rezistence k antibiotiklim, napf. geneticinu (Wach et al., 1994)), které nevyzaduji
pfitomnost recesivni mutace v transformovanych buiikdch a umoziuji 1 opakované
pouziti téhoz selekéniho znaku (Giildener et al., 1996).

O vyznamu S. cerevisiae pro studium molekuldrni arovné biologickych procest
sveédéi mimo jiné i skutenost, ze v roce 1996 se pravé tato kvasinka stala prvnim
eukaryotickym organismem, jehoz genom (o velikosti 12 068 kb) byl kompletné
sekvenovan (Goffeau er al., 1996). Nasledovala priprava série kment s delecemi
jednotlivych otevienych &tecich ramct (sbirka EUROSCARF) a studium ptisluSnych
fenotypovych projevil, napt. (Entian ef al., 1999; Giaever et al., 2002), umoznujici
odhad pfiblizné fyziologické funkce dosud necharakterizovanych proteini. Dalsi
projekty se zaméfily na postupné oznaceni vSech proteinu S. cerevisiae fluorescencnimi
markery za ucelem stanoveni jejich vnitrobunééné lokalizace, napt. (Habeler es al.,
2002; Huh et al., 2003; Kals et al., 2005).

Dobie vypracované metody genového inzenyrstvi v kombinaci s dostupnosti
mnoha riiznych mutantnich kment ucinily z této kvasinky rovnéz oblibeny hostitelsky
organismus pro studium heterologné exprimovanych proteinii z vySSich eukaryot

(Sychrova, 2004).

2.3 Transportni systémy v bunkach

Schopnost bun¢k regulovat pohyb chemickych latek a riznych signala pres
bunééné membrany je jednou ze zakladnich charakteristik Zivych organismu. Selektivni

usmérnéni prenosu latek, energie a informaci je nutné pro zachovéni integrity buné€k

a organel.
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Nékteré plyny a nenabité organické molekuly mohou hydrofobnimi oblastmi
fosfolipidovych dvouvrstev membran prochazet samovolné tzv. nespecifickou
permeaci, tedy difundovat do bun€k nebo z bunék do vyrovnani koncentraci. Vétsina
transportnich procest pres buné¢né membrany je vSak zprostredkovavana integralnimi
membranovymi proteiny, které jsou nékdy funkéné propojeny v komplexu s extra-
celularnimi receptorovymi proteiny a stejné tak s cytoplasmatickymi proteiny s funkci
energetickou nebo signalni (Saier, 2000). Protein nebo proteinovy komplex umoziujici
prichod latek pres membranu byvd nazyvan transportni systém, transportér nebo
permeasa.

Permeasy jsou tedy proteiny katalyzujici spiSe presun substratu nez jeho
chemickou pfeménu. Pfesto byvaji casto popisovany jako katalytické proteiny
analogické enzymim a enzymovym komplexim. Podobné jako u enzyma hovofime
o substratové specifité, afinit¢ a konstanté saturace. Na rozdil od rychlosti premény
substratu v produkt se oviem u transportnich systémi méfi tzv. transportni aktivita, tj.
rychlost pfenosu substratu z jedné strany membrany na druhou.

Transportni systémy se podileji na mnoha biologickych procesech v bunkach:
umoziuji pfisun vSech zakladnich zivin do cytoplasmy a nasledné do organel,
napomahaji regulaci koncentrace metabolitd a exkreci kone¢nych produktd metabo-
lickych drah z organel a z bunék ven, zprostredkovavaji aktivni vyluCovani toxickych
latek z cytoplasmy. Dale se podileji na udrzovani pottebné vnitrobunééné koncentrace
iontd, ktera se v mnoha pripadech radikalné lisi od koncentrace téchto iontd ve vnéj$im
prostiedi. Zaroven je tak regulovan i osmoticky tlak uvnitf buriky, jeji objem a mem-
branovy potencial. Integralni membranové proteiny hraji roli i v buné¢né signalizaci,
n&které z nich pouze zménou konformace (ty se nefadi mezi transportni proteiny), jiné
pfenosem signalnich molekul z bunék nebo do bunék. Z toho je vidét, Ze transportni
mechanismy jsou nesmirné dulezité prakticky pro viechny zivotni funkce bunék (Saier,

2000; Van Belle a André, 2001).

2.3.1 Mechanismy transportu

Transport substratu pfes membranu pomoci integralnich membranovych
proteinii mize probihat nékolika riznymi mechanismy (Horék et al., 1984, schéma

rozdélen{ transportnich mechanism je na obr. 2.2).

12
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Prvnim z nich je usnadnéna difuse (Ebel, 1985). Neni spojena se spotiebou
energie, a proto nemiiZe byt vyuZita pro transport latek proti koncentra¢nimu spadu.
Usnadnéna difuse muze probihat pres tzv. selekiivni kanaly, naptiklad aquaporiny pro
molekuly vody (Bonhivers et al., 1998), nebo pomoci tzv. uniportnich prenasect. Timto
mechanismem probihd naptiklad transport glukosy do bunék kvasinky S. cerevisiae
(Lagunas, 1993). Proteiny zprostiedkovavajici usnadnénou difusi ¢asto vlastni uzaviraci
mechanismus pro ptipad, Ze transport latky po sméru koncentraéniho spadu neni pro
buriku Zadouci (napf. Fpslp — glycerolovy kandl cytoplasmatické membrany
v S. cerevisiae, Luyten et al., 1995).

Dochazi-li pfi pfenosu substratu pfes membranu ke spotiebé energie, nazyva se
tento proces aktivni transport. Tzv. primarni aktivni transport je spojen s primarnim
zdrojem energic — chernickou reakci, absorpci svétla nebo tokem elektroni. Mezi
primarni transportni systémy patii naptiklad tzv. ATPasy, tj. pfenaSeCe pohanéné
hydrolyzou ATP (Wach et al, 1990), jako je tfeba protonovd ATPasa plasmatické
membrany S. cerevisiae (Pmalp) tvofici gradient protonii ptes plasmatickou membranu
(Serrano, 1978).

Sekundarni aktivni transport je spojen se sekundarnim zdrojem energie —
elektrochemickym gradientem iontl, ktery vznikd na naklady primérniho zdroje
energie. Dochazi tedy k pfesunu nejméné dvou rtiznych substrati zdroven, pficemz
koncentraéni gradient jednoho ze substrati slouzi jako zdroj energie pro ptenos druhého
substratu proti koncentra¢nimu spadu. Elektrochemicky gradient protoni byva
oznatovan jako PMF (proton motive force — protonmotoricka sila), gradient Na" jako
SMF (sodium motive force) (Saier, 2000).

Sekundarni aktivni transport muze probihat mechanismem symportu nebo
antiportu. Pfi symportu (nazyvaném téz kotransport) ptenasi transportér dva nebo vice
riznych substratd stejnym smérem. V symportu s protony je v S. cerevisiae
transportovana vétSina Zivin, vitamin@ i stopovych prvkii. V symportu s Na' je
transportovan naptiklad fosfore¢nanovy anion (PO43') ptes permeasu Pho89 (Martinez
a Persson, 1998). Pri antiportu dochazi k vyméné dvou riznych substrati pies
membranu. Piikladem takového transportéru v S. cerevisiae je Na'(K")/H" antiporter
Nhal, vyuzivajici gradient protonl pro aktivni vyluovani kationtt alkalickych kova
(Prior et al., 1996).
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Nékteré pienaSee béhem transportu modifikuji prenaseny substrat. Napfiklad
bakterialni fosfotransferasa pfenasi cukry a zaroveri je fosforyluje (Kundig et al., 1964;
Meadow a Roseman, 1982). Procesy, pii nichZ se substrat béhem prenosu modifikuje,
se nazyvaji skupinova translokace. U kvasinek tento druh transportniho mechanismu

nebyl popsan.

a-helixové kanaly

// B - listové poriny
g 4

toxinové kanaly

kanaly
/ T peptidové kanaly

transportni pohanéné hydrolyzou
systémy /o pohanéné dekarboxylaci
\ /v orimamni aktivni prenaéeée/' pohanéné oxidoredukéni reakci

i: pohanéné absorpci svétia

prenasece pohanéné mechanicky

\ uniportni pfenasece

sekundarni aktivni pfenasec¢e > symportery
antiportery
skupinové transiokatory

Obr. 2.2 Rozd&leni bun&&nych transportnich systémua podle mechanismu (upraveno podle Saier (2000)).

2.4 Transport alkalickych kationtii

2.4.1 Transport pres plasmatickou membranu

Jednou ze zdkladnich podminek Zivota vSech organismt je udrzovani stalych
koncentraci iontd uvnitf bunék. Vnitrobunééné anorganické kationty a anionty se
Ucastni mnoha fyziologickych procest, véetné adaptace bun€k ke zménam ve vnéj§im
prostfedi. Nutnost vytvofeni mechanismii adaptace na zmény vnéjsiho prostredi je
zvladté ziejma u organisma nepohyblivych (mezi néz patii 1 kvasinky), které nemohou

pfed nepiiznivymi podminkami uniknout pfemisténim v prostoru.
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Transportni systémy, které se na udrZzovani homeostasy kationtl podileji, maji
vSak zdsadni vyznam nejen pro mikroorganismy, ale i pro vys$si eukaryota. Chybna
funkce nebo neptitomnost téchto transportérti znaéné omezuje schopnost zemédélskych
plodin tolerovat zvySujici se obsah sodnych iontil v ptidé. Zvysena exprese nékterych
prenaSect pro alkalické kationty naopak zvySuje toleranci rostlin k solim — napfiklad
nadprodukce vakuolarniho Na'/H" antiporteru 4/Nhx1 zvysi toleranci k NaCl aZ na
200 mM nejen v rodiCovském organismu A. thaliana (Apse et al., 1999), ale 1 v trans-
gennich rostlinach rajete (Zhang a Blumwald, 2001). Nadbyte¢né sodné ionty se
v t&chto rostlindch ukladaji do vakuol, ¢imZ se predejde toxickym efektim Na®
v cytosolu.

[ v Zivoti$nych bunkdach (véetn€ bunék lidskych) hraji transportni systémy velmi
dilezitou roli. Néktera zavazna onemocnéni jsou zpusobena pravé nespravnou funkci
nékterého pfenasece iontl (napf. autosomalné dédi¢na hluchota zplisobena poruchou
draselného kanalu KCNQ4 nebo cysticka fibrosa zplsobena nespravnou funkei
chloridového kanalu CFTR (Jentsch et al., 2004)).

Ve volné ptirodé jsou draselné kationty (K') zastoupeny v mnohem niZ$ich
koncentracich (radové pM), nez v zivych burkach, kde je draslik akumulovan ve
velkém mnozstvi (napf. 200-300 mM v buiikach S cerevisiae (Serrano et al., 1997),
protoZe draselny kation je potfebny pro mnoho fyziologickych funkei bunék (regulace
buné¢ného objemu a vnitrobunééného pH, syntéza proteinti, aktivace enzymu atp.).
Vysoka vnitrobun&éna koncentrace sodnych kationti je naopak pro buiiky toxicka (Na*
se vaze do vazebnych mist pro K, ale neplni jeho funkci). Protoze draslik je schopen
nepiiznivé efekty sodiku do uréité miry kompenzovat (Gomez et al., 1996), snazi se
buriky v cytosolu udrzovat staly vysoky pomér K'/Na ¥, a to pomoci tfi rGznych
strategii:

1) Vysoka specifita rozpoznavani kationtd na urovni vstupu do bunék (vySSi

afinita transportnich systémi pro K* nez pro Na")

2) Aktivni vylucovani toxickych kationti z bun€k ven

3) Selektivni ukladani kationtl v organelach

Pro efektivni vyluCovani sodnych iontd vyuzivaji buiky aktivni transportni
systémy, predev§im ATPasy a sodno-protonové antiportery. Nékteré z té€chto

It e o . 14 v ~r o v s + . v
transportnich systémd, primarné slouzicich k vyluCovani Na’, jsou ovSem schopny
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transportovat i K" v ptipadg, Zze se builky v prirodé dostanou do prostiedi s nadby-
te¢nym mnozstvim draselnych soli a vnitrobun#énd koncentrace K* se zvysi nad
fyziologické optimum. Na“"(K")/H" antiportery mohou v nékterych piipadech slouzit
i k regulaci vnitrobunééného pH a bunéfného objemu (pi1 nahlém zvySeni vnitro-
bunéného pH rychly vystup K z bunék po sméru koncentraéniho spadu umozni vstup
protoni proti koncentraénimu spadu) (Kinclova er al, 2001). V laboratornich
podminkach bylo ovéfeno, Ze vétSina transportnich systému pro sodné ionty efektivné
transportuje i jejich analogy, ionty lithné (Garciadeblas er al., 1993). Jako analogy
draselnych iontl jsou nékterymi pienaSeci transportovany i ionty rubidné (Rodriguez-

Navarro, 2000).

2.4.2 Vnitrobunécny transport

Jak jiz je zminéno vySe, v eukaryotickych bunkéach probihd transport kationt
alkalickych kovi nejen pres plasmatickou membranu, ale 1 pfes membrany
vnitrobunéénych organel. Transportni systémy se tak podileji jednak na udrzovani
homeostaze kationtd (napf. selektivnim ukladanim Na® do vakuol) a dale na regulaci
vnitroorganelového pH. Vnitini pH membranovych vacki je jednim z kli€ovych faktord
pro jejich smérovani do cilové organely nebo (v pripadé exocytosy) k plasmatické
membrané. Organely sekre¢ni a endocytické drahy vykazuji snizovani pH smérem
k mistu uréeni: od endoplasmatického retikula (pH asi 7,1) ke Golgiho aparatu (pH asi
7,0-6,2), ptes tzv. TGN (trans-sit Golgiho aparatu, pH asi 6,0)) k sekre¢nim vac¢kiim
(pH asi 5,0); nebo pfes ranné a pozdni endosomy (pH asi 6,5) k lysosomuw/vakuole
(pH asi 4,5-5,8) (Futai et al., 2000; Mellman, 1992; Nakamura et al., 2005). Chybna
regulace pH endosomi naptiklad v glomerulech ledvin vede k vyluCovani kratkych
proteint z buné€k (misto degradace na aminokyseliny v lysosomu a zpétného vstiebani
do krevniho fecidté) a k nemoci zvané proteinurie (Maranda et al., 2001).

Molekularni podstata regulace vnitiniho pH organel je zatim pomérné malo
prostudovana (Brett et al, 2005b). Je znamo, 7e &tyii z deviti lidskych Na'/H'
antiporter Nhe jsou lokalizovany v membranach Golgiho aparatu a tzv. rannych
endosomll (early endosomes, post-Golgi endosomes) a podileji se na regulaci
organelového pH (Nakamura ef al., 2005; Numata a Orlowski, 2001). Sodno-protonové

antiportery lokalizované v membranach organel byly charakterizovany i v nékolika
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rostlinnych druzich, napf. AfNhx1, OsNhx1, LeNhx2 atd. (Fukuda ef al., 2004; Venema
et al., 2003). Regulace organelového pH Na'/H" antiporterem se vyrazné projevuje
naptiklad v kvétech svlaéce (loponema nil), kde recesivni mutace v genu kodujicim
vakuoldami antiporter /nNhx1 zptisobi odliSn€ zabarveni kvétnich platkd, které je zavislé
na pH vakuol (Fukada-Tanaka et al., 2000; Yamaguchi et al., 2001).

Nejlépe prostudovanym zastupcem skupiny intracelularmich Na'/H" pienasett
vSak zlstava kvasni¢ny antiporter ScNhx1. Bylo prokdzano, Ze tento protein se podili
jak na sekvestraci nadbyte¢nych kationtd alkalickych kovi do vakuol, tak na regulaci
pH cytosolu i vakuol (Brett et al., 2005b; Nass et al., 1997). V kapitole 2.4.4.3 se
o proteinu ScNhx1 bude hovotit podrobnéji.

2.4.3 Vyuziti S. cerevisiae pro studium Na'/H" antiporteri

Antiportni prenaSece pro kationty alkalickych kovi patfi ke konzervovanym
transportnim systémim napti¢ vemi typy organismu (achaea, bakterie, prvoci, houby,
rostliny, Zivofichové). Jejich struktura, substratova specifita a uloha v bunétné
fyziologii se ovsem mize do zna¢né miry liSit. Zatimco vétSina mikroorganismu
a rostlin vyuziva pro aktivni vyluCovani alkalickych kationtd z bun€k gradient protoni
tvofeny H'-ATPasou plasmatické membrany, Zivocisné buiky naopak vyuzivaji
gradient Na™ tvofeny Na'/K'-ATPasou pro vyluovani nadbyteénych protont a regulaci
vnitrobunééného pH.

Buriky vy3Sich eukaryot obvykle exprimuji paralelné nékolik isoforem Na'/H"
antiportert, napiiklad 9 isoforem proteinu Nhe v lidskych burikdch (Nakamura et al.,
2005; Orlowski a Grinstein, 2004), 28 isoforem proteinu Chx v Arabidopsis thaliana
(Sze et al., 2004) apod. Presna biochemicka a fyziologicka charakterizace prenaSece
zrostlinné nebo Zivocisné bunky je tedy obvykle silné komplikovana pritomnosti
daldich transportnich systémi s podobnou substritovou specifitou a podobnym
mechanismem transportu. Pfiprava mutantnich kment exprimujicich pouze jednu ze
studovanych isoforem je u mnohobunéénych organismu Casto velmi obtizné, v n€kte-

rych pfipadech dokonce nemozna.
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Nabizi se proto podstatné jednodussi feSeni — heterologni exprese studovaného
proteinu v hostitelském organismu postradajicim vlastni ptenaSeCe pro prislusny
substrat. Jednim z nejéastéji pouzivanych organismt pro heterologni expresi
transportéri z vysSich eukaryot je prave kvasinka S. cerevisiae, protoZe vétSina systému
podilejicich se na transportu alkalickych kationt pfes plasmatickou membranu této
‘kvasinky je pomémé dobfe charakterizovana a jsou dostupné mutantni kmeny s réiznymi
kombinacemi deletovanych gent pro tyto pienaSece, (napt. Baifiuelos et al., 1998; Bertl
et al., 2003). Stale oviem jeSt€ existuji urlité nedostatky v poznatcich o vnitro-
bunéénych transportérech. Soulasti snahy o charakterizaci vlastnich prenaSeci

alkalickych kationtti kvasinky S. cerevisiae je i tato disertaéni prace.

2.4.3.1 Rozdily mezi buiikou kvasni¢nou a bunikkami vySSich eukaryot

Pii heterologni expresi proteind z vysSich eukaryot je samoziejmé tfeba mit na
paméti, ze aCkoliv S. cerevisiae je eukaryotickym organismem, stavba i fyziologie jeji
buriky se od bunék rostlinnych a Zivo¢iSnych v nékterych aspektech vyznamné lisi.
Zatimco Zivolisné buiky vibec nemaji bunéfnou sténu a hlavnim stavebnim
materidlem rostlinné bunécné stény je celulosa, bunéfna sténa kvasinky se sklada
z chitinu, B-glukand a mananproteind. RovnéZz zastoupeni fosfolipidl a sterold
v plasmatické membrané je u ZivociSnych bunék dost odlisné od kvasinky, coZ mize
negativné ovliviiovat funkci heterologné exprimovanych Zivo¢iSnych membranovych
proteintt (Opekarova a Tanner, 2003). Exprese rostlinnych membrénovych proteint
v kvasinkéach je z tohoto hlediska obvykle méné problematicka. Jednou z vlastnosti,
vniz se buiiky kvasinek naopak podobaji spiSe bunkam Zivolisnym, je ukladédni
zasobnich latek v podobé& glykogenu, na rozdil od bunék rostlinnych, které zasoby
ukladaji nejéast&ji v podobé skrobu.

I v udrZzovani optimélnich koncentraci kationa alkalickych kovi jsou rozdily mezi
burtkami Zivo¢i§nymi, rostlinnymi a kvasniénymi. Buniky kvasinek se v tomto piipadé
opét podobaji spiSe bunkam rostlinnym nez Zivo¢iSnym. V ZzivoéiSnych burikach je
koncentrace ionti K* a Na' regulovana piedeviim &innosti Na'/K* ATPasy, ktera
exportuje Na* a importuje K™ v poméru 3:2. Je tak zaroveri udr?ovan membranovy
potencial bun&k a gradient Na', ktery slouZi jako zdroj energie pro sekundarni aktivni

transportéry Zivin. Rostlinné ani kvasinkové buiiky takovou ATPasu nemaji.
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Membranovy potencial je tvofen predevsim Cinnosti protonové ATPasy, draselné
kationy jsou do bunék transportovany sekundarnim aktivnim transportem. Sekundami
aktivni transport Zivin do bunék je zprostfedkovavan nejcastéji v symportu s protony,
Jjejichz gradient je rovnéz vytvaren ¢innosti protonové ATPasy plasmatické membrany.

Vnitrobunééna koncentrace draselnych iontd je v rostlinnych a zivocidnych
bunkach podobna (asi 100-200 mM). V laboratornich kmenech S. cerevisiae byly
naméteny hodnoty o néco vyssi, vétsinou kolem 300 mM.

Zajimavé je, ze prestoze genom S. cerevisiae je kompletné sekvenovan, neni
v této kvasince znam zadny protonovy kandl a rovnéZz export iontd Cl pfes
plasmatickou membréanu neni uspokojivé vyjasnén. Jediny kvasni¢ny homolog sav¢ich
chloridovych kanalii, protein Gefl, je lokalizovan intracelulamé a nemuze tedy

zprostredkovavat export C1” z bun€k (Schwappach et al., 1998).

2.4.4 Transportni systémy alkalickych kationta v S. cerevisiae

Prehled transportnich systémi plasmatické membrany, které se podileji na
transportu sodnych a draselnych iontd v S. cerevisiae, je na obr. 2.3. Jak je jiz zminéno
vysSe, i transport ionti alkalickych kovl probihé pres integralni membranové proteiny
s riznym mechanismem transportu. V této kapitole ovSem nejsou rozdéleny podle
mechanismu, kterym jsou ionty ptrenaseny, ale spiSe podle fyziologické funkce

v burikéch.
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Obr. 2.3 Transportni systémy v plasmatické membrané S. cerevisiae, které ovliviiuji vnitrobunéénou
koncentraci kationtt alkalickych kovii (podle Sychrova (2004)).

2.4.4.1 Vstup kationti do bunék

Kationty alkalickych kovii mohou do bunék S. cerevisiae vstupovat bud’
nespecificky ve sméru koncentra¢niho spadu, nebo vysoce specifickym aktivnim trans-
portem proti koncentraénimu spadu. Aktivnim transportem jsou vSak do bun€k vnaseny
pouze ionty draselné, které jsou obvykle v Zivotnim prostfedi kvasinek zastoupeny
v mnohem niZ§i koncentraci, neZ je optimalni koncentrace vnitrobuné¢na. Ionty sodné
Jjsou naopak v okoli bun¢k obvykle v nadbytku a nespecifické pronikani pfes transportni
systémy pro draslik plné pokryva (a ¢asto prekracuje) potiebu sodnych iontd v buiice. Je
tedy logické, Zze buiikky béhem evoluce nemély diivod vyvinout specificky aktivni

pienasec pro sodné kationty.

Trkl, Trk2
Pro aktivni vstup kationtd drasliku do bunék slouzi pfedevs§im proteiny Trkl
a Trk2 (Ko a Gaber, 1991). Trk1p je vysokoafinni pfenase K umozitujici buiikam rist

pti mikromolarni koncentraci draselnych iontti v médiu (Gaber ef al., 1988). Kvasinky
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s mutaci trk] potiebuji k ristu milimolarni koncentraci K*, vstup drasliku do bun&k jim
zprostfedkovava slabé exprimovany Trk2p (Ko er al., 1990; Ramos et al., 1994; Vidal
et al., 1995). Kvasinky s dvojitou mutaci rk/ trk2 nejsou schopné rdst pfi nizsi
koncentraci K" nez 10 mM, ale pti koncentraci nad 50 mM jiZ rostou stejné dobie jako
divoky kmen (Bertl et al, 2003). Vstup draselnych iontd do bun€k s touto dvojitou
mutaci je zaji§tovan nespecifickymi transportnimi mechanismy, zminénymi nize v této
kapitole.

Pti péstovani kvasinek s dvojitou mutaci trk/ trk2 na médiich s nizkym obsahem
K" dochazi ¢asto ke spontannimu vzniku supresorovych mutaci napiiklad v genech
kodujicich transportni systémy pro glukosu (Liang et al., 1998) nebo pro aminokyseliny
(Wright er al., 1997), které umozni t€émto transportnim systémim transportovat draselné
ionty. Pro zachovéani vlastnosti charakteristickych pro mutantni kmeny trkl trk2 je tedy
nutné uchovavat tyto kmeny na médiich s dostateénym obsahem K' (obvykle staci
50 mM KCl).

Bunky S. cerevisiae jsou diky proteiniim Trkl a Trk2 schopny akumulovat draslik
proti koncentraénimu spadu az stotisickrat. Hnaci silou tohoto energeticky naro¢ného
procesu by mohl byt elektrochemicky membranovy potencial tvofeny predevSim
ATPasou plasmatické membrany Pmal (Rodriguez-Navarro, 2000). Mechanismus tran-
sportu se viak zatim nepodafilo pln¢ objasnit. Plivodné se predpokladalo, Ze draselné
kationty vstupuji do buné€k v symportu s protony (Rodriguez-Navarro, 2000), pozdé&ji
byla tato hypotéza zpochybnéna tim, Ze transport K* je nezavisly na pH (Haro
a Rodriguez-Navarro, 2002). V soucasné dobé se predpoklada, ze proteiny Trkl1 a Trk2
maji dvé vazebna mista pro kationty, z nichZ jedno je vysoce specifické pro K a do
druhého se mohou vazat riizné kationty — K*, Na", H" a dalsi (Haro a Rodriguez-
Navarro, 2002; Kuroda et al., 2004). Nedavno byly dokonce publikovany experimenty
naznadujici, Ze jedinou funkei proteint Trk1 a Trk2 nemusi byt jen transport K, ale ze
tyto proteiny jsou schopny zaroven fungovat jako chloridové kanaly (Kuroda et al.,
2004; Rivetta et al., 2005).

Proteiny Trk1 a Trk2 s vysokou specifitou rozlisuji mezi ionty K™ a Na*, pomér
mezi Ky [K'] a Ky [Na'] mize byt az 1/700. Znamena to, Ze je-li pomér koncentraci
Na'/K" v prosttedi nizsi nez 700:1, do bunék vstupuje timto transportnim systémem

vice iontl draselnych nez sodnych (Rodriguez-Navarro, 2000). Pouze v pfipadé, Ze
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koncentrace sodnych iontil vice nez 700x pfevysuje koncentraci iontl draselnych, vstup
Na” do bunék pres systém Trk1 Trk2 pievysi vstup K.

Posttranslacni regulace aktivity proteini Trkl a Trk2 je zprostiedkovavana
proteinkinasami Snfl, Hal4 a Hal5, které transport K' aktivuji (fenotypovy projev
mutantnich kment hal4 hal5 je podobny jako kmend trkl trk2 (Mulet et al., 1999:
Portillo er al, 2005)), a dale fosfatasami Ppzl a Ppz2, které uroven transportu snizuji

(Yenush ez al., 2002; Yenush et al., 2005).

NSC1

Analyza transportu iontd metodou terikového zamku ukazala, Ze v bunkach
S. cerevisiae se nachazi neselektivni nizkoafinni iontovy kanal schopny transportovat do
bun&k Zirokou 3kdlu kationtl véetng K, Li" a NH," (Bihler er al., 1998, 2002). Protoze
se dosud nepodatilo identifikovat gen (geny) kédujici tento kanal, byl kanal provizorng
pojmenovan NSCI (non-selective cation channel). NSC1 pravdépodobné umoziuje
mutantnim kmentm ¢rk/ trk2 rast na médiich s dostateénym obsahem draselnych
kationt. Vstup ionti do bunék pres NSC1 muze byt blokovan dvojmocnymi kationty

kovi (napt. Ca?™y, hygromycimem B nebo nizkym pH .

Pho89

Primérni funkci proteinu Pho89 neni transport kationtl alkalickych kovi, a¢koli
se skrze néj dostavaji do bunék sodné ionty. Jedn4 se o Na'/P; symporter exprimovany
za podminek limitace fosfatem (Martinez a Persson, 1998). Spole¢né s proteiny Pho84,
Pho87. Pho90 a Pho91 se podili na aktivnim transportu PO,>" do bunék (Auesukaree e
al., 2003). Php89p je dosud jedinym identifikovanym transportnim systémem
vyuZivajicim jako zdroj energie gradient Na™ ptes plasmatickou membréanu S. cerevisiae

(Persson et al., 1998; Werner a Kinne, 2001).

Pmal

Protonova ATPasa plasmatické membrany bun€k S. cerevisiae (Serrano, 1978)
patii do rodiny ATPas P-typu. Transportuje protony z buné¢k proti koncentraCnimu
spadu na ukor energie vzniklé $t€penim molekul ATP (Goffeau a Slayman, 1981;
Serrano, 1988). Pro bunky je esencidlni (Cid ef al, 1987), je silné exprimovana ve
vSech rustovych fazich kvasinky (Ghaemmaghami er al., 2003) a ma dlouhy polocas

zivota (Benito ef al., 1991). Pmal tvofi pfiblizné 15-25 % vSech proteind plasmatické
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membrany (Ambesi et al., 2000) a spotiebovava 2540 % bunécného ATP (Cid e/ al.,
1987; Rao and Slayman, 1996).

Jeji Cinnost je regulovana predevS8im na posttranslaéni drovni metabolismem
glukosy (Goossens et al., 2000), zménami pH cytosolu (snizeni pH cytosolu aktivuje
Pmalp) (Portillo, 2000). Aktivitu Pmal lze blokovat n€kterymi oxida¢nimi Cinidly
(Stadler er al., 2001). Cinnosti Pmalp vznika gradient protonii pfes plasmatickou
membranu, ktery slouzi jako zdroj energie pro mnohé dalsi transportni systémy (napf.
Nhalp). Zaroven se podili i na tvorbé elektrochemického membranového potencialu A¥
(Holoubek et al., 2003; Perlin ef al., 1988), vyuzivané¢ho systémem Trkl Trk2. Pmalp
nepatii tedy pfimo mezi transportni systémy pro kationty alkalickych kovi, ale jeji

¢innosti jsou mnohé z téchto systémi ovlivnény.

2.4.4.2 Vystup kationti z bunék

Narozdil od transportnich systéml pro vstup do bunék, specificky upred-
nostiujicich K*, vlastni kvasinka S. cerevisiae exportni systémy schopné aktivné
vyluovat z bunék ionty Li", Na", K" i Rb" (Haro er al., 1991; Kinclova et al., 2002).
Kterykoliv z téchto iontl se totiz mize vyskytnout ve zvySené koncentraci v Zivotnim
prostredi kvasinky, vstoupit do bunék nespecifickymi transportnimi systémy a stat se
pro buriku toxickym. Z toho plyne potfeba exportu iontl pres plasmatickou membranu

proti jejich koncentraénimu spadu.

Enal-4/Pmr2a-e

ATPasa plasmatické membrany schopna vyluCovat kationty alkalickych kationtl
zbungk je v S cerevisiaze kdédovana tandemovou repetici n€kolika (3-5) témeér
identickych genti (Garciadeblas et al., 1993; Wieland et al., 1995). Prvni z téchto geni
(ENAI) byl klonovan na zaklad€ schopnosti zvySovat toleranci citlivych bunék k Li"
(Haro et al., 1991). Vzhledem k sekvenéni podobnosti s ATPasami P-typu bylo
predpovézeno, Ze se jedna o sodnou ATPasu. Prekvapivym zjisténim bylo, Ze deleéni
mutant je citlivy ke zvysené koncentraci K a zvysenému pH média (Haro et al., 1991).
Pozdéji bylo prokazano, ze ATPasy kvasinkovych bunék jsou skute¢né schopny
transportovat jak lithné a sodné, tak i draseln€ kationty (Bafiuelos a Rodriguez-Navarro,

1998; Benito et al., 1997).
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Zatimco ATPasy Ena2-3 jsou syntetizovany konstitutivné (Garciadeblas er al.,
1993), exprese ATPasy Enal je indukovatelnd ionty Na" a Li’, osmotickym tlakem
nebo zvySenym pH. Exprese Enal je regulovana signalni drahou HOG-MAPK (pfi
nizkych koncentracich soli) nebo protein-fosfatasou zvanou calcineurin (pfi vysokych
koncentracich soli) (Marquez a Serrano, 1996).

ProtoZze ATPasa Enal je aktivni pfedevsim pti vysSich hodnotach pH, uz v roce
1985 byla predpovézena existence dalSiho transportniho systému pro kationty
alkalickych kovi, ktery by lépe fungoval v kyselém prostredi (Ortega a Rodrigues-
Navarro, 1985). Izolace a charakterizace genu NHAI potvrdily tento predpoklad (Prior
et al., 1996).

Nhal

Gen NHAI byl selektovan z genomové knihovny na zakladé schopnosti zlepsSit
rist kmene citlivého k solim na médiu s vysokou koncentraci NaCl (Prior ef al., 1996).
Protein kdédovany timto genem (antiporter Nhalp) je vSak schopen transportovat nejen
ionty sodné, ale 1 lithné, draselné a rubidné (Bafiuelos et al., 1998; Kinclova et al.,
2001). Ve funkci vylu¢ovani prebyteénych kationtl alkalickych kovl se proteiny Enal
a Nhal vzajemné dopliuji - Enalp umoZnuje burikdm rist pfi vysokych koncentracich
soli v alkalickém prostfedi a Nhalp v kyselém prostfedi (Bafiuelos er al., 1998).
Exprese Nhalp vSak na rozdil od Enalp neni indukovatelna solemi ani osmotickym
tlakem, ale je konstitutivni a pomé&mmé nizka (Bafiuelos es al., 1998).

Mechanismus transportu K'(Na") v antiportu proti protonim byl potvrzen
méfenim transportu H® na izolovanych membranovych vagcich pfipravenych
z plasmatickych membran kment exprimujicich gen NHAI v porovnani s kmeny, které
gen NHAI nemaji (Sychrova ef al., 1999). Pivodné se ptedpokladalo, Ze transport pres
protein Nhal je elektroneutralni (1 sodny kationt proti 1 protonu), nedavno vsak bylo
publikovéno, Ze se jedna o transport elektrogenni (nékolik H' proti jednomu Na® iontu
(Ohgaki et al., 2005)).

Protein Nhal se také podili na regulaci vnitrobunééného pH. Kmeny s deleci nhal
maji vy$8i vnitrobunééné pH nez kmeny kontrolni (Brett er al., 2005b; Sychrova et al.,
1999). Pri ndhlém zvyseni vnitrobunééného pH je Nhalp schopen aktivné transportovat
protony do bun&k za pfedpokladu, Ze gradient K™ maze slouzit jako zdroj energie, tzn.

v extraceluldrnim prostiedi je niz$i koncentrace K neZ uvnitt bunék (kde je obvykle asi
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200-300 mM K%). Znamena to, ze kromé detoxifikaéni funkce mize Nhalp slouZit
i jako ,,bezpe€nostni ventil pro zachovani fyziologického pH v burikach. Dale byla
popséna i role proteinu Nhal v reakci na osmoticky Sok zplsobeny sorbitolem (tedy
nesouvisejici s pritomnosti kationtd alkalickych kovit) (Kinclova ef al., 2001). Nhalp se
pravdépodobné podili také na regulaci bunééného cyklu, jelikoz zvySend exprese genu
NHAI potlacovala v S. cerevisiae za normalnich podminek letalni u¢inek kombinace
mutaci gena S/T4 a HAL3, dilezitych pro spravny pribéh bunééného cyklu (Simon
et al.,2001).

Protein Nhal se sklada z pomérné kratkého hydrofilniho N-konce, dvanacti trans-
membranovych domén a velmi dlouhého hydrofilniho C-konce (56,2 % délky proteinu).
Zajimavé je, Ze 1 zkracena verze proteinu, koncici pouhych 41 aminokyselin za posledni
transmembrianovou doménou, byla v burkach spravné lokalizovdna a schopna plnit
funkci exportu kationt (Kinclova et al., 2001). Pro transport kationtl je tedy podstatna
predevsim hydrofobni transmembranova €ast proteinu.

Tokl

Toklp je napétové fizeny kanél plasmatické membrany S. cerevisiae pro draselné
kationty (Bertl et al, 1993), primarné usmérnujici jejich tok smérem ven z bunék,
agkoli za uréitych specifickych podminek pres n&j mohou ionty K i vstupovat do bunék
(Fairman et al., 1999). Toklp patii do zvlastni rodiny draselnych kanall s dvéma
doménami P (tzv. ,pore-forming domains®) (Ketchum et al, 1995). Ma osm
transmembranovych domén (domény P se nachazeji za 5. a za 7. TMD), kratky
hydrofilni N-konec (66 aa) a o néco delsi hydrofilni C-konec (234 aa), ktery se podili na
regulaci uzavirani kandlu (Loukin er al., 2002; Loukin a Saimi, 2002). Prestoze je
popsana jeho struktura a biofyzikalni vlastnosti jsou dobfe charakterizovany metodou
ter¢ikového zamku (Bertl ef al., 1998), fyziologicka funkce tohoto proteinu nebyla
dosud jasné stanovena. V nékolika pracich byl Toklp popséan jako cil pasobeni killer
toxinu K1 (Ahmed et al., 1999; Sesti et al., 2001), pozdéji vsak tato teorie byla
zpochybnéna (Breinig et al., 2002).

Buriky s mutaci fok/ jsou schopny normalniho ristu, neni zménéna jejich
tolerance ke K. Jedinym dosud popsanym rtistovym fenotypem delece tok/ je zvysena

tolerance mutantnich bunék k iontim cesnym (Bertl et al., 2003).

25



L.iterarni prehled

2.4.4.3 Vnitrobunééné prenasece

Nhx1

Nhx1p je vnitrobunéény prenase¢ kationtt alkalickych kovi, ktery se podili na
jejich sekvestraci do vakuol. Delece genu NHX/ se v bunkach projevi zvy$enim
citlivosti k solim alkalickych kovii (LiCl, NaCl, KCl), k hygromycinu B (Gaxiola et al.,
1999), citlivosti na nizké pH rastového média a sniZzenim pH vakuol 1 cytosolu (Brett es
al., 2005b). Pavodné se predpokladalo, Ze tento antiporter je lokalizovan v membrané
vakuol (Nass er al., 1997) nebo mitochondrii (Numata ef al., 1998), pozdé¢ji se vsak
ukazalo, 7e se protein Nhxl vyrazné€ podili i na regulaci transportu endosomalnich
vacki (tzv. prevakuolarnich kompartmentti, PVC), a to predevsim regulaci vnitiniho pH
té€chto organel (Brett et al., 2005b). V soucasné dobé¢ tedy prevlada nézor, Ze protein
Nhx1 je lokalizovan v membran¢ PVC (Nass a Rao, 1998), do nich transportuje
nadbyte¢né kationty alkalickych kovil a pfipadné sméfuje jejich transport smérem

k vakuole.

Khal

Protein Khal byl ptivodné charakterizovan jako K'/H' antiporter plasmatické
membrany (Ramirez ef al., 1998). Podle autor ¢lanku by tedy mé&l byt fazen mezi
proteiny zprostiedkovavajici vystup K z bungk. V ramci této disertaéni prace je
ukazéno, e Khalp vystup draselnych iontl z bun€k nezprostiedkovava a neni
lokalizovan v plasmatické membran€, nybrz reguluje pH homeostazi kationtl
alkalickych kovli v Golgiho aparatu. Proto byl tento protein zarazen mezi prenaSece
vnitrobunééné, kam podle vysledki predkladané prace spada. ProtoZe podstatnad cast
této disertaéni prace je vénovana pravé studiu proteinu Khal, dosud publikované

vysledky o ném jsou popsany podrobnégji v kap. 2.5.

Mkhl1

Proteinovy produkt ORFu YOL027c¢ byl nejdtive nazyvan Mdm38 (mitochondrial
distribution and morphology) (Dimmer et al., 2002), pozd€ji bylo rakouskou skupinou
prof. R. Schweyena z Universitdt Wien navrZzeno pfejmenovani na Mkh1 (mitochondrial
K'/H" antiporter) (Froschauer et al., 2005). Jedna se o homolog lidského proteinu

LetM1, jehoz absence ma za nasledek chorobu zvanou Wolf-Hirschhorniv syndrom
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(Zollino et al., 2003). Lidsky protein LetM1 i kvasniény homolog Mkhl jsou
lokalizovany ve vnitini membrané mitochondrii a podileji se na udrzovani homeostaze
K" a regulace objemu mitochondrii (Nowikovsky er al, 2004). Mutantni kmeny
S. cerevisiae mkhl nerostou na nefermentovatelnych zdrojich uhliku, coZz napovida
o chybné funkci mitochondrii. Lidsky gen LETMI je schopen tento defekt komple-
mentovat (Nowikovsky et al., 2004). Mechanismus antiportu K'/H" byl prokazan
pomoci fluorescencnich sond PBFI a BCECF na izolovanych submitochondridlnich
¢asticich izolovanych z kmene exprimujiciho Mkhl v porovnani s mutantnim kmenem

mkhlIA (Froschauer et al., 2005).

2.5 Transportni systém Khal

Gen KHAI byl identifikovan po uplné sekvenaci genomu S. cerevisiae na zakladé
sekventni podobnosti ORFu YJL094c s bakterialnimi geny kodujicimi transportni
systémy kationti alkalickych kovi — KEFC z E. coli a NAPA z E. hirae (Ramirez et al.,
1998).

V S. cerevisiae lezi gen KHAI na levém rameni desat¢ho chromosomu mezi geny
TOK1 a BCK1, narozdil od genu BCK] (YJL0O95w) jsou ovSem geny KHAI (YLJ094c)
a TOK1 (YJL093c) kédovany Crickovym fetézcem (obr. 2.4).

290 400 500
SRA3 RG3 CYC1 DALS

® X
——

MRPL4S
SAP185 YJLO97W BCK1 HPRS

I N 4 o
24(? — + + —e—————m = —— 260
KHAL TOKL

SGD Jan 12, 2005
Obr. 2.4 Umisténi gent KHA I a TOK na chromosomu X (http:/www.yeastgenome.org/)

Protein Khal ma 873 aminokyselin, kratky hydrofilni N-konec (19 aa), 12
transmembranovych segmentti propojenych kratkymi hydrofilnimi smy¢kami a dlouhy
hydrofilni C-konec (451 aa). Na zaklad¢ informaci dostupnych v internetovych databa-
zich byl v ramci pfedkladané disertacni prace vytvoren model sekundarni struktury

Khalp (obr. 2.5). Transmembranové oblasti byly ur¢eny podle informaci v databazi
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SGD http://db.yveasteenome.org/cgi-bin/protein/protein?dbid= S000003630. Sekundarni

struktura hydrofilniho C-konce byla uréena pomoci internetové sluzby , Network
Protein Sequence Analysis*“ http://geno3d-pbil.ibep.fr/cgi-bin/geno3dautomat.pl?page=/
GENO3D/geno3d_home.html, (Combet et al., 2000).

Autofi pdvodni publikace o proteinu Khal predpokladali, Ze tento protein by mohl
plnit podobnou funkci v transportu draselnych ionti, jako protein Nhal pro ionty sodné
(Ramirez et al., 1998). Transport K v antiportu proti protoniim pies plasmatickou
membranu byl jiz diive predpovézen (Ortega a Rodrigues-Navarro, 1985), proto se tato
funkce pro nové objeveny protein se sekvenci odpovidajici K'/H™ antiporteru zdéla
velmi pravdépodobna. Dal$im zjisténim podporujicim tuto hypotézu byla zvySena
vnitrobunééna koncentrace K* u mutantniho kmene s genem KHA!I disruptovanym
pomoci kazety URA3 (Ramirez et al., 1998).

Autofi ovSem neveédéli, Ze protein Nhal je schopen transportovat i draslik
(Bafiuelos et al., 1998) a ze tedy neni nutné hledat dalSi protein pro objasnéni transportu
K" pies plasmatickou membranu v antiportu proti protonim. Transportni vlastnosti

v

proteinu Khal nebyly v této praci zméreny a ani lokalizace proteinu nebyla stanovena
(Ramirez et al., 1998).

Pfi méfeni transportnich vlastnosti kmene S. cerevisiae B31 s deletovanymi geny
ENAI-4 a NHAI nebyl naméfen 7adny export K zavisly na pH (Kinclova et al., 2001),
coz ponékud zpochybriovalo existenci dalsiho K'/H' antiporteru v plasmatické

membrané. Objasnéni této nesrovnalosti bylo jednim z cild ptedkladané disertaéni

prace.
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Obr. 2.5 Model sekundarni struktury proteinu Khal

2.5.1 Publikované fenotypy kmenu s deleci khal

Jak je jiZ zminéno vySe, jednim z hlavnich divodii pro popsani proteinu Khal
jako K'/H" antiporteru v plasmatické membrang byla zvySena vnitrobunééna
koncentrace draselnych kationtd v mutantnim kmeni khal::URA3 (Ramirez et al.,
1998). Mezi dalsi pozorované fenotypy kmene s disruptovanym genem khal patiil

kratSi generatni cas ve standardnim médiu YPG, zvySené wvnitorbunééné pH
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a membranovy potencidl, rychlejsi rist a tvorba vétdich kolonii na médiich se zvySenym
pH nebo obsahem soli, intenzivnéj§i fermentace a respirace, vétsi vyt€zek biomasy
v pfepoctu na spotiebovanou glukosu a o néco mensi bunky (Ramirez et al., 1998). Je
oviem potfeba zminit, Ze autofi porovnavali rodiCovsky kmen W303, ktery je
auxotrofni na uracil, s kmenem, ve kterém byl gen KHA/ disruptovan kazetou URA3
(A. Pefia, Gstni sdéleni). Kmen s disruptovanym genem KHA/ byl tedy na uracil
prototrofni. Neda se proto s jistotou urcit, zda se pozorované fenotypy mutantniho
kmene vazou k absenci genu KHA/ nebo k metabolismu uracilu.

Gen KHAI je déle zminovan ve dvou pracich rznych skupin zabyvajicich se
hleddnim fenotypt mutantnich kment, v nichZ byly deletovany ORFy kodujici proteiny
s dosud nezndmou funkci (Entian et al., 1999; Steinmetz et al., 2002).

Skupina dr. L. M. Steinmetze z Lékarské fakulty ve Stanfordu v Kalifornii pouzila
soubor 5791 heterozygotnich a 4706 homozygotnich dele¢nich kmeni a testovala rast
na riznych zdrojich uhliku (glukosa, ethanol, glycerol, laktat). VSechny delecni kmeny
byly péstovany ve spoleéné kultute, poté byla ze vzorki izolovana genomova DNA
a pomoci PCR a statistickych metod bylo stanoveno zastoupeni jednotlivych dele¢nich
mutant v kulturach. Timto zplsobem dospéli autofi k zavéru, Zze kmen s deleci khal
ma zhorSeny riist na vSech testovanych nefermentovatelnych zdrojich uhliku (Steinmetz
et al., 2002), cozZ je v pfimém rozporu s intenzivnéjsi respiraci kment s disruptovanym
genem KHA I pozorovanou u Ramirez et al. (1998).

Skupina dr. K. D. Entiana z Mikrobiologického ustavu University J. W. Goethe ve
Frankfurtu nad Mohanem v Némecku také testovala rizné zdroje uhliku (glukosa,
fruktosa, manosa, galaktosa, ethanol, glycerol a octan), a dale riist v pfitomnosti soli
adal$ich chemikalii, odolnost k UV zafeni, schopnost parovani, invazivniho ristu
a morfologickou strukturu bunék. Testovali pouze 150 mutantnich kmenl s delecemi
malo prostudovanych ORFQ, a ristové experimenty provadéli na pevnych padach pro
kazdy kmen zvlast. Podle vysledki této skupiny vykazuji mutanty s deleci khal
vyrazné zhorSeny rlst pouze na octanu. Na ethanolu a glycerolu rostly stejné jako na
zdrojich fermentovatelnych (Entian et al., 1999). Skupina dr. Entiana dale pozorovala
mirné zvysenou toleranci kmene khalA k NaCl a zvySené procento bunék v S fazi

(v porovnani s rodi¢ovskym kmenem, stanoveno pomoci tzv. fluorescence-activated cell

sorting, FACS).
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Vysledky tfi rtiznych skupin ohledné asimilace nefermentovatelnych zdrojh
uhliku nejsou tedy jednotné, coz se da pomémé snadno vysvétlit (1) porovnavanim
kmeni s rozdilnym metabolismem uracilu v pfipadé mexické skupiny (Ramirez et al.,
1998) a (2) vyrazné odliSnou metodou stanoveni a Sirokym zab€rem experimentu
v obou daliich skupindch. Zadnd ze zmifiovanych skupin (a to ani autofi pavodni
publikace o proteinu Khal) se nepokusila potvrdit souvislost mezi pozorovanymi
fenotypovymi projevy a genem KHAI tim, Zze by gen v plasmidu vnesli zpét do bunék
a obnovili tak fenotyp rodi¢ovského kmene. Popsané fenotypy mutantnich kment bylo
tedy nutno brat jako neovérené a nékteré z nich byly ovérovany a dale studovany

v ramci této disertaéni prace.

2.5.2 Lokalizace proteinu Khal

Autofi pivodni publikace o proteinu Khal predpovédéli lokalizaci v plasmatické
membrané na zakladé predpokladané funkce proteinu (Ramirez es al., 1998). Z této
hypotézy vychazeli i ostatni autori zmiriujici protein Khal (napf. (Cellier et al., 2004,
Erez a Kahana, 2002)), aniz by bylo provedeno oznaceni proteinu a lokalizace ovérena
mikroskopicky.

Internetové databaze proteind znacenych GFP neobsahuji informaci o lokalizaci

proteinu Khal. V databazi YPL.Db (http://vpl.uni-graz.at/ pages/home.html, Habeler e¢

al., 2002; Kals et al., 2005) neni o Khalp vibec zadna zminka; v projektu Yeast GFP

Fusion Localization Database (http://yveastgfp.ucsf. edu./, Huh es al., 2003) se sice

pokusili oznacit protein Khal GFP piipojenim kodujici sekvence GFP na chromosom za
ORF KHAI, znafeny protein se vSak nepodafilo vizualizovat. Stanoveni lokalizace

proteinu Khal v bunkach bylo dal$im z cili této préace.

2.5.3 Prehled mikroarrayovych vysledku

Dalsi informace o genu KHAI byly vyhledany v internetovych databazich

vysledk(i mikroarrayovych experimenti (napf. www.transcriptome.ens.fr/ymgyv).

Exprese genu KHAI nepodléha priliS vyraznym zméndm, pouze ve 3 % vSech

mikroarrayovych experimentid se exprese ménila vice nez tiikrat, v 6 % dvakrat

av 14 9% 1,5 krat.
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Signifikantni indukce exprese genu K774/ byla pozorovana pii prechodu bunék do
staciondrni faze (Gasch et al., 2000), pii pusobeni 7% ethanolu (Alexandre et al., 2001),
pii pH 8 (Viladevall et al, 2004) a pti pH 3 (Schoondermark-Stolk et al., 2005).
Vzhledem k celkové nizké expresi tohoto genu nelze v mikroarrayovych experimentech
ziskat presné udaje o jeho represi, protoZe tyto hodnoty vétSinou lezi v rozmezi

experimentalni chyby.

2.5.4 Interakce proteinu Khal

V ramci projektu dvouhybridové analyzy proteinovych interakei byl nalezen jeden
kandidat interagujici s proteinem Khal, a to protein kodovany ORFem YLRI193c (Ito
etal., 2001). Tento protein vSak nebyl dosud charakterizovan, jediny dostupny udaj
o ném, kromée interakce s Khalp, je predpovézena lokalizace v mitochondriich (Huh

et al., 2003), a proto z této interakce nebylo mozné odvodit dalsi vlastnosti proteinu
Khal.

2.5.5 Homologni geny a proteiny v dalSich organismech

Gen KHAI patii do rodiny gent kédujicich prenasece jednomocnych kationtd
proti protonim (tzv. CPA cation-proton antiporters). Tato rodina gent kédujicich
transportni systémy byla dale rozdélena na tfi podrodiny (CPA1, CPA2 a NaT-DC)
podle predpokladanych spoleé¢nych prokaryotickych predkd (Chang et al., 2004).
Podrodina CPA2 (do niz patii KHAI) se dale déli na dvé vétve: vétev CHX zahrnuje
kromé KHAI predevsim rostlinné geny typu CHX a KEAI-3, dale bakterialni geny typu
KEFB a KEFC. Druha vétev (NHA) pak zahmuje kvasniéné geny typu NHA1/SOD?2,
lidské geny typu NHA, bakterialni geny typu NHAA4 a rostlinné geny KEA4-6 (Brett et
al., 2005a). ZjednoduSeny fylogeneticky strom podrodiny CPA2 sestaveny na zakladé
podobnosti odvozenych proteinovych sekvenci je na obr. 2.6. Podrodina pifenaSecii
CPA1 zahrnuje napriklad geny vnitrobunéénych Na'/H" antiporter(i typu NHX/ a savéi
geny typu NHE[-9 (Brett et al., 2005a).
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. EcKEFB
vétev CHX —: At KEA1
AtCHX1
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Obr. 2.6 ZaFazeni homolognich gent v podroding CPA2

vétev NHA

2.5.5.1 Bakteridlni homology

Nejblizsim bakterialnim homologem genu KHA! je gen NAPA z Enterococcus
hirae (25,9% identita) a ddle KEFC z Escherichia coli (20,0% identita) (Ramirez ef al.,
1998). Na zakladé podobnosti s témito geny byl gen KHA!I identifikovan v genomu
S. cerevisiae a predpovézena jeho funkce. Proteiny kédované geny NAPA a KEFC se
v bakteriich podileji na transportu kationti alkalickych kova (Reizer ef al., 1992).
EhNapA je domnély Na'/H" antiporter (Waser et al, 1992). EcKefC je v nékterych
pracich popisovan jako draselny kanal s uzaviracim mechanismem regulovanym
glutathionem (Ferguson ef al., 1995), jinde je uvadén jako K'/H' antiporter (Reizer
etal., 1992), ve vétsiné pripadi se vSak autofi vyhybaji specifikaci transportniho
mechanismu a nazyvaji KefC ,,glutathion-gated K" efflux system* (Brett e al, 2005a;
Miller et al., 2000; Munro et al., 1991).

2.5.5.2 Kvasinkové homology

Geny podobné ORFu KHAI ze Saccharomyces cerevisiae byly v plné délce dosud
nalezeny v sedmi dalSich druzich kvasinek. Jejich pfehled je v tab. 2.1, podobnost
proteinovych sekvenci je v tab. 2.2. ORFy podobné KHAI, ale podstatné kratsi, byly
dale nalezeny v Saccharomyces mikatae (gen koduje produkt o délce 351 aa) a Candida
albicans (560 aa). Neni jisté, zda se nejedna o preruSeni &teciho ramce v dusledku
chyby v sekvenovani, proto tyto proteiny nebyly do srovnani zatazeny.

V tab. 2.1 je vidét, Ze proteiny Khal vSech druht rodu Saccharomyces a druh
C. glabrata maji srovnatelnou délku (873-879 aa), v druhu S. pombe je Khal o néco

delsi (898 aa) a v druzich K. lactis a D. hansenii o n&co krat3i.
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Tab. 2.1 Pfehled kvasinkovych druh@, v nichZ byl nalezen gen KHAI (L. Ptibylova, nepublikované

vysledky)

Druh kvasinky kmen poiet pofet | reference/databaze
aminokyselin | introni

Saccharomyces cerevisiae | S288¢ 873 0 (Ramirez et al., 1998)

Candida glabrata CBS 138 876 (Dujon et al., 2004)

Debaryomyces hansenii | - pe 757 822 0 | (Dujon et al, 2004)

var. hansenii

Kluyveromyces lactis CLIB210 781 0 (Dujon et al., 2004)

Saccharomyces bayanus 623-6¢ 875 0 (Kellis et al., 2003)

Saccharomyces castelii NRRL Y-12630 879 0 (Kellis et al., 2003)

Saccharomyces paradoxus | NRRL Y-17217 873 0 (Kellis et al., 2003)

Schizosaccharomyces 972 898 3 | EBI (dcc. No CAB76234)

pombe

Tabulka 2.2 ukazuje, ze proteinu Khal ze S. cerevisiae je nejpodobnéjsi jeho

homolog z S. paradoxus a déle ostatni rody druhu Saccharomycces. Nejméné podobné

z porovnavanych kvasinkovych homologli mu jsou Khalp z halotolerantni kvasinky

D. hansenii a z kvasinky S. pombe, kterd se vyznacuje pfi€nym deélenim bunék namisto

klasického kvasinkového puceni.

Tab. 2.2 Podobnost (%) a identita (%) odvozené sekvence proteini Khal v r@znych kvasinkdch
(L. Pribylov4, nepublikované vysledky)

Khalp C.glabrata D.hansenii  K.lactis ~ S.bayanus  S.castelii  S.cerevisiae S. paradoxus S.pombe
C. glabrata 100 45.8 47.1 65.3 64.6 63.7 643 46.6
D. hansenii 56.1 100 45.0 51.6 45.1 42.7 49.5 49.5
K. laciis 69.7 555 100 54.9 54.9 47.1 544 45.7
S. bayanus 73.1 62.6 64.9 100 66.6 87.5 87.5 449
S. castelii 72.5 56.3 65.5 73.1 100 69.0 68.6 46.3
S.cerevisiae 79.0 64.8 69.7 91.3 75.5 100 95.8 30.2
S. paradoxus 72.8 599 65.0 91.0 75.3 96.9 100 46.2
S. pombe 61.5 63.1 60.1 59.8 61.7 54.0 61.4 100
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V kvasince S. cerevisiae lezi geny TOKI a KHAI na levém rameni chromosomu
X tésné€ za sebou, nekodujici oblast oddé€lujici ORFy je pouze 294 bp. Podobna situace
je 1 v kvasince S. paradoxus. Tato syntenie ov§em pro funkci obou genl zfejme neni
nezbytna, nebot’ v kvasinkach S. mikatae a S. bayanus lezi geny TOKI a KHAI kazdy

na jiném chromosomu (obr. 2.7).
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Obr. 2.7 Umisténi gent KHA1 a TOK 1 na chromosomech riznych druh rodu Saccharomyces
(http://www.yeastgenome.org/, Kellis et al., 2003)

2.5.5.3 Dalsi houbové organismy

Gen KHAI byl nalezen v genomu vlaknité houby Neurospora crassa (obr. 2.8a),
patogenni houby Aspergillus nidulans (obr. 2.8b), rostlinného parazita Ustilago maydis
(obr. 2.8c) a dalSich houbovych organismu (http://db.yeastgenome.org/homolog/

images2/chr10/YJL094C. tree.gif). Ani v jednom z té€chto organismi nebyl ovSem

proteinovy produkt genu blize charakterizovan.
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Obr. 2.8 2a) N. crassa
b) A. nidulans
c) U. maydis

2.5.5.4 Vyssi eukaryota

Geny homologni ke KHAI byly nalezeny 1 v Zivocisnych a rostlinnych genomech
(napt. Xenopus laevis, Drosophila melanogaster, Arabidopsis thaliana). Jediné dva
blize charakterizované produkty téchto geni jsou rostlinné proteiny 4/Chx17 (Cellier
etal., 2004, Sze et al, 2004) a LeNhx2 (Venema et al, 2003). LeNhx2 je
vnitrobun&ény K'/H' antiporter z rajéete (Lycopersicon esculentum), lokalizovany
v prevakuolarnich kompartmentech a Golgiho aparatu (Venema et al., 2003). Identita
proteinovych sekvenci LeNhx2 a ScKhal je 25 %. O proteinu ArChx17, prenaSeci

z A. thaliana, je podrobnéji psano v kap. 5.11.

Zavérem by se tedy dalo fici, ze geny typu KHAI/ se vyskytuji v genomech
organisml napfi¢ vSemi taxonomickymi skupinami. Objasnéni funkce proteinu Khal
v S. cerevisiae a stanoveni fenotypu deleCnich mutantd by vyrazné prispélo

k moZnostem studia podobnych proteinil v burikach vyssich eukaryot.
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3 Cil prace

Cilem této prace bylo predev§im charakterizovat Ulohu proteinu Khal ve

fyziologii kvasinky S. cerevisiae. Dil€imi kroky potrebnymi k dosazeni tohoto cile bylo:
e Ovefit publikované fenotypy mutace khal v kvasince S. cerevisiae

e Nalézt fenotypy mutace khal v kombinaci s dal§imi mutacemi v genech
kodujicich transportni systémy pro kationty alkalickych kovi v kvasince

S cerevisiae

e Vysvétlit, pro¢ nebyl naméfen Z4adny vystup K* z bunék BW31
exprimujicich protein Khal pii pH 5,5 ani pH 8,0

e Stanovit lokalizaci proteinu Khal

e Studovat vliv transportnich systémli na membranovy potencial

S. cerevisiae, a to piedevs§im proteint Khal a Tok1

e 7Zjistit, které mutantni fenotypy S. cerevisiae jsou komplementovany
rostlinnym ptrenaSetem ArChx17, a sledovat jeho vlastnosti pfi

heterologni expresi v S. cerevisiae
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4 Material a metody

4.1 Material

Pouzité chemikalie byly vzdy nejvy3si dostupné Cistoty, pokud mozno ¢istoty pro
molekularni biologii, od firem Difco (USA), Lachema (CR), Serva (USA) a Sigma
(USA).

4.1.1 Kultiva¢ni média

Byla pfipravovana tekuta a pevna kultivacni média. Postup ptipravy byl v obou
ptipadech obdobny, do pevnych médii byl navic pred sterilizaci pridavan 2% agar
(v ptfipadé pevného média AP nebo médii s vysokou koncentraci soli 2,5% agar). Pti

piipravé viech médii byla pouzita destilovana voda.

Pro bakterie

Bakterie byly kultivovany v médiu LB (Luria-Broth) pfipraveném z komer¢éné
dodéavané smési (1% Bacto-Trypton, 0,5% kvasni€ny autolyzat, 1% NaCl, pH upraveno
na 7 pomoci NaOH) od firmy Sigma, do né€jz byl v pfipadé potieby po autoklavovani
pfidavan ampicilin ze zasobniho roztoku (25 mg/ml, sterilizovano filtraci) do kone¢né

koncentrace 100 pg/ml. Médium LB s ampicilinem je v textu uvadéno jako médium

LBA.

Pro kvasinky
Pro kultivaci kvasinek byla pouzivana nasledujici média:
YPG 1% kvasni¢ny autolyzat, 2% bacto peptone, 2% glukosa, 10 pg/ml
adenin
YNB-NH, 0,17% yeast nitrogen base bez aminokyselin a NHs", 0,5% siran amonny,
2% glukosa (neni-li v textu uveden jiny zdroj uhliku)
MM Minimalni médium pro sledovani indukce exprese [-galaktosidasy bylo
pripravovano podle (Minarikova et al., 2001): 2% glukosa, 15 mM
(NH4);804, 100 mM KH,POy4, 0,8 mM MgSQy4, 1,7 mM NaCl, 54 mM
KOH, po sterilizaci piidan roztok vitamind 1ml/100ml média a roztok

stopovych prvkl 1ml/100 ml média (sloZeni roztoku viz kap. 4.1.6).
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AP Arginin-fosfatové médium bylo pfipravovano podle (Rodriguez-Navarro
a Ramos, 1984):
60 ml H,O + 55 pl H;POy4 titrovano argininem do vysledného pH
(vétsinou 4,5 nebo 6,5), 0,2 ml 1 M MgSQOy4, 0,2 ml 0,1 M CaCl,, 1 ml
100 mM KCI, 2 g glukosa, doplnéno vodou do 100 ml. Po sterilizaci

ptidan 1 ml roztoku vitamind a 1 ml roztok stopovych prvka.

Média s pridavkem bromkresolového purpuru (BKP): Zasobni roztok BKP
(10 mg BKP v 1 ml ¢&istého ethanolu, sterilizovano filtraci) byl do média pridavan po
autoklavovani, predtim byl zfedén sterilni vodou v poméru 1:1. Vysledna koncentrace
vmédiu byla 100 pg/ml (0,01%) (Palkova et al, 1997). BKP je indikator pH
s barevnym piechodem od Zluté (pod pH 5,2) po fialovou (nad pH 6,8).

Média s pridavkem soli: Nekteré soli byly pridavany v mnozstvi, jehoz
objemovy podil v médiu nelze zanedbat ani ptedem odhadnout. Aby byla dodrzena
vyslednd koncentrace soli v daném objemu média, na bariku byl pfedem vyznacen
kone¢ny objem média, potom byly navazeny vSechny slozky média vcetné soli (KCIL,
NaCl atd.) a byla doplnéna destilovana voda, napred mnozZstvi potiebné pro rozpusteni

slozek média, potom po rysku (pred sterilizaci).

Média s auxotrofnimi pFidavky: Neni-li v textu uvedeno jinak, auxotrofni
piidavky (aminokyseliny, dusikaté béaze) byly do médii pfidavany ze sterilnich
zasobnich roztok (5 mg/ml) po autoklavovani do koneéné koncentrace 15 pg/ml.
Kmenim odvozenym od W303 byl pfidavan adenin, histidin, leucin, tryptofan a uracil.
Pri péstovani kmenl transformovanych plasmidem byl vypusStén ten auxotrofni

pridavek, ktery umoznoval selekci bunék nesoucich plasmid (nejcastéji uracil).
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Média s pufrovanym pH byla pfipravovdana pomoci komeréné dodavanych
chemikalii (jejich vyslednd koncentrace v médiu byla 20 mM, pokud neni v textu
uvedeno jinak):

MES 2—|N-morpholino] ethansulfonova kyselina
pKa (25°C)=6,1  pouzitelné pro pH 5,5 - 6,7

PIPES sodna sll kyseliny piperazin-N,N"-bis[2-ethansulfonové]
pKa (25°C)=6,8  pouzitelné pro pH 6,1 — 7,5
MOPS 3—[N—morpholino] propansulfonova kyselina
pKa (25°C)=72  pouzitelné pro pH 6,5 -7.9
BICINE (N,N-bis [2 - hydroxyethyl] glycin)
pKa (25°C)=8,3  pouzitelné pro pH 7,6 — 9,0

Na potfebnou vyslednou hodnotu bylo pH upraveno u tekutych meédii pred
sterilizaci pomoci HCI nebo KOH. U pevnych médii bylo pH vy3si nez 4,5 upravovano
také pred sterilizaci pomoci HCI nebo KOH, pii ptipravé pevnych médii s pH niz$im
nez 4.5 bylo pH upravovano sterilni kyselinou vinnou az po sterilizaci, protoze agar se
v kyselém prostfedi pii sterilizaci v autoklavu rozklada. Potfebné mnozstvi kyseliny

vinné bylo zji§téno titraci vzorku nesterilnitho média.

Gradientové misky byly pfipravovany postupnym nalévanim dvou vrstev média
nestejného sloZeni (obr. 4.1). Prvni vrstva média (obvykle obsahujici ur€ité mnoZstvi
soli, toxické latky atp.) byla nalita do mimé naklonéné Ctvercové Petriho misky. Po
zatuhnuti Sikmé vrstvy média byla miska poloZena do vodorovné polohy a nalita vrstva
druha, sloZenim odpovidajici, ale bez soli, resp. bez toxické latky.

V piipadé gradientu pH obsahovaly obé vrstvy média indikator pH (BKP), prvni

vrstva média byla pufrovana na pH 8 a druhd upravena pomoci kyseliny vinné na pH 3.
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po zatuhnuti
Sikma vrstva média druha vrstva média (pH 3)
pH 8, 30 mM HEPES ve vodorovné poloze
pH indikitor (BKP) zbarveny fialové  pH indikiator (BKP) zbarveny Zluté

Obr. 4.1 Piiprava misek s gradientem pH

4.1.2 Kmeny kvasinek

V této praci byl pouzivan divoky kmen Saccharomyces cerevisiae S288c MATa
gal2 mal mel (ATCC 204508), kmeny FL100 MATa ura3A trpl-4, FL200 MATo ura3A
trpl-4 (dar prof. J.-L. Soucieta, ULP, Strasburk, Francie), kmen 27061b a od ngj
odvozené mutanty (dar dr. R. Hagenauer-Tsapis, Inst. J. Monod, Patiz, Francie, viz kap.
5.7.1), série kmeni odvozenych od ATCC 201389: MATo his341 leu240 lys2A0
ura340 (S288C) s riznymi geny znaenymi RFP na chromosomu (dar dr. Won-Ki Huh,
University of California, San Francico, USA) a mutantni kmeny odvozené od kmene
W303-1A, MATa nebo W303-1B MATo (Wallis et al., 1989). Kmen W303 nese mutace
ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 mall0. Ostatni mutace kmend
odvozenych od kmene W303-1A jsou uvedeny v tab. 4.1.

Dale byly pouzity kmeny W303 a W303 khal::URA3 ziskané od prof. A. Peiii
z Mexické Univerzity. V textu této prace jsou tyto kmeny uvedeny jako Mex W303,
resp. Mex khal::URA3.
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Tab. 4.1 Kmeny Saccharomyces cerevisiae odvozené od kmene W303-1A

kmen enotyp zdroj
W303 - kha! | MATa  khalA::kanMX I
W303 -tk MATa 1okl A::kanMX::khalA 1
KMW 40-1 MATa  khal::URA3 2
KMW 40-4 | MATa khal::URA3 2|
CW25 MATa  nhalA::LEU2 3
C25 - khal MATa  nhalA::LEU2 khalA::kanMX |

C25 -tk MATa  nhalA:LEU2 toklA::kanMX::khal A [
GWI19 MATa  enalA::HIS3::enad4A 3 |"
GI19 -tk MATa  enalA::HIS3::enadA okl A::kanMX::khalA [
BW3I' MATa  enalA::HIS3::ena4A nhalA:LEU2 4 |
B31 - khal MATa  enal A::HIS3::enad4A nhal A:LEU2  khal A::kanMX 1

B31 -tk MATa  enal A::HIS3::enadA nhal A:LEU2 tokIA:kanMX::khalA 1
KKB llc MATa  enal A::HIS3::enadA nhal A:LEU2 khalA::kanMX 2
KKB 16a MATa  enal A::HIS3::enadA nhal A LEU2 khalA::kanMX 2
KMB 1b MATa  enal A::HIS3::ena4A nhal A::LEU2 khal::URA3 2
KTB 1b MATa  enal A::HIS3::enadA nhalA::LEU2 toklA::kanMX::khalA 2
AB llc MATa  enalA::HIS3::enadA nhalA::LEU2 nhxIA:TRPI 2
KTA 40-2 MATa  enalA::HIS3::ena4A nhal A:LEU2 nhxIA::TRPI khalA::kanMX 2
MAB 2d MATo  enal A::HIS3::ena4A nhal A:LEU2 trkIA:LEU2  trk2A::HIS3 |
RGY9 MATa ADE?2 5
RGY84 MATa ADE2  gefIA:LEU2 5
KFYTI-15A |MATa ADE2  gefIA:LEU2 khalA:kanMX 5
KFYTI-15B | MATa ADE2  geflA::LEU2  khalA:kanMX 5 |

* v publikaci €. 1 je tento kmen oznalen B31.

1. M. A. Baftuelos, Universita L. Pasteura, §trasburk, Francie

2. H.Sychrova, Fyziologicky tstav AV CR, Praha

3. 0. Zimmermannov4, Fyziologicky ustav AV CR, Praha (Kinclova-Zimmermannov4 et al., 2005a)
4. O. Zimmermannov4, Fyziologicky ustav AV CR, Praha (Kinclova-Zimmermannova et al., 2005b)
S.  Krzysztof Flis, Ustav biochemie a biofyziky, Akademie véd, Var3ava, Polsko

Nékteré kmeny ziskané ze zahrani¢nich laboratofi byly bilé a na standardnich
médiich rostly rychleji nez kmen W303-1A, prestoze vSechny tyto kmeny by mély nést
mutaci ade? zpusobujici akumulaci toxického Cerveného pigmentu (Woods, 1969).
Pravdépodobné vysvétleni tohoto jevu je vznik mutace ade3 (nebo jiné mutace v genech
kodujicich enzymy biosyntézy adeninu), kterd zabrani tvorbé toxického cEerveného
meziproduktu biosyntézy adeninu. Proto byly nékteré z téchto kmenl zkfiZeny
s kmenem W303-1A, BW31 nebo AB 1lc a podrobeny tetradové analyze za tGelem
ziskani rizového haploidniho kmene s pozadovanou kombinaci mutaci. Seznam kmenu
vzniklych kiiZenim za G¢elem eliminace mutace ade3 je v tab. 4.2. Kmeny, které nejsou
uvedeny vySe v tab. 4.1 (protoze nebyly v této praci pouzZivany k jinym Géelim nez pro

kiiZeni), jsou v tabulce zvyraznény tuénym pismem a je u nich uveden zdroj a genotyp.
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Tab. 4.2 Kmeny vzniklé kiizenim a naslednou tetradovou analyzou

Vysledny kmen| vznikl kFiZzenim kmeni
KMW 40-1 Mex khal::URA3 W303-1A
KMW 40-4 Mex khal::URA3 W303-1A
KKB 1lc B31-khal BW31
KKB 16a B31-khal BW31
KMB 1b Mex khal::URA3 BW31
KTB Ib B31-tk BW3l1
AB 11c AXT3 (Quintero a Blatt, 1997) BW31
enal A::HIS3::enadA; nhal A::LEU2; nhx1A::TRP]
KTA 40-2 B31-tk AB llc
MAB 2d MAS (M. A. Baiiuelos, nepublikovany kmen) BW31
enal A::HIS3:.ena4A; nhal A LEU2; trkl A::LEU2; trk2A::HIS3

4.1.3 Kmen bakterii

Bakterie byly v této praci pouZivany pro namnozeni plasmidi. Byl pouzivan kmen
Escherichia coli XL, Blue (supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl lac F
[prodB" lac1% lacZAM15 Tnl0(ter’)]) od firmy Stratagene, CA, USA.

4.1.4 Vektory

V této praci byly pouzivany podvojné vektory schopné amplifikace v bakteriich

1 kvasinkach (vét§inou mnohokopiové, dva centromerove), dale jeden vektor integrativ-

ni a dva vektory jako templaty pro PCR. Seznam v3Sech pouZitych vektor( je v tab. 4.3.

Tab. 4.3 Pouzité vektory

velikost i selekéni .
vektor (kb) replikon Zsky pozn. zdroj
Amp", (Gletz a
YCplac33 5,6 ARS-CEN URA3 Sugino, 1988)
Amp", (Hill et al.,
YEp352 5,2 2 URA3 1986)
R pro exprest
YEp357R 8.0 2u Amp, | g o alaktosidasy | (VETS € dl
URA3 - 1986)
v kvasinkach
R pro expresi
YEp366 8,4 2 Amp., B-galaktosidasy (Myers et al.,
LEU2 . 1986)
v kvasinkach
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Daignan-
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pUEkan X 7| transformaci | kanMX | integraci GFP do | MBU AV CR
kvasinek genomu
YES?2 59 5 Amp~, indukovatelny Invitro
pY ; 2 URA3 | promotor GALI frogen |
indukovatelny
AmpR promotor CUPI,
pYEX 7,9 2 URE 5 | GFP pro znageni | Clontech
na N-konci
_proteind
gen ScSEC7 | T.J.
znaceny Proszinsky,
integrativni | Amp®, | fluorescenénim | Max-Planck-
PTPR76 10,2 plasmid TRPI |proteinem DsRed | Inst.,
v plasmidu Drazd’any,
YIplac204 Némecko
R. Rao,
J. Hopkins
Amp~, gen PMR] School of
PEVIRE-CEE 12,0 Zu URA3 | znateny CFP | Medicine,
Baltimore,

USA
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R. Rao,
J. Hopkins
AmpR, gen GYP6 School of
PGYP6-GFP 2.8 2u URA3 | znateny GFP | Medicine,
Baltimore,
USA ]
AmpR, gen A[C[?X] / (Cellier et al.,
pCHX17 8,3 2p URA3 v plasmidu 2004)
pYES2
R gen ScNHA I . .
pNHA1-985 8.8 2 /z‘/r;ﬁ 3 | vplasmidu Ez]izmzcol((;ﬁi “
YEp352 "
R gen ScNHA T . ,
pNHA1-985GFP | 93 2p ?f;ﬂ 3 v plasmidu Sfmzc(igﬁ !
pGRUI1 "
M. A.
promotor Banuelos,
Amp®, ScNHAI Universita L.
gl 8,7 ot URA3 | vplasmidu | Pasteura,
YEp357 R Strasburk,
Francie
gen mKIR2. ]
. Amp®, znany GFP | (Hasenbrink
pCEEmKIR2L | 9.2 21 URA3 | vplasmidu |etal,2005)
pYEX )
gen TOK1 J. Ludwig,
) AmpR, znany GFP Univ.
RGER-TOK 10,0 21 URA3 v plasmidu | Tiibingen,
pYEX Némecko

4.1.5 Oligonukleotidy

Oligonukleotidy jako primery pro PCR byly objednédvany od firem VBC-

Genomics nebo Sigma-Aldrich. Oligonukleotidy do déiky 25 nt byly ¢i$tény odsolenim,

delsi oligonukleotidy byly precistovany HPLC. Seznam primera pouzitych pro PCR

v ramci této prace, jejich poloha na templatu a zavedena restrikéni mista jsou uvedena

vtab. 4.4. Cislo koncovych nukleotidti uddva polohu viéi prvnimu nukleotidu (A)

ORFu, ke kterému se primer vztahuje (CHX/7, KHAI, NHXI nebo TOKI). Reversni

primery (odpovidajici nekédujicimu vidknu DNA) jsou oznaceny ,,R*.
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Tab. 4.4 Seznam oligonukleotidi

nizev oligonukleotidu sekvence

pozndmky

Klonovéni genu KHAI do vektord YEp352, YC

BamKHALI
BamPKHAI
KHAXSSI R

-23
TTGTATTATTTGGATCCTATCAA

-718 -695
ATTATCAAAAGGATCCAGCCCAGA

+2630 +2622 +2605
TGCGCATGCTTATCTAGACGAAAAAT

Sekvenace genu KHAJ

SKHAO1
SKHA02
SKHAO3
SKHA04
SKHAO5
SKHA06
SKHAZp01 R
SKHAZp02 R
SKHAZp03 R
SKHAZp04 R
SKHAZp05 R

VloZeni promotoru KHAJ pied gen kédujici B-galaktosidasu

-122 -105
GTAAGGGAAAATAAAAAA
+360 +377
AGGTATAGTCACTTTAGC
+820 +837
ATTTCTGCTTATTTTACG
+1280 +1297
TTTACCCAGATTCATACC
+1741 +1756
ACTGAACGGACAACTGAT
+2201 +2218
CACAATCCGATTATCTTG
-378 -393
CTAATTCTTCTATGTTCT
+183 +166
AATAACACCAGATATAAC
+593 +576
ATGATACCCGCCGCAAGG
+1596 +1579
TTTCAATGTGGAATCAGT
+2013 +1996
GTATTTITCATCAATGAA

HindPKHA1

prKHA 1MetE R

pKHA-lacZ

pKHAI-lacZ R

Priprava deleénich kazet tokl::kanMX, khal::kanMX a tokl::

=721 -698
TTCATTATCAAAAGCTTCTAGCCC
+18 -3

TCCTACAGAATTCGCCATTTG

cgcaaaccgectetececgegegtiggccgatteattece
AGCCCAGAGGGAATACTTCC

ccaglcacgacgtiglaaaacgacggegggageaagelggea
TGCCATTTGATAGAATATAA

‘plac33 a pGRUI
-1

BamH1 misto podtrzeno

BamH1 misto podtrzeno

Xbal a Sphl mista podtrzena, stop kodon ORFu
KHAI vyznaden tu¢nym pismem

Hind!Il misto podtrieno

EcoRl misto podtrZeno, tu¢né je vyznaden iniciatni
kodon ATG

malymi pismeny je oblast homologni

k nadtépenému plasmidu, velkymi pismeny ¢ast
primeru nasedajici na za¢atek promotoru KHA/
malymi pismeny je oblast homologni

k nadtépenému plasmidu, velkymi pismeny ¢ast
primeru nasedajici na konec promotoru KHA/

kanMX::khal

KHA-kan

KHA-zp-kan R

TOK-kan

TOK-zp-kan R

atggcaaacactgtaggaggaattctglcgggtgtaaatceg
TTCGTACGCTGCAGGTCGAC

ttaticagacgaaaaatggtgcacaataagggtgtcaaaacg
GCATAGGCCACTAGTGGA

atgacaaggttcatgaacagctitgccaaacaaacgetgggatatg
TTCGTACGCTGCAGGTCGAC

tcaaagtglctiictatgetcacccaaaaattitetittget
GCATAGGCCACTAGTGGA

malymi pismeny je oblast homologni k zacatku
ORFu KHAI, velkymi pismeny ¢ast primeru
nasedajici na za¢atek dele¢ni kazety loxP-kanMX-
loxP v plasmidu pUG6

malymi pismeny je oblast homologni ke konci
ORFu KHAI, velkymi pismeny &ast primeru
nasedajici na konec deleni kazety /oxP-kanMX-
loxP v plasmidu pUG6

malymi pismeny je oblast homologni k za¢atku
ORFu 70K, velkymi pismeny &ast primeru
nasedajici na zatatek dele¢ni kazety loxP-kanMX-
loxP v plasmidu pUG6

malymi pismeny je oblast homologni ke konci
ORFu TOK |, velkymi pismeny ¢4st primeru
nasedajici na konec dele¢ni kazety loxP-kanMX-
loxP v plasmidu pUG6
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Ovéreni delece genu KHAI nebo lokusu TOKI-KHAI na gDNA

KanX F1 CATTTGATGCTCGATGA
KanX R1 CTCTGGCGCATCGGGC
disTOK1 CGTAGATCGTGAGCAGATG
disKkHA1 R TOATATATGGTCTCTOG0

Ovéreni integrace plasmidu TPR78 do chromosomu

+5189 +5206

Sec7 F GCAACGACAGAAGGGAGA
+149 +132

DsRed R TGGTCACCTTCAGCTTGG

VioZeni genu ArCHX17 do plasmidu pGRU1
AtCHX GFP F

ttattattattacgaagttgtattatitatatictatcaa
ATGGGAACAAACGGTACAAC

taaagctecggagettgeatgectgeaggtegactetaga

AtCHX GFP R GG ACTCTCAGAATCCTCAACC

VioZeni gentt AtCHX17 a ScKHAI do plasmidu pYEX
GFP AtCHX F

aagtceggactcagatclegagetcaagettcgaattct
ATGGGAACAAACGGTACAACA

e gaccticalttitggaagtiaatgaatigatccttagtca
GFP AtCHX R CTAAGGACTCTCAGAATCCTC
GFP KHA1 F aagtccggactcagatctegagetcaageticgaattet

ATGGCAAACACTGTAGGAGG

gaccttcattttggaagttaatgaattgatccttagtea
TTATTCAGACGAAAAATGGTG

GFP KHA1 R

Sekvenaci genu AICHX17

SCHXO01 giiGACCCGCGCCGAGc?Tlg
SCHX02 %ﬂcmecommmce&%
SCHXO03 géé);GCTTGGATTCTCCT;gzcé
SCHX04 ;K)’?(SZATCGGTACAGTC(;:‘%%
SCHXO05 ;giiACGGTCTTCCCT;ICS"?é
SCHX06 or TAGC

TTGTTCGGTTTATCCCTAGC

ptimy primer nasedajici asi 1580 nt od zacatku
deleéni kazety loxP-kanMX-loxP

zpétny primer nasedajici asi 630 nt od zacatku
dele¢ni kazety loxP-kanMX-loxP

pfimy primer pied ORFem 70K/

zpétny primer za ORFem KHA/

ptimy primer v ORFu SEC7
(839 bp pted koncem ORFu)

zpétny primer v sekvenci DsRed

malymi pismeny je oblast homologni

k naStépenému plasmidu, velkymi pismeny ast
primeru nasedajici na zacatek ORFu CHX/7
malymi pismeny je oblast homologni

k nast¢penému plasmidu, velkymi pismeny &ast
primeru nasedajici na konec ORFu CHX/7

malymi pismeny je oblast homologni
k nastépenému plasmidu, velkymi pismeny &ast
primeru nasedajici na zatatek ORFu CHX17

malymi pismeny je oblast homologni

k nadtépenému plasmidu, velkymi pismeny cast
primeru nasedajici na konec ORFu CHX/7
malymi pismeny je oblast homologni

k nastépenému plasmidu, velkymi pismeny &ast
primeru nasedajici na zacatek ORFu KHA/
malymi pismeny je oblast homologni

k nast&penému plasmidu, velkymi pismeny &ast
primeru nasedajici na konec ORFu KHA/
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4.1.6 Roztoky a pufry

Roztok vitaminu 10 ml z&sobniho roztoku vitamind obsahuje 4 mg niacin, 4 mg

pyridoxin, 4 mg thiamin, 4 mg pantothenat, 2 mg biotin, 5 mg inositol. Sterilizovano

filtraci.

Roztok stopovych prvkia 100 ml zasobniho roztoku obsahuje 5 mg H3BO;, 4 mg
MnSQs, 4 mg ZnS0O4.7H,0, 2 mg FeCl3.6H,0, 2 mg Mo0O4.2H,0, 1 mg KI, 0.4 mg

CuS04.5H,0, 10 mg kyselina citronova. Sterilizovano filtraci.

Inkubaéni pufr pro stanoveni obsahu K" v buiikach: 0,1 mM MgCl,, 2% glukosa, 20
mM RbCI, 20 mM HEPES, upraveno na pH 8 pomoci Ca(OH),. V né€kterych ptipadech
bylo do pufru ptidano 20 mM NH4CI (uvedeno v textu).

Extrakéni roztok pro stanoveni obsahu K" v buiikach: 10 mM MgCl,, 0,2 M HCI.

STET 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM EDTA, pH 8,0, 5% Triton X — 100,

8% sacharosa.
TSN 2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl. 10mM Tris pH 8,0, ] mM EDTA.

TAE 4,84 g Tris Base, 0,68 g octanu sodného, 0,366 g EDTA, 1,35 ml kyseliny
octové, HbO do 1 1

TE 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5 nebo 8,0
TpEB 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,1 mM MgCl,, 270 mM sacharosa

C-P 1,2 g kyseliny citronové, 3,6 g Na,HPO4.12H,0, H,O do 1 1, pH 6,0

Vsechny roztoky a pufry byly pfipravovany z destilované vody, kromé roztokd pro

stanoveni obsahu K, které byly pfipravovany z deionizované vody (W. Werner
SYBRON).
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4.1.7 Enzymy a kity

4.1.7.1 Enzymy

Restrikéni endonukleasy MBI Fermentas, Boehringer Mannheim a
Amersham

T4 DNA ligasa MBI Fermentas

Alkalicka fosfatasa Boehringer Mannheim, Roche

TrippleMaster PCR System Eppendorf

PPP Master Mix Top-Bio

Platinum Pfx polymerasa [nvitrogen

4.1.7.2 Kity

Geneclean Turbo, Perfectprep Gel Cleanup Q-Bio, Eppendorf

- 1zolace DNA z agarosového gelu
po elektroforetické analyze
GenElute Plasmid Miniprep, Perfectprep Plasmid mini Sigma-Aldrich, Eppendorf

- izolace pDNA z bakterii,
vytézek asi 20 pg/ S ml kultury

GenElute Five-Minute Plasmid Miniprep Sigma-Aldrich

- rychla izolace pDNA z bakterii,
vytézek asi 1 pg/ 0,4 ml kultury

Plasmid Midi Kit Qiagen

- izolace pDNA z bakterii pro sekvenci,
vytéZek asi 50 pg / 80 ml kultury
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4.1.8 Pristroje

Atomovy absorpéni spektrometr AAnalyst 800
Autoklav PS 20A
Centrifugy: - stolni minicentrifuga MiniSpin Plus
pouzivana pro objemy do 2 ml,
do 14,1 tis. g bez chlazeni
- stolni mikrocentrifuga
pouZivana pro objemy do 2 ml,
do 7 tis. g bez chlazeni
- stolni centrifuga T62
pouZzivéana pro objemy do 50 ml,
do 3 tis. g bez chlazeni
- chlazena stolni centrifuga BR4
pouzivana pro objemy do 2 ml
do 14 us. g s chlazenim
pro objemy do 40 ml
do 3 tis. g s chlazenim
- Sorvall RC-5B
pouZivéana pro objemy do 250 ml
do 15000 g s chlazenim
- Centrifuge 5810 R
pouzivana pro objemy do 250 ml
do 15000 g s chlazenim
Digitalni fotoaparat Coolpix4500
Digitélni fotoaparat Photo PC 6507
Elektromagnetické michacky: BIBBY
Hytrel HTR 8068
ARE s topenim
Elektroporator GHT 1287-B
Horizontalni elektroforéza pro analyzu DNA
Inkubdatory: vodni
orbitalni Gallenkamp

orbitalni Minitron

50

Perkin-Elmer
Chirana
Eppendorf

Denver Instruments

Unimed

Jouan

Du Pont Instruments

Eppendorf

Nikon

Epson

Sterling

IKA Works

P-Lab

Jouan

Sigma-Aldrich
Memmert

Schoeller Instruments

Infors AG
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Mikroskop BX 60

Mikroskop AX 70

Mikroskop TCS SP2

Olejova rotaéni vyvéva

pH/mV/°C meter

pH metr 3505

Spektrofluorimetr FluoroMax 2

Spektrofotometry:  Spekol 211
Biophotometer
Ultrospec 10

Termostat na 30 °C

Termostat na 37 °C TCH100

Termostat na 37 °C

Thermomixer comfort

Vortex

4.1.9 Dalsi pomiucky a material

Agarosa

Aplikator typu ,.jezek*

Automatické pipety s nastavitelnym objemem

Elektroporaéni kyvety (vzdalenost elektrod 2 mm)

Filtry Rotilabo 0,22 pm
Filtry membranové 0,8 um
Filtry Lidgae

A DNA/HindIll

Mikrotitraéni desti¢ky pro imunologické analyzy Elisa

Olympus

Olympus

Leica

MEZ Mohelnice
Cole-Parmer

Jenway

Jobin-Yvon, SPEX
Carl Zeiss

Eppendorf

Amersham Biosciences
Gallenkamp

Laborat. pfistroje Praha
Memmert

Eppendorf

IKA Works

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Gilson

Dynex

Roth

Millipore

Eppendorf

MBI Fermentas

Alpha Laboratories Ltd.

Jednordzovy plastovy laboratorni material (napf. Spicky, mikrozkumavky, Petriho

misky atd.) byl vétsinou od firem Gama Group, Eppendorf a P-Lab.
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4.2 Metody

4.2.1 Molekularné-biologické metody
4.2.1.1 Transformace bunék E. coli

Priprava kompetentnich bunék

10 ml tekutého média LB bylo zaofkovano jednou kolonii bunék E. coli a kultura
byla kultivovana pfes noc za intenzivniho trepani pti teplot¢ 37 °C. Timto inokulem
bylo zaockovano 250 ml média LB a buiiky byly inkubovany za stdlého tfepani pfi
teploté 37 °C do ODggo = 2 (spektrofotometr Spekol 211). Poté byla kultura ochlazena
v ledové lazni (15 — 30 min) a buriky byly sklizeny centrifugaci (15 min, 4000g, 4 °C).
Odstfedéné butiky byly dvakrat promyty sterilni ledovou vodou (250 ml, 125 ml)
a jednou ledovym 15% glycerolem (5 ml). Nakonec byly buiiky resuspendovany v 1 ml
15% glycerolu (odpovida koneéné koncentraci bunék asi 3 x 10" bun&k/ml).

Kompetentni buriky byly skladovéany pfi teploté -80 °C v alikvotech 100 — 300 pl.

Transformace kompetentnich bunék elektroporaci

Kompetentni bunky (40 pl) byly po rozmrazZeni v ledu ptreneseny do vychlazené
elektroporaéni kyvety a k suspenzi byla ptiddna plasmidova DNA (0,1 — 10 ng).
Elektroporace byla provadéna v piistroji Jouan elektrickym pulsem 1250 V / 8 ms. Pak
bylo pfidano 100 ul ledového média LB, bunky byly inkubovany 10 min pii 37 °C,
apoté vysety na misky s pevnym médiem LBA. V piipadé transformace bakterii
vektorem obsahujicim polylinker uvnité genu lacZ byly do selekénitho média ptidany
chromogenni  substraty  {3-galaktosidasy  X-gal (5-brom-4-chlor-3-indolyl-f3-D-
galaktopyranosid; 40 pl 2% zasobniho roztoku v dimethylformamidu na misku s 20 ml
média LBA) a IPTG (isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid; 40 ul 2% zasobniho
vodného roztoku na misku s 20 ml média LBA). Chromogenni substraty f-
galaktosidasy umoznuji rozlisit kolonie transformované prazdnym vektorem (modré) od

kolonii transformovanych vektorem obsahujicim inzert vlozeny do polylinkeru uvnitf

genu lacZ (bilé).
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4.2.1.2 Izolace plasmidové DNA z bakterii

Pro izolaci plasmidové DNA z E. coli byla nejcastéji pouzivana tzv. ,boiling*
metoda (Holmes a Quigley, 1981). Buriky narostlé pfes noc ve 2 ml selekéniho média
LBA byly sklizeny centrifugaci (60 s, 6 000 g) a resuspendovany v 350 ul roztoku
STET. Bylo pfidano 25 ul roztoku lysozymu (10 mg/ml) v pufru TE, suspenze byla
kratce promichana (vortex, 10 s) a inkubovana ve vodni lazni | minutu pfi teploté
100 °C. Poté byl lyzat centrifugovan (15 min, 14 000 g, 4 °C) a sediment odstranén
sterilnim paratkem. Plasmidovd DNA ze supernatantu byla vysraZena pridanim 400 ul
isopropanolu a sedimentovana (15 min, 14 000 g, 4 °C). Sediment byl omyt 80%

ethanolem, vysusSen a rozpustén ve 40 pl pufru TE s RNasou (75 pg/ml). Takto byla
ziskana plasmidova DNA o koncentraci asi 0,1 — 0,3 pg/ul.

kity od firmy Eppendorf nebo Sigma-Aldrich. Postupovano bylo dle protokolu
piilozeného k vyrobku. Ze 3-5 ml bakteridlni kultury tak bylo ziskano 100 pl
plasmidové DNA o koncentraci asi 0,1 — 0,2 pg/pl.

Plasmidova DNA o vy$§i koncentraci (napt. jako templat pro sekvenovani) byla
izolovana pomoci soupravy Plasmid Midi Kit od firmy Qiagen. Postupovano bylo dle
protokolu piiloZzeného k vyrobku. Z 80 ml bakteridlni kultury tak bylo ziskano 150 pl
plasmidové DNA o koncentraci asi 0,3 pg/pl.

Koncentrace pDNA byla stanovena méfenim absorbance pti 260 nm (biofotometr

Eppendorf) a izolovana plasmidovd DNA byla skladovana pfi teploté -20 °C.

4.2.1.3 Restrikéni $tépeni, modifikace a ligace DNA

Stépeni plasmidové DNA restrikénimi endonukleasami probihalo 1,5 az 4 h pii
teploté doporuéené vyrobcem pro dany enzym (vétSinou 37 °C) v piitomnosti pufri
dodanych vyrobci spolu s enzymy. Pokud byla pDNA $tépena dvéma restrikénimi
enzymy najednou, byl reakéni pufr zvolen tak, aby vyhovoval obéma enzymim, nebo
byla DNA §t€pena postupné. V tom piipadé byla po prvnim $té€peni DNA precipitovana
ethanolem v piftomnosti octanu sodného (kap. 4.2.1.4), rozpusténa v pufru TE a poté

St€pena druhym enzymem.
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Defosforylace 5°-konct linedrnich molekul DNA zabrarujici jejich zp€tnému
spojeni pii ligalni reakci byla katalyzovana alkalickou fosfatasou od firmy Boehringar
Mannheim nebo Roche v pufru dodavaném spolu s enzymem. Reakce byla provadéna
podle protokolu priloZzeného k vyrobku. Fosfatasa pak byla inaktivovana zahratim na
65 °C po dobu 10 min v pfitomnosti 5 mM EGTA a poté odstranéna extrakci smési
fenol-chloroform-isoamylalkohol. DNA byla ze smési ziskdna sraZenim ethanolem

v pritomnosti octanu sodného (kap.4.2.1.4).

Ligace molekul DNA byla z po¢atku provadéna presné podle protokolu dodaného
s ligaéni soupravou od firmy MBI Fermentas. Pozdéji se osvédcilo pridavat PEG 4000
(2 ul na 20 pl ligaéni smési) 1 pri ligaci molekul DNA s kohezivnimi konci, ptestoze
protokol doporuéuje tento ptidavek pouze pfi ligaci molekul s konci tupymi. Liga¢ni
reakce byly provadény v hmotnostnim poméru vektoru a inzertu 1:4 (vétSinou 0,1 pg
vektoru a 0,4 pg inzertu). Ligace probihala pfes noc pfi 16 °C, pak byla ligasa
inaktivovana zahfatim na 65 °C (10 min). Pro transformaci kompetentnich bakterii

E. coli bylo pouzito 1-3,5 ul ligaéni smési.

4.2.1.4 Purifikace a precipitace DNA

Pro odstranéni proteinii po defosforylaci 5'-konci DNA byla pouzivana extrakce
smési fenol-chloroform-isoamylalkohol (25:24:1). Ke vzorku DNA byla smés ptidana
v poméru 1:1. Vzorek se smési byl dikladn€ promichan (2 min na vortexu) a stocen
(14000 g, 4 °C, 2 min). Horni vodna faze byla pfenesena do nové minizkumavky
a DNA byla vysraZzena ethanolem v pfitomnosti octanu sodného, tzn. ke vzorku byla
pfiddna 1/10 objemu 3 M octanu sodného (pH 5,2) a 3 objemy ledového absolutniho
ethanolu. Smés byla opatmé promichana a ponechana pti -20 °C alespori 20 minut. Pak
byla DNA sedimentovéana centrifugaci (14 000 g, 4 °C, 15 min). Sediment byl omyt
80% ethanolem, vysusen a rozpusdtén v pufru TE pH 8,0.

4.2.1.5 Elektroforeticka analyza DNA

Fragmenty pDNA po restrik¢énim $t€peni nebo produkty polymerasové tetézcové
reakce byly analyzovany pomoci horizontalni elektroforézy v 1% agarosovém gelu
v pufru TAE. DNA byla zviditelfiovana ethidiumbromidem, ktery byl do gelu ptidavan

v poméru 1:10* ze zasobniho roztoku 5 mg/ml. Pro porovnani velikosti fragmentd DNA
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slouzila DNA bakteriofaga A 3tépend endonukleasou Hindlll. Pfed nanesenim do gelu
byl ke vzorkiim pfidavan nanaseci pufr (0,25% bromfenolova modf, 0,25% xylenova
modf, 30% glycerol) v poméru 1:4. Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti
60 V. Elektroforeogramy byly pofizovany v UV svétle fotoaparatem Polaroid nebo
Epson Photo PC 650Z.

Pro dalsi pouziti byla DNA izolovana z agarosového gelu pomoci kitu Perfectprep
Gel Cleanup od firmy Eppendorf nebo Geneclean Turbo od firmy Q-Bio podle

protokolu dodaného s vyrobkem.

4.2.1.6 Izolace genomové DNA z kvasinek

Pro izolaci genomové DNA byl pouzit protokol popsany v Hoffman a Winston
(1987). Kvasinky byly pfes noc napéstovany v 10 ml tekutého média YPG, stoCeny
(3000 g, 5 min), pelet byl resuspendovan v 0,5 ml vody a prepipetovan do sterilnich
mikrozkumavek. K suspenzi bylo pfidano 0,2 ml roztoku TSN, 0,2 ml smési fenol-
chloroform—isoamylalkohol a 0.3 g sterilnich ,acid-washed* sklenénych kulicek
(priprava kuli¢ek: namod¢it na 1 h do konc. HNO;, promyt dest. H,O do neutralniho pH,
vysterilizovat v autoklavu). Mikrozkumavka byla poté umisténa do ledu a pferuSované
vortexovana 8 x po 30 s. Pak bylo ptidano 0,2 ml TE a suspenze byla stocena (14 000 g,
5 min, 4 °C). Supernatant byl pfepipetovan do €isté mikrozkumavky, byl pfidan 1 ml
absolutniho ethanolu, smés byla promichana otofenim a stocena (14 000 g, 15 min,
4°C). Sediment byl resuspendovan v 0,4 ml TE s RNAsou (75 pg/ml) a inkubovan
S minut pii 37 °C. DNA pak byla presrazena ethanolem (1 ml) v pritomnosti 4 M octanu
amonného (10 ul) a resuspendovana v 50 pl TE. Velikost fragmenti genomové DNA

a jejich mnozstvi bylo zjisténo elektroforeticky.

4.2.1.7 Priprava plasmidi homologni rekombinaci

Pro pripravu plasmida byla v nékterych pripadech pouzivana metoda homologni
rekombinace (Ma et al., 1987; Tucker, 2002). Klonovany fragment DNA byl namnozZen
pomoci PCR s pouzitim primer( obsahujicich asi 40 nt presahy homologni k cilové
sekvenci v klonovacim vektoru. Produktem PCR pak byly transformovany buiky
S. cerevisiae spolecné s klonovacim vektorem linearizovanym libovolnym enzymem
mezi oblastmi pro homologni rekombinaci (obr. 4.2). Plasmidy pripravené timto

zplisobem byly z kvasinek izolovany a po pomnoZeni v buiikdch E. coli bylo spravné
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vlozeni klonovaného fragmentu ovéfeno restrikénim $t€penim, v n€kterych ptipadech

1 sekvenovanim.

\

PR . klonovany gen
‘ \ v genomové DNA nebo v plasmidu
PCR l
. — ,,. produkt PCR
s konci homolognimi k cilové sekvenci
transformace v klonovacim vektoru
kvasinek

klonovaci vektor
§tépeny libovolnym enzymem mezi
oblastmi pro homologni rekombinaci

- vysledny plasmid po homologni
rekombinaci

Obr. 4.2 Priprava plasmidu homologni rekombinaci v S. cerevisiae

4.2.1.8 Izolace plasmidové DNA z kvasinek

Pro izolaci plasmidové DNA byl pouzit protokol popsany v Hoffman a Winston
(1987). Kvasinky byly pfes noc nap&stovany ve 2 ml tekutého média YNB-NH,
a sklizeny centrifugaci (3000 g, 2 min). K suspenzi bylo pfidano 0,2 ml roztoku TSN,
0,2 ml smé&si fenol-chloroform—isoamylalkohol a 0,3 g sterilnich ,acid-washed“
sklenénych kulicek, pak byla mikrozkumavka umisténa do ledu a pieruSovang
vortexovana 2 x po 60 s. Suspenze byla sto¢ena (14 000 g, 5 min), horni vrstva byla
odebrana do nové mikrozkumavky, byl pfidan 1 objem EtOH, smés byla promichana,
umisténa na 20 min do —20 °C a sto¢ena (14 000 g, 15 min, 4 °C). Sediment byl omyt
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80% EtOH a rozpustén ve 20 ul TE. Pro transformaci kompetentnich bakterii E. coli

pak bylo pouzito 1-3,5 ul roztoku plasmidu.

4.2.1.9 Transformace kvasinek

Kvasinky S. cerevisiae byly transformovéany elektroporaci (Bloch et al., 1992)
pomoci pristroje Jouan. Buiiky narostlé pfes noc v 80 ml tekutého média YPG do ODgq
= 1,8 — 2,1 (spektrofotometr Eppendorf, odpovidd asi 1,2 x 107 bungk/ml) byly sklizeny
centrifugaci (3 min, 3000 g) a promyty sterilni vodou. Odstfedéné bunky byly
resuspendovany v 8 ml (tj. v 1/10 pivodniho objemu) 25 mM vodného sterilniho
roztoku dithiothreitolu (DTT, pfipraveny ze zasobniho 1 M vodného roztoku
skladovaného pii teploté¢ —20 °C). Po 15 minutach inkubace pfi laboratorni teploté byly
buiiky promyty sterilni ledovou vodou a poté sterilnim ledovym pufrem TpEB.
Nakonec byly bunky resuspendovany v 800 pl ledového pufru TpEB (tj. v 1/100
pivodniho objemu). Ke 100 pl suspenze bun€k pienesenych do vychlazenych
elektroporaénich kyvet byla priddina DNA (asi 0,1-0,3 ug pDNA izolované z E. coli
nebo 0,1 pg nest€épeného plasmidu a 0,2-0,3 ug insertu pro homologni rekombinaci
nebo 0,1-0,3 pg deleéni kazety). Elektroporace byla provadéna elektrickym pulsem
625 V /24 ms. Poté bylo k burikdm pfidano 100 ul ledové sterilni vody. Po 15 minutach

inkubace pfi laboratorni teploté byly buriky vysety na selekéni médium.

Jednotlivé kolonie ze selekénich misek byly po dvou az tiech dnech pfeockovany
na novou misku a alespori tii kandidati z kazdé transformace byli otestovani
v kapkovych testech. V pfipadé shodného chovani byl zvolen jeden z kandidati a s tim

bylo pokracovano v dalsi praci.

4.2.1.10 Polymerasova retézcova reakce (PCR)

Polymerasova fetézcova reakce byla pouzivana pro namnoZeni dele¢nich kazet,
genil a zaveden{ cilenych mutaci do DNA tak, aby vznikla nova restrikéni mista.
Mutace byly vytvofeny v navrhovanych primerech (kap. 4.1.5). Dale byla PCR
pouzivana pro ové€feni uspéSnosti delece genii na chromosomu, pfipadné inzerce
fluorescenéniho markeru. Amplifikace DNA pomoci Tripple Master PCR System,
Platinum Pfx polymerase nebo PPP Master Mix probihala v pfistroji Mastercycler
gradient (od firmy Eppendorf).
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4.2.1.11 Priprava templatu pro ,colony“ PCR

Pro vyhledani bunék se spravné integrovanou dele¢ni kazetou mezi mnoha
koloniemi po transformaci byla pouzivana metoda ,,colony PCR* podle upraveného
protokolu z (Akada et al., 2000). Cerstvé narostlé kolonie byly resuspendovany v 10 pl
H,O a 7,5 pl suspenze bylo preneseno do jiné mikrozkumavky, kam bylo pfedtim
napipetovano 2,5 ul Cerstvé piipraveného 1% SDS. Smés byla 30 s vortexovana, pak
bylo pfiddno 90 ul vody a buriky byly sto¢eny (3 min, 14 000 x g). Jako templat pro

PCR bylo pouzivano 0,5 pl supernatantu.

4.2.1.12 Sekvenovani DNA a analyza sekvenci

Po inzerci fragmenti namnozenych PCR do vektori byly oba fetézce DNA
sekvenovany v automatickém sekvenatoru dideoxynukleotidovou terminaéni metodou
(Sanger et al., 1977) pomoci soupravy Thermo Sequenase Sequencing Kit (Amersham
Life Science Inc., USA). Sekvenovani bylo provadéno ve spolupraci s dr. J. Felsbergem
a dr. R. Haugvicovou z Mikrobiologického ustavu AV CR.

Sekvence DNA 1 proteind byly analyzovdny pomoci programu Lasergene99
(DNASTAR Inc., USA).

4.2.2 Biochemické a biofyzikalni metody
4.2.2.1 Méfeni transportu a stanoveni koncentrace K* v buiikach kvasinek

Méfeni vystupu a stanoveni vnitrobunééné koncentrace K' v kvasinkach bylo
provedeno podle (Kinclova et al., 2001). Buriky byly napéstovany v 50 ml tekutého
média YNB-NH,4 do ¢asné exponencialni faze (tj. do ODggo = 0,6 £ 10%; ODggo = 1
odpovida asi 0,5 x 10" bungk pfi méfeni Biophototmetrem Eppendorf), sklizeny
centrifugaci (3500 ot., 3 min), promyty deionizovanou vodou a resuspendovany v 50 ml
bezdraslikového inkubacniho pufru (slozeni viz kap. 4.1.6). Z bunécné suspenze byly
odebirany 5 ml vzorky a prefiltrovany pres membranové filtry Millipore (pramér pora
0,8 pm). Filtry s buttkami byly rychle promyty 20 mM MgCl; a vlozeny do zkumavek
s extrakénim roztokem (slozeni viz kap. 4.1.6).

Po kyselé extrakci bunék byl obsah kationtd v jednotlivych vzorcich stanoven

atomovou absorpéni spektroskopii (Haro et al., 1991; Rodriguez-Navarro a Ramos,
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1984) a ptepoéten na [K'] (nmol/mg suché vahy). ODgpo = 1 odpovida asi 0,28 mg
suché vahy bunék (Kinclova, tustni sdéleni). Stanoveni obsahu kationtd ve vzorcich

provadéla dr. V. Korunova z UIACH AV CR na piistroji Perkin-Elmer Aanalyst 800.

4.2.2.2 Meéreni membranového potencidlu pomoci fluorescenéni sondy diS-C3(3)

Méfeni membranového potencidlu bylo provadéno pomoci distribuéni
fluorescenéni sondy diS-C3(3) (Denksteinova ef al, 1997) ve spolupraci s dr.
E. Urbankovou z Fyzikalniho ustavu MFF UK podle dfive publikovaného protokolu
(Géaskové et al., 1999).

Netransformované kmeny kvasinek byly péstovany v tekutém médiu YPG. Tekuté
preinokulum (10 ml) bylo inkubovano pfes noc v rotaénim inkubatoru pii 30 °C, rano
byla zaoCkovéna hlavni kultura (10 ml) do ODgy = 0,1 a ta potom rostla do
exponencialni faze (ODgy = 0,8-1,5). Kmeny transformované plasmidem byly
péstovany v tekutém médiu YNB-NH4 s auxotrofnimi ptidavky (adenin, histidin
a tryptofan 20 pg/ml, leucin 30 pg/ml). Hlavni kultura byla zao¢kovana do ODggy = 0,02
a bunky byly odebirany na méreni pii ODggo = 0,2 — 0,3.

Bunky byly sklizeny centrifugaci, promyty vodou a resuspendovany ve 3 ml
10 mM citrat-fosfatového pufru pH 6,0 do ODgypg = 0,100 £ 5%. Byla ptfidana
fluorescenéni sonda diS-Cs3(3) (z 10 M zasobniho roztoku v ethanolu) do vysledné

koncentrace 2 x 107 M.

O\_Ti,j\CHCHCHj\Njiij

CHpCH,CH3 - CHpCH,CH3

Obr. 4.3 Fluorescen¢ni sonda diS-C;(3)
Emisni spektrum fluorescence bylo méreno na spektrofluorimetru FluoroMax 2
vybaveném xenonovou lampou. Excita¢ni vinova délka byla 531 nm, emisni rozmezi

560 — 590 nm, rozptylené svétlo bylo eliminovano oranzovym sklenénym filtrem

s hrani¢ni vinovou délkou 540 nm. Trvani jednoho spektralniho skenu bylo 20 s.

59



Material a metody

Vazba sondy diS-C3(3) na molekuly uvnitt bunky (lipidy, proteiny, nukleové
kyseliny,...) zvySuje kvantovy vytézek a posouva emisni spektrum do ¢ervena (obr. 4.4).
Poloha maxima emisniho spektra je tedy zavisla na koncentraci sondy uvniti bunék
(Plasek et al., 1994). Sonda (kladné nabita) vstupuje do bunék v zavislosti na jejich
membranovém potencidlu a zaroveni je aktivné vyluCovana pumpami MDR: Pdr5
a Snq2 (Gaskova et al., 2002). Za podminek, kdy by aktivita pump MDR méla byt
stejnd (jako je tomu mezi isogennimi kmeny pouzivanymi v této praci) by tedy rozdily

v posunu emisniho maxima mély odpovidat rozdilim v membranovém potencialu.
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Obr. 4.4 Jednotlivé komponenty spektra diS-Cs(3) (Gaskova, 2000).



Material a metody

Posun maxima emisniho spektra v zavislosti na vazb¢ sondy diS-C;(3) na
vnitrobunétné komponenty probiha v zavislosti na Case (obr. 4.5). Ptiblizné po dvaceti
minutach od pridani fluorescenéni sondy dochédzi k ustaveni rovnovazného stavu
(Cadek et al., 2004). Namétenymi hodnotami byla prolozena tzv. barvici kiivka (tj.
zavislost vinové délky maxima emisniho spektra Amay(7) na ase méteni ) podle rovnice

A1) = A + Cree <260

kde Amax(f) odrazi aktudlni intracelulami koncentraci sondy, Ama’? vyjadiuje polohu
fluorescenéniho maxima v rovnovaze, C; je rychlost ristu fluorescenéniho maxima, C,
vyjadfuje rozdil mezi polohou maxima extrapolovanou do nultého ¢asu a polohou
rovnovazného maxima hma‘?, kterd je zavisla na Case prvniho experimentalniho bodu
(Maléc et al., 2005).

Prida-li se k bunééné suspenzi protonofor CCCP, dojde k depolarizaci membrany

(Gaskova er al., 1998), ktera se projevi poklesem polohy maxima emisniho spektra.

4.2.3 Mikrobiologické a fyziologické metody
4.2.3.1 Uchovaviani a kultivace bunék

Kmeny bakterii i kvasinek byly dlouhodobé uchovavany v 20% glycerolu pfi
-80 °C.

Kratkodob¢ byly bakterie uchovavany na miskach s médiem LBA v lednici (1-2
dny), potom byly pouZity pro izolaci plasmidu nebo zamrazeny. Kultivace bakterialnich
kultur (maximalné 24 hodin) probihala v termostatovaném inkubatoru pfi 37 °C.

Kvasinky byly na miskdch s médiem YPG nebo YNB-NH,4 uchovévany v lednici
az 1 mésic, potom byly zamraZzeny nebo pfeockovany na Cerstvou misku. Kultivace
kvasinek na miskach probihala v termostatovaném inkubatoru pfi teploté 28-30 °C (2-
10 dni).

Tekuté¢ Kkultury bakterii i kvasinek do objemu 2 ml byly inkubovany
v jednorazovych plastovych mikrozkumavkach uzavrenych filtry Eppendorf Lidgac pri
1400 rpm v pfistroji Thermomixer Comfort Eppendorf. Vétsi objemy byly kultivovany
ve sklenénych barikach (objem kultury nepfesahoval 4 objemu barky) pfi 180 rpm

v rotaénim inkubatoru Minitron, Infors AG.
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4.2.3.2 Mikroskopie kvasinek

Fotografie kvasinkovych bunék z mikroskopu Olympus AX70 byly snimany
digitalni kamerou Olympus DP70. Pro vizualizaci proteini znacenych fluorescenénimi

proteiny byly pouzivany rizné fluorescenéni hranoly, jak je uvedeno v tab. 4.5.

Tab. 4.5 Parametry fluorescence u mikroskopu Olympus

fluorescenéni protein | fluorescenéni hranol | excitaéni filtr | bariérovy filtr
GFP U-MWB 450-480 nm 515 nm
RFP, dsRed U-MWIY 540-580 nm 610 nm
CFP U-MNV 400-410 nm 455 nm

Pro konfokalni mikroskopii byl pouZivan mikroskop Leica TCS SP2 s laserovou
excitaci a volné nastavitelnym rozmezim detekce fluorescence. Konfokalni mikroskopie
byla provadéna ve spoluprici s Oddélenim biomatematiky (Ing. J. Zavadil, Ing. K.
Mitrova). Pro detekci emise fluorescenénich proteint byly pouzivany parametry

uvedené v tab. 4.6.

Tab. 4.6 Parametry fluorescence u mikroskopu Leica

fluorescenéni protein | laser detekce

CFP 458 nm | 464-482 nm
GFP 488 nm | 494-508 nm
YFP 514 nm | 540-600 nm

4.2.3.3 Rustové kiivky

Rastové kiivky byly méfeny jako narist optické hustoty buné€k v médiu YPG.
25 ml tekutého média bylo zaofkovano do ODgo = 0,01. Banky byly inkubovany
v termostatovaném vodnim rotaénim inkubatoru pfi 30 °C a v pravidelnych ¢asovych

intervalech byly odebirany vzorky pro méreni ODgqo.

4.2.3.4 Charakterizace rustu bunék pomoci kapkovych testd

Schopnost ristu kvasinek za riznych ristovych podminek (soli v médiu, rtizné
pH, rizné zdroje uhliku atd.) byla testovana pomoci tzv. kapkovych testi na pevnych
médiich YPG, YNB-NH4 nebo AP (jak je uvedeno v textu). Buriky testovanych kment
byly resuspendovany ve vodé na shodnou vychozi ODgg (okolo 1), ve sterilni
miktotitratni desti¢ce byla pfipravena série ¢tyf desetindsobnych redéni a kapky (asi

3 ul) byly preneseny na Petriho misky s médiem pomoci aplikatoru typu ,jezek*.
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V pfipadé gradientovych misek (viz kap. 4.1.1) nebylo provadéno fedéni bunécnych
suspenzi. VSechny kapky mély stejnou vychozi ODggo, a ¢im byl kmen tolerantné;si
Vi¢i testované latce, tim vice kapek v fadé mohlo rust. Misky byly inkubovany pfi
30 °C (obvykle 2 dny) a €ernobilé nebo barevné snimky byly pofizovany digitalnim
fotoaparatem Nikon Coolpix4500. Cernobilé fotografie byly ve vétsing piipadd pro

vétsi ndzornost pfevedeny na negativ.
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5 Prehled vysledku

Prvni ¢ast prace je vénovana stanoveni lokalizace a funkce proteinu Khal. V dalsi
¢asti pak byly zkoumany jeho interakce a souvislosti s ¢innosti dal§ich proteint
S. cerevisiae, piedeviim Geflp a Toklp. V kvasinkdch byla také studovana mozna

funkce rostlinného homologu Khalp z Arabidopsis thaliana — AtChx17p.

S.1 Hledani fenotypového projevu mutace khalA

Na zéklad¢ ptredpokladu, ze protein Khal se podili na transportu alkalickych
kationtll z bunék (Ramirez et al., 1998), byl nejprve hledan fenotypovy projev mutace
khal spojeny s extracelularni koncentraci draselnych kationtd. Je znamo, ze delece geni
kodujicich systémy pro export alkalickych kationtil z bunék (Enal-4p a Nhalp) zplsobi
zvySeni citlivosti bunék k solim alkalickych kationtd v médiu (Bariuelos ef al., 1998).
Pokud by primarni funkci proteinu Khal bylo vyluéovani K z bunék, mél by mutantni

kmen khal byt citlivéjéi ke zvysené extracelularni koncentraci K.

5.1.1 Srovnani dfive popsanych kmenu

Mezi kmenem Mex W303 a mutantem Mex khal::URA3, které byly ziskany od
autortl prvni publikace o proteinu Khal (Ramirez et al., 1998), byl sice nalezen rozdil
v toleranci k draselnym iontim v médiu, ale pfesné opaény, nez by odpovidalo funkci
proteinu exportujiciho K z bunék: kmen Mex W303 toleroval nizsi koncentraci KCl
v médiu nez mutant Mex khal::URA3 (obr. 5.1). To by mohlo naznacit opacnou funkci
proteinu Khal — pokud by transportoval K™ smérem do bunék, bylo by logické, ze
mutant je schopen tolerovat vy3ii extracelularni koncentraci K*. Takovému vysvétleni
ovSem neodpovida skute€nost, Zze kmen W303-1A pouzivany dfive v nasi laboratofi (na
rozdil od mexického kmene W303) byl schopen tolerovat stejnou kon centraci KCI,

jako mexicky mutant khal::URA3 (obr. 5.1).
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0 KCl 2M

W303-1A

Mex W303

Mex khal :URA3

Obr. 5.1 Rist kment na médiu YNB-NH, s KCI. Koncentrace KCI vzrista zleva doprava.

[ pfi testovani tolerance k dal$im solim (NaCl, LiCl) rostl mexicky kmen W303
hare nez kmen W303 pouzivany v na$i laboratofi (viz kap. 5.1.5.1). Pro dalsi praci byl
tedy vyuzivan ,.na§" kmen W303 a mutanty KMW 40-1 (MATa khal::URA3) a KMW
40-4 (MATa khal::URA3), které byly pfipraveny kiiZzenim kmene W303 (pouzivané¢ho
v nasi laboratoti) s kmenem Mex khal::URA3 a naslednou tetrddovou analyzou. Jak je
vidét na obr. 5.2, kmen KMW40-1 toleruje stejnou extracelularni koncentraci KCI jako
jeho rodicovsky kmen W303-1B (MATw). RovnéZz kmen KMW 40-4 byl schopen

tolerovat stejnou koncentraci KCI v médiu jako kmen W303-1A (MATa).

0 KCl 2M

(-3 KMW 401

L7 W303-1B (MATo)

Mex W303
Obr. 5.2 Rist kment na médiu YNB-NH, s KCI. Koncentrace KCI vzrista zleva doprava.

Dale byly méfeny ristové ktivky kment W303-1B a KMW 40-1 v médiu YPG,
protoZe podle ptvodni publikace o proteinu Khal by mutantni kmen khal/ mél rist
rychleji nez kmen W303 (Ramirez et al., 1998). Autofi publikace se domnivali, Ze
deleci genu kodujictho exportni systém pro K se zvysi vnitrobunéény obsah draselnych
iontd, zvysi se osmoticky tlak, zrychli se metabolismus a proto buriky rostou rychleji
(Ramirez et al., 1998).

Jak je vidét na obr.5.3a, ve standardnim médiu YPG rostly kmeny W303
a KMW 40-1 zpocatku stejné rychle, ale okolo 10. hodiny inkubace kmen W303
zpomalil rist, zatimco mutant KMW 40-1 pokracoval v exponencialnim rustu az do 12.

hodiny a1 potom rostl o néco rychleji neZ kmen W303. Shodna poéateéni rychlost rustu
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kmenti vnesla ur€itou pochybnost do interpretace zavislosti rychlosti déleni bunék na
genu KHAI. Protoze kmen W303 je auxotrofni na uracil, zatimco kmen KMW 40-1
nese disrup¢ni kazetu URA3 a je tedy schopen uracil syntetizovat, byla dale méfena
rychlost ristu téchto kmenti v médiu YPG s ptidavkem uracilu (20 pg/ml).

Na obr. 5.3b je vidét, ze pfi rustu v médiu s pfidavkem uracilu kmen W303
dosahoval stejné rychlosti riustu jako mutant KMW 40-1 po celou dobu méfeni
(20 hodin). Z toho vyplyva, ze rozdil ristu kmend ve standardnim médiu YPG neni
zpisoben disrupci genu KHAI, ale pifitomnosti genu URA3. Kolem desaté hodiny
inkubace zifejmé dojde ke znacnému sniZeni koncentrace uracilu v médiu a kmen W303,
ktery je ura” (narozdil od kmene KMW 40-1), je zpomalen v rustu. P¥idavek uracilu do
média tento rozdil kompenzuje. Nepotvrdil se tedy ani druhy publikovany fenotyp
delece khal — rychlejsi rist v médiu YPG souvisel s genem URA3.
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Obr. 5.3 Rist kmeni v YPG s piidavkem uracilu (20 pg/ml) nebo bez ngj. 20 ml média YPG bylo
zaoCkovano do ODgyy = 0,01 a inkubovano v rotaénim inkubatoru pii 30 °C. Od kazdého kmene
byly méfeny tii nezavislé kultury.

5.1.2 Srovnani kmene BW31 a KKB 11¢

ProtoZze nebylo mozno zopakovat fenotypy mutace khal publikované v ptivodni
praci o proteinu Khal (Ramirez et al., 1998), pro dal§i praci byly vybrany kmeny
s odlisnym genetickym pozadim. Pokud by totiz Khalp exportoval draselné ionty
zbunék, v kmeni W303 by jeho ¢innost mohla byt ptekryta funkci dalSich proteint
exportujicich K, ptedeviim ATPas Enal-4 a antiporteru Nhal.
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Jako kontrolni kmen byl tedy zvolen kmen BW31 postradajici geny ENA/-4
a NHAI, které koduji znamé transportni systémy pro aktivni export K* z bunék. Od ngj
byl odvozen testovany kmen KKB 11c (enal-4A nhalA khalA). Ptipadny fenotypovy
projev mutace khal nemohl tedy byt stinén ¢innosti proteini Enal a Nhal.

S kmeny BW31 a KKB 11c¢ byla provedena Siroka série kapkovych testl a byla
sledovéna jejich citlivost k alkalickym kationtim v zavislosti na pH média. Na médiu
YNB-NH4 s neupravenym pH jsou oba kmeny schopny tolerovat nejvyse 0,9 M KClI,
0,3 M NaCl a 3 mM LiCL Pfi pH 7 (pufr 20 mM MOPS) kmeny toleruji nejvyse 0,5 M
KCl, nad pH 8 nerostou ani v nepritomnosti soli. Za Zadnych z téchto podminek se
kmen KKB llc od kmene BW31 nelisil, a nebylo tedy mozné stanovit vliv proteinu
Khal na toleranci viici alkalickym kationtim.

Na minimalnim arginin-fosfatovém (AP) médiu byl nalezen jediny vyrazny rozdil
v ristu kmene KKB 11c oproti BW31: pii pH 6,5 toleroval kmen KKB 11c podstatné
niz8$i koncentraci KCI nezZ kmen BW31 (viz obr. 5.4a). Pfi pH 4,5 rozdil nebyl tak
vyrazny (obr. 5.4b). AP médium je chemicky pfesné definované syntetické minimalni
médium, jehoz hlavnimi slozkami jsou arginin (zdroj N) a kyselina fosfore¢na (uplné
sloZeni viz kap. 4.1.1). PouZiva se pro sledovani fenotypovych projevii mutaci tam, kde

neni mozné najit vhodné podminky na médiich YPG a YNB-NHj.

0 KCI 15M ¢ KCI 1,5
O O 3 BW31
Q_ KKB tlc :

a) b)

Obr. 5.4 Rist kmend na médiu AP s KCI, a) pH 6,5; b) pH 4,5

Snizena citlivost kmene s deleci khal ke KCIl by odpovidala funkci proteinu
predpovézené autory publikace (Ramirez ef al, 1998). Bylo ovSem zarazejici, ze
fenotyp byl vyrazngjsi pii vy3§im pH — antiportery vyuzivajici gradient H" jako zdroj
energie pro transport kationtd alkalickych kova funguji Iépe pfi pH niz$im (nadbytek

protonl v extraceluldrnim prostiedi usnadiiuje export kationtl).
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5.1.3 Ptiprava plasmidi pro komplementaci delece khal

Pro ovéieni souvislosti mezi pozorovanym fenotypovym projevem a deleci genu
KHAI byla nejprve pripravena série plasmidii nesoucich gen KHA/ za rizné silnymi
promotory. Byl vybran silny promotor PMAI, slaby konstitutivni promotor NHA/
a vlastni promotor KHA/, aby bylo mozno porovnat vlastnosti proteinu v zavislosti na
urovni jeho exprese. Ze stejného divodu byly pripraveny nékteré konstrukty
mnohokopiové a jiné centromeroveé. Napiiklad mnozstvi proteinu Khal exprimovaného
z centromeroveého vektoru pod regulaci vlastniho promotoru KHA/ by mélo odpovidat
mnozstvi proteinu exprimovaného z chromosomu, zatimco mnozstvi proteinu expri-
movaného z mnohokopiového vektoru pod regulaci silného promotoru PMA/ by mélo
byt mnohonasobn¢ vys§i. V nekterych konstruktech byla k 3’-konci genu KHAI
pfipojena sekvence kddujici zeleny fluorescencni protein (GFP) pro pozdé&j$i moznost

sledovani lokalizace proteinu v bunikach. Piehled konstruktt je v tab. S.1.

Tab. 5.1 Seznam konstrukt nesoucich kodujici oblast pro Khalp ptipravenych pro komplementaci
fenotypovych projevii delece kha/

velikost

konstrukt '~ (bp) odvozen od | selekéni znaky | replikon | promotor |znadeni
KKYEp 8489 YEp352 | Amp®, UR43 2 KHAI a
NKYEp 8533 YEp352 | Amp", URA3 2u NHAI .
PKYEp 8577 | YEp352 | Amp", URA3 20 PMAI -]
KKGp | 9014 pGRU1 | Amp", URA3 P KHAI | GFP
NKGp 8990 pGRU1 | Amp", UR43 2u NHAI | GFP

KKYCp 8909 YCplac33 | Amp", URA3 |centromera| KHAI -

NKYCp 8953 | YCplac33 | Amp", UR43 |centromera| NHAI -

PKYCp 8997 | YCplac33 | Amp", URA3 |centromera| PMAI -

KKGYCp| 9647 YCplac33 | Amp", URA3 |centromera| KHAI GFP

NKGYCp| 9643 YCplac33 | Amp", URA3 |centromera| NHAI GFP

PKGYCp | 9755 YCplac33 Amp", URA3 |centromera| PMAI GFP
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Gen KHAI byl amplifikovan pomoci PCR a enzymu Tripple Master PCR System
od firmy Eppendorf. Pfi navrhovéani byla do primerl pro PCR (tab. 4.4) zavedena
restrikéni mista pro S§t€peni vhodnymi restrikénimi endonukleasami a vlozeni do
vektortl pomoci T4 DNA ligasy. Pro pripravu konstruktf, kde exprese genu KHA/ je
regulovana jeho vlastnim promotorem, byl PCR namnozen usek DNA odpovidajici
ORFu KHAI plus oblasti 707 bp pted ORFem (celkova délka PCR produktu byla
3,3 kb). Pro pfipravu konstrukti s jinymi promotory (NHAI nebo PMAI) byl PCR
namnoZen pouze usek odpovidajici ORFu KHA! (délka PCR produktu byla 2,6 kb).
Tento fragment byl po restrikénim $t€peni ligaci vlozen do vektoru YEp352
a restrikénim St€penim byla ovéfena jeho velikost. V dal$im kroku byly pfed gen KHA/
opét restrikénim S$tépenim a ligaci vloZeny promotory NHAI nebo PMAI vyStépené
z jinych plasmidu.

Do vektori pGRU1 a YCplac33 byl fragment genu KHAI vkladan jiz
s prisludnymi promotory (po vystépeni z konstruktii odvozenych od YEp352).

Pro pfipojeni kodujici sekvence GFP za ORF KHAI bylo tésné pted stop koddn
zavedeno restrikéni misto Xbal (tab. 4.4). Stépeni plasmidu pGRU1 enzymem Xbal

umoziuje napojeni sekvenci bez pteruseni ¢teciho ramce (obr. 5.5).
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a) zavedeni restrik&nich mist do sekvence KHAI

BamHI
-718 |
ATTATCAAAAGGATCCAGCCCAGA >

s ———————=—~ TAAAAAGC , A
€ TAAAAAGCAGATCTATTCGTACGCGT
| |

Xbal Sphl
b) konec genu KHA1l $tépeny XbaIl
-—- ————— AT
A A\ TC
c) polylinker vektoru pGRU1
Smal
EcoRI Sacl KpnI BamHI XbaTl PstI SphI

I [ I ! [ ! |
--= GAA TTC GAG CTC GGT ACC CGG GGA TCC TCT AGA GTC GAC CTG CAG GCA TGC AAG CTC CGG
--- CTT AAG CTC GAG CCA TGG GCC CCT AGG AGA TCT CAG CTG GAC GTC CGT ACG TTC GAG GCC

§
11

AGC TTT ATT AAA ATG ---
TGC AAA TAA TTT TAC ---

d) polylinker 3tépeny Xbal

CT AGA GTC GAC CTG CAG GCA TGC AAG CTC CGG AGC TTT ATT AAA ATG ---
T CAG CTG GAC GTC CGT ACG TTC GAG GCC TGC AAA TAA TTT TAC ---

e) Napojeni koncu

~===~=AT TTT TCG TCT AGA GTC GAC CTG CAG GCA TGC AAG CTC CGG AGC TTT ATT AAA ATG ---
-—~-~=TA AAA AGC AGA TCT CAG CTG GAC GTC CGT ACG TTC GAG GCC TGC AAA TAA TTT TAC ---
F S s R v D L Q A Cc K L R S r I K M

Obr. 5.5 Piipojeni sekvence kodujici GFP ke genu KHA I bez pieruseni ¢teciho ramce

5.1.4 Ruiist transformovanych kmeni

Piipravenymi konstrukty a kontrolnimi prazdnymi plasmidy (YEp352, pGRUI1
a YCplac33) byl transformovan kmen KKB 11c. Kontrolnimi prazdnymi plasmidy byl
zaroven transformovan i kmen BW31, aby bylo mozné porovnani riistu obou kmenti na
médiich bez piidavku uracilu a ptedeslo se tak rozdilnému chovani kmenti na zakladeé

rozdilného metabolismu uracilu.
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S koloniemi ziskanymi po transformaci (Ura’) byl proveden kapkovy itest na
zjisténi komplementace fenotypu kmene KKB llc. Jak je vidét na obr. 5.6, Zadny
z testovanych konstruktil nesoucich gen KHA! nebyl schopen zvysit toleranci kmenu
KKB 11c ke KCl na médiu AP pH 6,5. Z toho vyplyva, Ze bud’ byly konstrukty
nefunkéni, nebo rozdil v ristu kmenti za téchto podminek nebyl zpisoben deleci khal.

Pfi rastu kapek bunéénych suspenzi na médiu AP s KCI byl pozorovan rist tzv.
,»single® kolonii (obr. 5.6, patrné zejména u kmene KKB 11¢). Tento jev lze vysvétlit
pravdépodobnym vznikem spontannich mutaci umoziujicich transport K* v trans-
portnich systémech, které ptivodné draselné ionty netransportovaly. Takové mutace jsou
pomérng b&zné u bun&k postradajicich transportni systémy pro vstup K* do bun&k pti
nedostatku draselnych iontl v médiu (viz kap. 2.4.4.1). Je tedy mozné, Ze v buiikach
postradajicich exportni systémy pro K' (Enal-4p a Nhalp) dojde k podobnym

o e 2 I3 . + PR o
procestim pii zvy$ené koncentraci K™ v médiu.

0 KCl _0.75M
@ @ 99999@ GM & % BW31  [YEp352]
_ _ KKB 1lc [YEp352]

= '5?“- F o oo . KKB 11c [KKYEp]
F B w o " KKB 1lc [NKYEp]
> & '-.'- . . KKB 1lc [NKGp]
e : e KKB Ilc [KKGp]
:3 % ﬁv U " KKB llc [pGRUI]

’Ooooooooeo @& ®e BW3l  [pGRUI]

Obr. 5.6 Riist transformovanych kmend na médiu AP pH 6,5. Koncentrace KCl se
postupné zvy3uje zleva doprava. Kmen BW31 (ena/-4A nhalA) a KKB Ilc
(enal-4A nhal A khalA) transformované riiznymi vektory a konstrukty (KKYEp =
KHAI s vlastnim promotorem v YEp352, NKYEp = KHA/ s promotorem NHAI
v YEp352, NKGp = KHAI spromotorem NHA! v pGRUI, KKGp = KHAI
s vlastnim promotorem v pGRU1).
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Konstrukty KKYEp, KKGp a NKGp byly sekvenovany pro ovéreni zachovani
celistvosti ORFu KHA/ a spravného napojeni GFP bez preruseni &teciho ramce. Bylo
2)i8t€no, Ze konstrukty nesouci gen KHAI za vlastnim promotorem obsahuji dvé bodové
mutace: v pozici 2110 (adenin misto guaninu), zplisobujici aminokyselinovou zdménu
alaninu 704 za threonin, a v pozici 2212 (cytosin misto tyminu), zpusobujici zdménu
tyrosinu 738 za histidin. V konstruktu NKGp se tyto mutace nenachazely. Vzhledem
k tomu, ze v kapkovych testech se kmen transformovany konstruktem NKGp choval
stejn€ jako kmeny transformované konstrukty KKYEp a KKGp, neschopnost t&chto
konstruktii komplementovat rozdil mezi kmeny KKB1llc a BW31 pravdépodobné
nebyla zplsobena bodovymi mutacemi A704T a Y738H v proteinu Khal. Spravnost
této hypotézy byla ovéfena pozdéji, viz kap. 5.2.

5.1.5 Srovnani Sirsi série kmenu

Protoze se nedafilo najit jiny rozdil mezi kmeny BW31 a KKB 11c nezZ toleranci
ke KCI na médiu AP, a tento rozdil nebyl komplementovatelny genem KHAI v plas-
midu, byla roz$ifena skupina testovanych kment.

Byly vybrany kmeny (tab. 5.2) s riznymi kombinacemi mutaci v genech pro
transportni systémy alkalickych kationth (ENAI-4, NHAI, NHXI, KHAI a TOKI)
a porovnavan jejich rust na pevnych médiich liSicich se obsahem soli, zdroji uhliku
nebo pH. Kmen KKB 16a se stejnym genotypem jako KKB 11c byl do série zarazen
jako kontrola pro pfipad, Zze by kmen KKB 1lc nebyl pfipraven spravn€. Jedna se
o jiného kandidéta ze stejného kiizeni kment (B3 1-khal x BW31, tab. 4.2), pfi kterém
vznikl kmen KKB 1lc. Do série byly zarazeny jak kmeny odvozené od mexickych
mutantd (s genem KHA disruptovanym kazetou URA3, v tabulce vyznaceny Sed¢€), tak

kmeny s genem KHAI deletovanym pomoci kazety kanMX.
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Tab. 5.2 Soubor kmenil pouZivany pro hledani fenotypového projevu mutace khal
Kmen ENAI-4 | NHAI | NHXI | KHAI TOKI
W303 + + + + +
W303 — khal
W303 —tk

Mex W303

Mex khal::URA3
KMW 40-4
CW25

C25 — khal

C25 -tk

G19 - +
G19 -tk - +
BW31 - -
B31 - khal - -
B3l —tk - -
KMB 1b - -
KTB 1b - -
KKB Ilc¢ - -
KKB 16a - -
AB llc - - - +
KTA 40-2 - - - . .
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5.1.5.1 Tolerance k solim

Skupina 20 kmenti uvedenych v tab. 5.2 byla testovana na toleranci k chloridiim
alkalickych kovi (LiCl, NaCl, KCl) a k nékterym solim kovii alkalickych zemin (CaCl,,
MgCl,, MgS0O4) na médiich YNB-NH4 a AP pH 6,5. Na zZadném z pouzitych médii
nebyl pozorovan rozdil mezi kmeny exprimujicimi gen KHAI oproti mutantnim
kmentim khal. Viechny testované kmeny byly schopny ve stejné mire tolerovat 10 mM
CaCl,, 50 mM MgCl, a 50 mM MgSOq.

Tolerance k solim alkalickych kovl se pro jednotlivé kmeny liSila, ne sice
v zavislosti na pfitomnosti geni KHA! a TOKI, ale bylo mozné pozorovat rozdily
v toleranci k solim v zavislosti na pritomnosti geni ENA/-4, NHAIl a NHX1. Vlastnosti
téchto transportnich systému byly jiz dfive pozorovéany a popsany (napt. Bafiuelos et al.,
1998; Kinclova et al., 2001), v ramci této prace slouzily jako pozitivni kontrola
provedeni kapkovych testll. Ukazky né€kterych kapkovych testl se zajimavymi vysledky

jsou na obrazcich 5.7 a 5.8.
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0 1 M NaCl ENAI-4 NHAI KHAI TOKI

w303 @'® & 2 L

W303 - khal @ @ & e e + + - +
W303—th @ @ o e Y v+ ]
MexW303 @ & = 7 + + + n

Mex khal::URA3 @ @& =% - @ & + + - +
KMW404 @ @ & o 0,1 MNaCl ® & + + . +
cws g T eee ces - .+
C5-khal @@t~ PODH@ - . _ N
x-kges ,0@@we + - - -
GWI) @ @ % + @ e

G19 -tk @ D H .9 ) i i

Obr. 5.7 Riist kmeni na médiu AP pH 6,5 v ptitomnosti NaCl.

Na obr. 5.7 je vidét, ze mexicky kmen W303 mél snizenou toleranci k chloridu
sodnému (podobné jako u chloridu draselného, obr. 5.2). Dale je mozné pozorovat, z¢
kmeny postradajici transportni systémy Enal-4 rostly jen pfi velmi nizkych koncen-
tracich NaCl (kmen BW31, postradajici jak ATPasy Enal-4, tak antiporter Nhal, a od
n¢j odvozené mutanty pii 0,1 M koncentraci NaCl jiz nerostly).

Tolerance kment k LiCl (obr. 5.8) byla kvalitativn€¢ podobné jejich toleranci
k NaCl. Je ovSem potieba zdlraznit, Ze citlivost jednotlivych kment se projevuje jiz pri
koncentracich fadové nizSich, nez v pripadé NaCl, protoZe lithné ionty inhibuji
u kvasinek né&které enzymy podilejici se na upravé RNA (Dichtl et al., 1997). Kmeny
postradajici ATPasy Enal-4 byly citlivejsi k LiCl neZ jejich rodi€ovsky kmen a delece
genu NHAI tuto citlivost jeSt€ mirn€ zvySovala. Mexicky kmen W303 pri1 vyssi

koncentraci LiCl opét rostl hiife nez kmen W303 pouzivany v na$i laboratofi.
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0 50 mM LiCl ENAI-4_NHAI NHXI KHAI TOKI
W33 @ & & ¢ ® ® 2 S+ + + o+ o+
W303 —khal @ €@ & o ® & 3 + o+ o+ . +
W3-tk @ & & . ® e 3 + o+ o+ }
Mex W303 @ @ < o ® © o+ o+ o+ 4
Mex kha]::URA3 ® & 5. ®@ & + -+ + + - +
KMW404 @ @ & o 25mMLIiCI @e® -+ + + - 4+
Vigede 002 00® -+ - + + -+
C25 - khal ®D2 .00 % @Sy -+ - + - +
C5-th @ @ ¥ 00T @@+ - + - -
GWO @ & % ® s » . -+ o+ o+ 4
CO-th @ & 72 @ B = _ o+ .
BW@oen *e - -+t
Bll-kha! @ @ B %@ - -+
BBl-@ &9 S0 & - - + - -
KMBb@ @ & 2@ ® - -
KTBIh @ @ 4 @ & -+ .
KKBlle @ & & -*@ % - -+ -
KKBI62 @ @ & < @ & - : - .+ .y
Abllc @ @ B *°*@® % e

KTA40-. @ @ D * @ < - .

Obr. 5.8 Rist kmeni na médiu YNB-NH, v pfitomnosti LiCl|

5.1.5.2 Asimilace zdroju uhliku

Protoze se nedarilo najit zddny fenotypovy projev mutace khal spojeny s toleranci
k solim, byla dale testovana schopnost kment vyuzivat rizné zdroje uhliku. Vlivem
mutace khal na asimilaci zdroje uhliku se jiz dfive zabyvaly dvé skupiny v ramci
projekti systematického vyhledavani fenotypovych projevi deleci geni s neznamou
funkei v S. cerevisiae a jejich vysledky nebyly jednotné. Zatimco némecka skupina dr.
K. D. Entiana pozorovala zhorSeny rist kmend s deleci khal pouze na octanu (na
ostatnich zdrojich uhliku - glukose, fruktose, manose, galaktose, ethanolu a glycerolu -

rostly mutanty dobfe) (Entian et al., 1999); kalifornska skupina dr. L. M. Steinmetze
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pozorovala neschopnost mutantii kkal vyuzivat vechny testované nefermentovatelné
zdroje uhliku — ethanol, glycerol a laktat (Steinmetz et al., 2002).

Jak je vidét na obr. 5.9, na médiich s octanem draselnym rostly mutantni kmeny
khal vétSinou htfe nez kmeny kontrolni (kmeny s funkéni kopii genu KHAI jsou na
obrazku zvyraznény tuénym pismem). Tento rozdil ovSem nebyl pozorovan na dal$ich
nefermentovatelnych zdrojich uhliku (napf. na glycerolu). Bylo tedy ziejmé, ze rozdil

v rustu kmenti neni zpisoben odlignou schopnosti respirace kmenl exprimujicich gen

KHAL.
2% gle 3% KAc 3% glycerol pv i1y nuar wixi Kkpar Toki
Wneges 20 : 00® .. . i+ .+ 4
W303-khal @ @ (o * o @®H ., . . . .
W3-k @ & &% . © oe& -, 4+ + . .
MexW303 @ @ & @ 65 © @~y + 4+ + 4
Mex khal:URA3 @ & % » * o O D, 4 4 +
KMW40- @ @ % e @ =+ - OO % ~., . .+ _ 4
Wsgedr-00: OO0 ®R:* ., . ., . .
CH-kul g @ 2 « ® - oee s v, . . .
C-t@ @ ¥ & oee» .. . . . .
GWY @ @& * e+ een . . , 4+ 4
CO-th@ & 5 - @ 8% w_. 4+ 4+ . .
BWII@@e®%*e%: o0 . . . . .
Bll-ka! @ @ B % @® = oe®eH» s~ _ .,
Bl-k@ @ ® %0 ®eo ;. . . . .
KMBb @ @ @ ° @05 ". . .+ .
KBhr@ @ % ® @ @@ ®:-. . .+ _ .
KKBllc @ & @ @9 & . ® & & «» - - + - +
KKBl6a @ @ & < @i @O % ::- - + - 4+
Ablc@ @ 2°°0 % ODOo®L- - -+ 4
KTA402 @ @ © % fL pe® N - - - -

Obr. 5.9 Rist bunék na médiich YNB-NH, s riiznymi zdroji uhliku.
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Diwvod rozdilného ristu kmend na médiu s octanem draselnym byl odhalen
dodate&nou aplikaci kapky tekutého indikétoru pH (BKP) na média s riznymi zdroji
uhliku. Zatimco glukosa, galaktosa, ethanol a glycerol neovliviiuji pH média YNB-NH,
(indikator se barvil zluté az Zlutohnédé€), na miskach s octanem draselnym se kapka
BKP zabarvila fialové. Presnym méfenim nové pripraveného tekutého média bylo

zji§téno, Ze 3% octan draselny zvySil pH média asi na 7,0.

5.1.5.3 Rust na médiich se zvySenym pH

Pro ovéfeni hypotézy, Ze zhorSeny rist mutantnich kmenl khal/ na médiu
soctanem draselnym byl zplsoben zvySenym pH (a nikoliv nefermentovatelnym
zdrojem uhliku), bylo pfipraveno médium YNB-NH4 s 2% glukosou a jeho pH bylo
upraveno na 7,0 pomoci 20 mM pufru MOPS a KOH (pH média YNB-NH4 pted
upravou bylo 4,7). Jak je vidét na obr. 5.10, 1 na takto pfipraveném médiu rostly

mutantni kmeny kAhal hife neZ kmeny kontrolni.
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pH 4,7 pH 7
20 mM MOPS ENAI-4_NHAl NHX! KHAl TOKI
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Obr. 5.10 Rast kmentl pti zvySeném pH

5.1.6 Ovéreni delece genu KHAI pomoci PCR

Protoze fenotypovy projev mutace khal nebyl u vSech kmena stejné silny a pre-
svédcivy, byla provedena kontrolni PCR na genomové DNA izolované z kment
testovanych v kapkovych testech. Byly pouzity dvé kombinace primerti:

a) KanX F1 + disKHA1 — vznikne prouzek asi 1,1 kb u kmend khalA::kanMX

b) SKHAOS + disKHAI - vznikne prouzek asi 1,4 kb u kment, kde gen KHA/

nebyl deletovan

Touto kombinaci primerti nelze testovat kmeny, ve kterych byl gen KHAI

disruptovan pomoci genu URA3. Protoze vSak bylo prokazano, ze vneseni genu URA3
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do lokusu KHA I na chromosomu ovliviiuje rychlost ristu kvasinek (obr. 5.3), byly tyto
kmeny z dalsiho testovani vytazeny. Vysledek kontrolni PCR je na obr. 5.11. Je vidét,
Ze vSechny testované kmeny byly v pofadku kromé kmene KKB 11¢, ktery byl bohuzel
pravé zvolen pro pocate¢ni hledani fenotypu delece khal a komplementaéi testy. Sipka
v obrazku ukazuje, ze u kmene KKB 11c vznikl prouzek charakteristicky pro kmeny,

v kterych gen KHA I neni deletovan.

W33 W303 | wan3 - W25 [Cw2s fcw2s [ewislewiolx |Bwar [ Bwar [Bwst k1B 1B HIGCBllc KKB 16a
~kkal -tk Lkhal | -tk

S |AB11c [KTA 402
a b {a) b fe b (B b) {a) b)a) b) ) b)a) b)
-

X
) b)ja) b)) b {a b {5 b)) b =i b {a b

1t

11

- e ik 3l Ex e o e l"u “les

Obr. 5.11 Elektroforeticka analyza fragmentti po kontrolni PCR na ové&reni delece genu KHA/. DNA
byla barvena ethidiumbromidem, ¢ernobily obrazek potfizeny digitalnim fotoaparatem v UV svétle byl
pfeveden na negativ.

5.2 Komplementace citlivosti ke zvySenému pH

K dal§imu ovérovani komplementace fenotypového projevu mutace khal byl tedy
zvolen kmen KKB 16a (jiny kandidat ze stejného kiizeni kmend BW31 a B31-khal).
Tento kmen byl transformovan genem KHA/ za vlastnim promotorem nebo za
promotorem PMAI v centromerovém a v mnohokopiovém vektoru.

Jak je vidét na obr. 5.12, vSechny konstrukty nesouci gen KHAI zlepSovaly rist
kmene KKB 16a na médiu se zvySenym pH, vétSinou az na droven rodi¢ovského kmene
BW31, exprimujiciho gen KHA! z chromosomu. Nadprodukce proteinu Khal pfi
expresi pod regulaci silného promotoru PMAI tento efekt nezesilovala, nadbytecné
kopie proteinu tedy zfejmé nemohly udélit bunkdm vySsi toleranci k zvySenému pH.
Naopak se zdalo, ze pfi kombinaci silného promotoru a mnohokopiového plasmidu by
se proteinu Khal mohlo tvofit takové mnozstvi, které uz zacina byt pii pH 7 pro bunku
mirné toxické (kmen transformovany konstruktem PKYEp rostl o néco hiife nez ostatni

transformanty, exprimujici gen KHA/ v menSi mife).
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Obr. 5.12 Komplementace fenotypu delece kha/ na médiu YNB-NH, se zvy$enym pH. Kmen
BW31 (enal-4A nhalA) a KKB 16a (enal-4A nhalA khalA) transformované riiznymi vektory
a konstrukty (KKYCp = KHAI s vlastnim promotorem v YCplac33, PKYCp = KHAI
s promotorem PMA! v YCplac33, KKYEp = KHA! s vlastnim promotorem v YEp352, PKYEp
= KHA!ls promotorem PMAI v YEP352).

5.3 Priprava mutantnich kmenu kkalA a tokI-khalA

5.3.1 Delece genu KHAI nebo lokusu TOKI1-KHAI

Prestoze se zdalo, ze kmen KKB 16a je v poradku a mohl by slouzit pro dalsi

srovnavaci studium fenotypd delece khal, bylo rozhodnuto pftipravit novou sérii

dele¢nich kmenii, odvozenych od kmentt BW31 (enal-4A nhalA) a MAB 2d (enal-4A

nhalA trklA trk2A). V téchto kmenech byl deletovan bud’ samotny gen KHAI, nebo

cely lokus TOKI-KHAI. Geny TOKI a KHAI lezi na levém rameni chromosomu X

tésne za sebou (nekodujici oblast oddé€lujici ORFy je pouze 294 bp, viz kap. 2.5.5.2

a Priloha 1), takze deleci celého lokusu bylo mozné provést homologni rekombinaci

v jednom kroku podle stejného protokolu jako deleci jednotlivych genil (Giildener et al.,

1996). Pro piipravu delecnich kazet pomoci PCR byly pouzity primery uvedené v tab.

4.4. Prehled pripravenych dele¢nich kment je v tab. 5.3.

Tab. 5.3 Kmeny pfipravené deleci genu KHA I nebo lokusu TOK[-KHAI

kmen odvozen od delece

LMB 01 BW31 khalA::loxP-kanMX-loxP

LMB 02 BW31 tokl A::loxP-kanMX-loxP::khal A
LMM 03 MAB 2d khal A::loxP-kanMX-loxP

LMM 04 MAB 2d tokl A::loxP-kanMX-loxP::khal A
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5.3.2 Odstranéni deleéni kazety

Pro odstranéni dele¢ni kazety kanMX z genomu kmeni LMB 01, LMB 02,
LMM 03 a LMM 04 byla pouzita metoda popsand v Giildener et al. (1996). Kmeny
byly transformovany plasmidem pSH47, kiery nese gen pro rekombinasu Cre za
indukovatelnym promotorem GALI. Kolonie po transformaci byly piecarkovany na
médium YNB-NH; s 2% galaktosou (bez glukosy) pro indukci exprese rekombinasy
Cre. Rekombinasa zplsobi vysStépeni delecni kazety kanMX rekombinaci mezi misty
loxP tak, Ze jedno misto loxP zlstane zachovano. Po narlstu na galaktose byly na
médiu YPG roz¢arkovany na jednotlivé kolonie a z t€ch byl proveden kapkovy test
namédiu YPG a YPG s geneticinem (700 pg/ml). Byly vybrany kolonie citlivé na
geneticin, v nichZ ziejmé& doslo k vy$té€peni kanMX z chromosomu.

Ctyfnasobnym roz&arkovanim na médiu YPG byl potom v populaci bungk
»vyfedén™ plasmid pSH47 — burky rostouci na médiu bez selekéniho tlaku predavaji
plasmid do dalSich generaci s ¢im dal nizsi frekvenci, protoze bunky nesouci plasmid
nejsou nijak selekéné zvyhodnény oproti bunkam, které plasmid nemaji, spise naopak —
replikace plasmidu a exprese jeho gent je zbyte¢nou ztratou energie a stavebnich latek.
Zirata plasmidu byla ovéfena kapkovym testem (bunky bez plasmidu pSH47, ktery nese
selekéni znak URA3, nerostou bez uracilu). U vyslednych kment bylo odstranéni
deleéni kazety ovéreno pomoci PCR. Takto upravené kmeny, v nichz je pivodni gen
nahrazen krdtkou sekvenci /oxP (pfehled v tab. 5.4), je mozné pouzit pro deleci dalsich

gentl pomoci deleéni kazety loxP-kanMX-loxP.

Tab. 5.4 Kmeny s odstran€nou deledni kazetou kanMX

T
kmen od\;(:izen vysledny genotyp

LMB 11 |LMB 01 |enalA::HIS3::enadA nhal A:LEU2 khalA::loxP
LMB 12 |LMB 02 |enalA::HIS3::enad4A nhal A:LEU?2 toklA::loxP::khal A
; enal A HIS3::ena4A nhal A::LEU2 trkiA::LEU2 trk2A::HIS3
LMM 13 |LMM 03 khalA::loxP
enal A::HIS3::ena4A nhal A::LEU2 trkl A::LEU2 trk2A::HIS3
LMM 14 | LMM 04 toklA::loxP:khal A
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Odstranéni deleéni kazety nebylo provedeno ihned po vzniku dele¢nich kmen,
takze v nasledujici praci byly nejdfive pouzivany kmeny LMB 01-04 a teprve pozdéji
byly pouzivany kmeny LMB 11-14. V ramci pokusi provadénych v této praci bylo
ovéfeno, Ze se odpovidajici dvojice kment (LMB 01 a LMB 11, LMB 02 a LMB 12,
LMB 03 a LMB 13, LMB 04 a LMB 14) chovaji stejné. Priklad srovnani citlivosti
kmeni LMB 01 (s dele¢ni kazetou kanMX) a LMB 11 (bez dele¢ni kazety)
k zvySenému pH komplementované genem KHAI v plasmidu YEp352 je na obr. 5.13.

5 e ® Q % BW31 [YEp352] prazdny vektor
"t LMB 01 [YEp352] prazdny vektor

. e 00 ﬁ‘ LMB 01 [KKYEp] KHAT s vlastnim promotorem
o2 @& LMB 11 [YEp352] prazdny vektor

@0 s »@®= ° LMB11 [KKYEp] KHAT s vlastnim promotorem
pH neupr. pH 7,0
(4,5) 20 mM MOPS

Obr. 5.13 Srovnani fenotypu delece khal na médiu YNB-NH, se zvy$enym pH pied
odstranénim dele¢ni kazety kanMX (LMB 01) a po jejim odstrangni (LMB 11). Kmeny:
BW31 (enal-4A nhalA), LMB 01 (enal-4A nhalA khalA::loxP-kanMX-loxP), LMB 11
(enal-4A nhalA khalA::loxP).

5.4 Potvrzeni fenotypu delece khal

V prvni fadé bylo testovano, zda se 1 u noveé pfipravenych kment s deleci khal,
resp. tokl a khal projevi citlivost k zvySenému pH média. Schopnost riistu kmeni byla
testovana na médiu YNB-NH4 s pH upravenym na 7,5 pomoci KOH (bez pufru). Na
obr. 5.14 je vidét, Ze v8echny kmeny s deleci khal rostou pii pH 7,5 hife nez kmeny
kontrolni (prostiedni sloupec). Pfidanim 50 mM KCl do média je tento fenotyp
potlaen. Znovu se tim prokazalo, ze zhorSeny rist deleCnich mutanti khal neni
zplisoben zvysenou koncentraci K v médiu, naopak, zvy$ena koncentrace K umoznila
dele¢nim mutantim rast pfi pH 7,5. Pridani NaCl do média fenotyp delece khal

presvédciveé nepotladilo (obrazek neuveden).
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Obr. 5.14 Citlivost kment k pH 7,5 a vliv KCI na tento fenotyp. Viechny kmeny nesou mutace ena/-4A
nhalA, ostatni mutace jsou vyznaleny v pravé ¢asti obrazku.

Kmeny s deleci trkl trk2 nerostly na kontrolni misce s neupravenym pH 4,5,
protoZze nemaji transportni systémy pro aktivni vstup draselnych kationti do bunék.
Médium YNB-NH, bé&Zné obsahuje asi 8 mM K, coz nen{ dostate¢né mnozstvi pro rist
kmenil bez transportnich systémi Trk1 a Trk2. Kdyz byl do média pfidan 14 mM KOH,
zvysilo se pH na 7,5 a zaroven vzrostla koncentrace K’ na 22 mM, coz umoznilo rist
kmene MAB 2d (obr. 5.14, prostiedni panel). Vstup K* do bunék je za téchto okolnosti
zprostiedkovan pravdépodobné nespecifickym kationtovym kanalem NSC1 (Bihler
etal, 1998, 2002). Kmeny LMM 03 a LMM 04 za téchto podminek nerostou, protoze
kromé deleci trk! trk2, zpisobujicich zhor$eny riist pti nizké koncentraci K', maji jesté

deleci khal, a jsou proto citlivé k zvy$enému pH.
+
5.5 Obsah a transport K

5.5.1 Obsah K' v buikach

V originalni publikaci o proteinu Khal bylo uvedeno, Ze mutantni kmeny khalA
akumuluji uvnitf priblizné dvojnasobnou koncentraci K* v porovnani s rodi¢ovskym
kmenem (Ramirez et al., 1998). Tento fenotyp byl uveden jako hlavni diivod pro
predpoklad, Ze ulohou proteinu Khal je export draselnych iontd z bun€k. Protoze
z naich pokust se zddlo, ze Khalp tuto funkei neplni, byl studovan blize obsah K”

v kmenech li§icich se pfitomnosti/absenci funk&ni alely KHA /.
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Pti méfeni obsahu draselnych ionti v kmenech pfipravenych v ramci této prace se
oviem ukazalo, Ze obsah K neni zavisly na pfitomnosti proteinu Khal (viz obr. 5.15).
Kmen LMB 01 obsahoval stejné mnozZstvi draselnych kationti jako kmen BW31.
Nadprodukce proteinu Khal z mnohokopiového vektoru nesnizila obsah K v butikach,

jak by se dalo o&ekavat, pokud by Khalp exportoval K* z bungk.

BW31 [YEp352] exprimuje Khalp
z chromosomu

_H
FH | LMBOI[YEp352] neexprimuje Khalp

LMB 01 [KKYEp] exprimuje Khalp
z mnohokopiového vektoru

| LMBOI [KKYCp] exprimuje Khalp
) z centromerového vektoru

[K’] (nmol/mg suché vahy)

Obr. 5.15 Obsah draselnych kationti v kmenech s riznou urovni exprese proteinu Khat.
Celkem bylo analyzovano 6 vzorkl ze dvou nezéavislych pokusi. Chybové Usecky znazoriuji
smérodatnou odchylku.

5.5.2 Vystup K' z bunék

Pro dal$i ovéreni ulohy proteinu Khal v transportu draselnych iontd z bunék byl
proveden transportni pokus. Vystup K* z bunék zbavenych genu KHA/ byl srovnavéan
s vystupem z bunék exprimujicich gen KHA/ z genomu nebo z plasmidu. Buiiky byly
resuspendovéany v bezdraslikovém pufru, pomoci RbCl byl zablokovan zpétny vstup K*
do bun&k a vystup draselnych iontl byl méfen jako asova zavislost obsahu K*
v ekvivalentech bun&né suspenze. Jako pozitivni kontrola vystupu K* z bun&k byly
pouzity bunky transformované plasmidem nesoucim gen NHA /.

Je znamo, Ze pii pH 5,5 ani pfi pH 8,0 draselné ionty z kmene BW31 (ena/-4A
nhalA) nevystupuji (Kinclova er al., 2001). V bunkdch BW31 transformovanych
plasmidem nesoucim gen NHA/ je méfitelny vystup K* pii pH 5,5 (vnitrobunééné pH je
asi 6,0, gradient protond slouzi jako zdroj energie pro export K* pomoci Nhal). Pii pH
8,0 neni ani v buitkach nesoucich plasmid s genem NHA/ méfitelny vystup K*, protoze
koncentraéni spad protoni sméfuje z bun¢k ven a nemuze slouzit jako zdroj energie pro

export ionth. Prida-li se v8ak do inkubacniho pufru NH,4Cl, amonné ionty pti pH 8,0
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rychle disociuji na amoniak a protony. Plynny amoniak vstupuje do bunék prostou
difusi, v cytosolu na sebe navaze protony a tak zvy$i vnitrobun&¢né pH. Bunky
exprimujici gen NHAI na tuto zménu reaguji prudkym vypusténim vnitrobunééné
zasoby K. Transport K* ve sméru koncentraéniho spadu (buiky se nalézaji v bez-
draslikovém pufru) pres Nhal antipotrer umozni transport protoni proti koncentraénimu
spadu (pH vné = 8,0, pH uvnitf bunék asi 7,0) a bunky tak ¢astecné vyrovnaji vzestup
pH cytosolu zptsobeny amoniakem (Kinclova et al., 2001). Za téchto podminek (pH
8,0 + NH4Cl) byl pozorovan mimny vystup K i z bunék BW31 transformovanych
prazdnym vektorem (Kinclova et al., 2001). Pro ovéfeni, zda by tento mimy vystup K"
mohl byt zprostiedkovan proteinem Khal, byl proveden transportni pokus s kmenem
LMB 01 (enal-4A nhalA khalA). Pokud by v kmeni BW31 mimy vystup K byl
umoznén pravé proteinem Khal, z kmene LMB 01 by draselné ionty nemély vystupovat
viibec a pii zvy$ené expresi Khalp by naopak mély vystupovat vice.

Mefeni transportu K pti pH 5,5 nebylo zafazeno, protoze podobné jako pii
pH 8,0 bez pridani amoniaku nedochazi k zadnému vystupu K z bunék kmene BW31
(pfestoze obsahuji funkéni protein Khal) a neni tedy mozné pozorovat, zda delece genu
KHAI za téchto podminek transport ovliviluje ¢i nikoliv.

V transportnim pokuse (obr. 5.16) byl porovnan kmen LMB 01 transformovany
prazdnym plasmidem nebo nadprodukujici protein Khal z mnohokopiového vektoru
(KKYEp) skmenem BW3Il, transformovanym tymz prazdnym vektorem nebo
nadprodukujicim protein Nhal (pNHA1-985). Je vidét, Ze z kmene LMB 0]
vystupovaly draselné ionty stejnou rychlosti jako z kmene BW31 transformovaného
prazdnym vektorem. Ani nadprodukce proteinu Khal z mnohokopiového vektoru
nezménila rychlost vystupu K', zatimco nadprodukce antiporteru Nhal méla za
nasledek rychly pokles vnitrobunééné hladiny draselnych kationtii. Lze tedy pokladat za
ovéiené, 7ze funkce proteinu Khal v bunkach S. cerevisiae se vyrazné 1isi od funkce
proteinu Nhal, a nejedna se tedy o protein plasmatické membrany exportujici K'

z bun¢k mechanismem antiportu proti protoniim, jak bylo pivodné uvadéno v praci

Ramirez et al. (1998).

85



Ptehled vysledki

pH 8,0 pH 8,0 + NH,CI
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Obr. 5.16 Vystup K™ z bunék pti pH 8,0

Ve snaze objasnit, ktery transportni systém zprostiedkovava mimy vystup K
z bunék kmentt BW31 i LMB 01 pfi pH 8,0 po pridani NH4Cl byl kmen LMB 01 (ena!-
4A nhalA khalA) dale srovnan s kmenem LMB 02 (enal-4A nhal A tokl-khalA). Jak je
vidét na obr. 5.17, 1 z kmene LMB 02, ktery nenese ani gen pro draselny kanal Tokl,
unikd v pufru pH 8,0 po ptidani NH4Cl stejné mnozstvi K™ jako z kmene LMB 01.

Tento nizky vystup draselnych kationti1 tedy neni zprostfedkovan ani proteinem Tokl.

pH 8,0 + NH,CI
100,0
80,0 ﬁ-%%\'

= 600
g 40.0

—=— LMB 01
20,0

! —a— LMB 02
0.0

0 20 40 60 80 100 120
¢as (min)

Obr. 5.17 Srovnani vystupu K™ z kment LMB 01 (enal-4A nhal A khalA)
a LMB 02 (enal-4A nhalA tokl-khalA).
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Ukéazalo se tedy, ze mirny unik kationti K" z bun&k po ptidani NH4Cl pfi
extraceluldarnim pH 8,0 neni zprostfedkovan ani antiporterem Khal ani kanalem Tok1.
Zajimava je okolnost, Ze v kmeni LMB 02 jsou deletovany viechny geny kddujici
znamé transportni systémy specifické pro export K" z bunék (ENAI-4, NHAI, TOKI).
Znamena to, K" za uritych okolnosti mize unikat z bunék bez piispéni téchto
transportéri  nespecifickymi systémy, jejichz transportni vlastnosti nebyly dosud
charakterizovany. Podminkou pro takovy vystup ovSem je zvySené intracelularni pH,
protoZe k poklesu vnitrobunééného obsahu K" nedochazi pti pH 8,0 bez ptidani NH,ClI

(obr. 5.16) ani pfi extracelularnim pH 5,5 (Kinclova ef al., 2001).

5.6 Srovnani Khalp s Nhxl1p

Predchozi vysledky ukazaly, ze protein Khal neplni stejnou ulohu jako Nhalp.
Podle sekven¢ni podobnosti by se vSak mélo jednat o sodno(draselno)-protonovy
antiporter. Proto bylo rozhodnuto porovnat vlastnosti proteinu Khal s intracelularnim
Na'(K")/H" antiporterem Nhx1. Jak je zminéno jiZ v kap. 2.4.4.3, Nhx1p je lokalizovan
v membrané tzv. PVC (prevacuolar compartments) a podili se na sekvestraci kationtl
alkalickych kovii do vakuol. Delece genu NHX! se projevi jednak mirnym zvySenim
citlivosti bunék k solim alkalickych kovi a dale zvySenim citlivosti k hygromycinu B.
Protoze delece genu KHAI se neprojevuje zménou tolerance k solim (kap. 5.1.5.1), ve

srovnani s Nhx 1p byla testovana pouze citlivost k hygromycinu B.

5.6.1 Citlivost k hygromycinu B

Hygromycin B je kladn& nabita organickd molekula (obr.5.18), kterd se
akumuluje v butikdch v zavislosti na velikosti membranového potencidlu (McCusker
etal., 1987) a inhibuje proteosyntézu v prokaryotickych i eukaryotickych burikach
(Cabanas et al., 1978). Jiz diive bylo pozorovano, ze delece nékterych geni (vCetné
NHXI) zvySuje citlivost S. cerevisiae k tomuto aminoglykosidickému antibiotiku
(Gaxiola et al., 1999). U vybranych kment s riznymi kombinacemi deleci khal a nhx/

byla tedy testovéana citlivost k hygromycinu B.

87



Prehled vysiedka

/—OH
N OH OH
x—o o
ol Y
HO OH 4§
Ho.. L. oH

4

\N’L/’J\NHn
H

Obr. 5.18 Hygromycin B (C50H;37N;013)

Na obr. 5.19 je vidét, ze delece genu KHA! v kmeni BW31 zvySovala citlivost
bun€k k hygromycinu B, i kdyZ v mensi mife nez delece genu NHX/. Efekt deleci khal
a nhx!1 byl kumulativni — kmen KTA 40-2 (khalA nhxIA) rostl hiifte nez kmen LMB 01
(khalA) i nez kmen AB 1lc (nhxIA).

hygromycin B

0 150 pa/ml @v‘:\\xp
BW31 _ 7 PO O OSC - ++
LMB 01 ) @ I . ® 0 ¢ -+
v DS - -
KTA 404% & 7 - .

Obr. 5.19 Srovnani ristu kmend na médiu YPG. Koncentrace hygromycinu se zvy$uje zleva doprava.
Viechny kmeny nesou mutace enal-4A nhalA, ostatni mutace jsou vyznaleny v pravé ¢asti obrazku.

Zvysend citlivost bunék k hygromycinu B byla tedy druhym objevenym
fenotypovym projevem delece genu KHAI.

88



Prehled vysledku

5.6.2 Komplementace citlivosti k hygromycinu

Pro ovéfeni souvislosti mezi zvyenou citlivosti k hygromycinu B a genem KHA/
byl pouzit kmen LMB 01 transformovany riiznymi plasmidy nesoucimi gen KHA/,
liicimi se poétem kopii v bunce, silou promotoru a pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
sekvence kodujici GFP (viz tab. 4.3). Jako kontroly byly pouZzity kmeny LMB 01 a
BW31 transformované prazdnymi vektory (YEp352, pGRUI a YCplac33). Jak je vidét
na obr. 5.20, viechny plasmidy nesouci gen K/{41 obnovily schopnost kmene LMB 01
(enal-4A nhalA khalA) rast pii vysSich koncentracich hygromycinu B na uroven

rodi¢ovského kmene BW31 (enal-4A nhalA).

hygromycin B
0 600 pg/ml
e ———— N kmen  vektor  promotor KHAI GFP

= %

BW31  YEp352 - - -
LMBOI YEp352 - - -
LMB Ol YEp352 KHAI + -

LMBOI YEp352 PMAI + -
LMBOI pGRU! - - |
LMB Ol pGRUI  KHAI T

LMB Ol YCplac33 - - -
LMB 01 YCplac33 KHA/ 1 -

LMB 0l YCplac33 PMAI + -
LMB 01 YCplac33 KHA! + +
LMB 01 YCplac33 PMAI + +

Obr. 5.20 Komplementace citlivosti k hygromycinu na médiu YNB-NH, riznymi plasmidy
nesoucimi gen KHA /. Koncentrace hygromycinu stoupa zleva doprava.

Protoze fenotypovy projev delece khal v ristu na médiu s hygromycinem B se
podobal projevu delece nhxl, bylo dale testovano, zda nadprodukce proteinu Khal
miiZe komplementovat projev delece nhx/. Znamenalo by to, ze funkce téchto dvou
proteinit se muze Castecné prekryvat. Kmen AB llc byl transformovan mnoho-
kopiovym vektorem nesoucim gen KHA! s vlastnim promotorem (KKYEp) a na médiu

s hygromycinem B byl porovnan jeho rist s kmenem transformovanym prazdnym
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vektorem. Na obr. 5.21 je vidét, Ze nadprodukce proteinu Khal rist kmene AB 11c¢
nezlepSovala. Zvy3eny pocet kopii genu KHAI nebyl tedy schopen nahradit chybgjici
gen NHXI.

hygromycin B .
0 80 pg/ml kmen plasmid

® AB 11c (nhxIA) [YEp352]

® _ AB1lc (nhxIA) [KKYEp]
® v A BW31 (NHXI) [YEp352

Obr. 5.21 Pokus o komplementaci delece nhx/ mnohokopiovym
plasmidem s genem KHA /. Testovano na médiu YNB-NH,.

3.7 Lokalizace proteinu Khal

Vzhledem k tomu, Ze nebylo mozno najit zadny fenotyp delece khal spojeny
s transportem ionth pies plasmatickou membranu a nasla se podobnost mezi projevem
delece khal a nhxl (zvy3ena citlivost k hygromycinu), vznikla uréitd pochybnost
o lokalizaci proteinu Khal v plasmatické membrang. Jak je zminéno jiZ v kap. 5.1.3,
byly pfipraveny plasmidy nesouci gen KHAI s pfipojenou sekvenci kédujici zeleny
fluorescenéni protein.

Kmen LMB 01 transformovany plasmidy KKGp (KHA4/-GFP s vlastnim pro-
motorem v mnohokopiovém plasmidu), KKGYCp (KHAI-GFP s vlastnim promotorem
v centromerovém plasmidu) a PKGYCp (KHAI-GFP se silnym promotorem PMAI
v centromerovém plasmidu) byl pozorovan ve fluorescenénim mikroskopu. Jak je vidét
na obr. 5.20, tyto plasmidy komplementuji fenotyp delece khal. Protein znateny GFP
na C-konci je tedy schopen pinit svou funkci v buiice. Pozorovani Khal-GFP ukazalo,
7e tento protein (narozdil od Nhalp) neni lokalizovan v plasmatické membrané
(obr. 5.22) ale uvniti bunék v podobé nékolika vackl riizného tvaru a velikosti v kazdé

bunce.
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Khal-GFP Nhal-GFP

Obr, 5.22 Lokalizace proteinu Khal v buiikdch v porovnani s Nhalp.

a) Fluorescence znafeného proteinu (snimané obrazky byly pro vétSi nazornost pfevedeny do
&ernobilého mddu a konvertovany na negativ)

b) Fotografie bunék snimané optikou Nomarského.

Velmi podobné jako buiiky kmene LMB 01 transformovaného plasmidem KKGp
(obr.5.22) wvypadaly 1 buiky transformované plasmidem PKGYCp. Mezi
fluorescenénim obrazem ani schopnosti komplementace (obr. 5.20) nebyl pozorovan
zadny vyrazny rozdil pro buiiky nesouci plasmid PKGYCp (centromerovy, promotor
PMAT) a plasmid KKGp (mnohokopiovy, promotor KHAI). Dalo by se tedy fici, ze
nadprodukce proteinu Khal z mnohokopiového vektoru piiblizné odpovida
nadprodukci pod regulaci silného promotoru z vektoru centromerového.

U bunék transformovanych vektorem KKGYCp se vilbec nepodaiilo zachytit
fluorescenéni obraz. Pfitom i tento vektor byl schopen komplementovat fenotyp delece
khal (obr.5.20) a napojeni GFP bez pferuSeni ¢teciho ramce bylo ovéfeno
sekvenovanim. Nejpravdépodobnéjsi vysvétleni tohoto jevu je, ze protein exprimovany
z centromerového vektoru pod regulaci vlastniho promotoru je v buiice v tak malém
mnozstvi, Ze nevydava dostate¢né silny fluorescenéni signdl. Tomu by odpovidala
i skuteCnost, Ze autorim internetové databaze , Yeast GFP Fusion Localization
Database* (http://yeastgfp.ucsf.edu./) se nepodatilo protein Khal zviditelnit po oznaceni
integraci GFP do chromosomalni DNA (Huh et al., 2003). I podle dal$ich vysledki této
skupiny je troven exprese genu KHA/ velmi nizkd (172 molekul proteinu na 1 buniku
(Ghaemmaghami er al., 2003)).
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5.7.1 Exprese Khalp-GFP v kmeni 27061b

Na zaklad€ doporuceni dr. R. Hagenauer-Tsapis z Inst. J. Monod v Paftizi bylo
testovano, zda intracelularné pozorovany signal znafeného proteinu Khal neni
vysledkem endocytdzy proteinu lokalizovaného plivodné v plasmatické membrané. Pro
tento Gcel byl vyuzit kmen S. cerevisiae s po$kozenou endocytdzou (mutace end3)
odvozeny od kmene 27061b (ura3 trpl). Mutant end3 i rodi€ovsky kmen byly
transformovany plasmidem KKGp. Jak je vidét na obr. 5.23, lokalizace znaCeného
proteinu Khal je v mutantnim kmeni stejna jako v kmeni rodi¢ovském. Z toho vyplyva,

Ze intracelularni lokalizace proteinu Khal je primarni, nikoliv nasledkem endocytdzy.

o i ]

a) b)

Obr. 5.23 Lokalizace proteinu Khal znaleného GFP v buiice kmene
27061b (a) a od n€j odvozeného mutantniho kmene end3 (b). Snimané
obrazky fluorescenéniho signalu prevedeny do Cernobilého médu a kon-
vertovany na negativ.

5.7.2 Kolokalizace s proteinem Sec7

Pii porovnani obrazki z fluorescenéniho mikroskopu s dostupnymi obrazky
v internetovych databazich se lokalizace znaceného proteinu Khal nejvice podobala
lokalizaci proteini, které se nachazeji v membranach Golgiho aparatu

(http://veastgfp.ucsf.edu./). Je znamo, ze Golgiho aparat (GA) v kvasinkach vétSinou

nema charakteristicky morfologicky tvar GA ze sav€ich bun¢k — skupinu nékolika
zplo§télych vackl nad sebou (Franzusoff a Schekman, 1989). Funkci tfidéni a post-
translaéni modifikace proteinii putujicich sekre¢ni drahou z endoplasmatického retikula
do plasmatické membrany, do vakuoly a dal$ich bunéénych kompartmentli vykonavaji
jednotlivé membranové vacky, které jsou funkénim ekvivalentem savéiho GA
(Hashimoto et al., 2002; Wooding a Pelham, 1998).

Proto bylo rozhodnuto testovat kolokalizaci proteinu Khal se znamymi

markerovymi proteiny Golgiho aparatu. Jako prvni byl pro kolokalizaéni pokusy
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s Khalp zvolen gen SEC7, kodujici protein z rodiny tzv. guanine-nucleotide exchange
faktori v GA (Achstetter et al., 1988; Peyroche ef al., 1996).

Od dr. T.J. Proszinského z Max-Planck Inst. v Drazd’anech byl ziskan plasmid
TPR76. Jedna se o integrativni plasmid, nesouci gen SEC7 znafeny DsRed, ¢ervenym
fluorescenénim barvivem z motského koralu Discosoma sp. (Wall et al., 2000). Po
transformaci kvasinek nesoucich mutaci frp/ se $t€peny plasmid integruje do lokusu
trpl, a protoze nese selekéni marker TRPI, kvasinky ziskaji schopnost rist bez

pridavku tryptofanu do média. Zaroven produkuji protein Sec7 znaeny DsRed.

5.7.2.1 Priprava kmenu TPR100 a TPR200

Pfi transformaci kmene W303-1A vyslo najevo, Ze mutace frp/-1 v tomto kmeni
je tzv. ,leaky™, tj. propustna — po transformaci rostlo pomérmné velké mnozstvi kolonii
i na negativni kontrole, tedy na misce bez tryptofanu, kam byly vysety bunky bez
plasmidu. Nebylo tedy mozné selektovat kolonie bunék, u nichz doslo k integraci
plasmidu TPR76 do genomu. Pro dal$i praci byly zvoleny kmeny FL100 a FL200
ziskané od prof. J. L. Soucieta z ULP ve Strasburku. Tyto kmeny nesou mutace frp/-4
aura3. Bylo ovéfeno, ze kmeny FL100 a FL200 skute¢né nerostou na médiich bez
tryptofanu. Kmeny byly transformovany $tépenym plasmidem TPR76. Enzym Bsu361
Stépi uvniti ORFu TRPI, po integraci plasmidu do lokusu #p/ na chromosomu dojde
k obnoveni ORFu a bunky ziskaji schopnost syntetizovat tryptofan. Z kolonii vyrostlych
na selekénim médiu YNB-NH4 bez tryptofanu byla izolovana genomova DNA a pomoci
PCR byla ovétena pritomnost znaceného genu SEC7 v genomu (obr. 5.24).

S pouzitim primert Sec7 F a DsRed R (sekvence a pfesna poloha viz tab. 4.4)
vznikl u kmeni s integrovanym plasmidem produkt o velikosti 988 bp. Uvedena
kombinace primerti sice neovéruje integraci do lokusu trp/ (pouze pfitomnost SEC7-
DsRed v gDNA), ale za prvé vznik prototrofie na tryptofan je dostate¢nym dikazem
spravného mista integrace a za druhé pro dalsi praci neni tak podstatné, z kterého mista
chromosomu se znaceny protein Sec7 bude exprimovat, jako to, ze se vibec bude

exprimovat.
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L SEC7 DsRed
> <
primer primer
Sec7 F DsRed R

Obr. 5.24 Primery pro ovéfeni pfitomnosti znateného genu SEC7 v genomové DNA

Kmeny s integrovanym plasmidem TPR76 byly pojmenovany TPR100 a TPR200.
Vzajemné se liSi pouze parovacim typem (TPR100 je MATa a TPR200 je MATw),
v obou kmenech zustava mutace ura3 a jsou tedy pouzitelné pro transformaci plasmidy

se selekénim markerem URA3.

5.7.2.2 Fluorescen¢ni mikroskopie dvojité znafenych bunék

Kmen TPR100 byl transformovan plasmidem PKGYCp (centromerovy plasmid
s genem KHA] za promotorem PMAI) a zaroven plasmidy GYP6-GFP a PMR1-CFP
ziskanymi od dr. R. Rao Johns Hopkins University v Baltimore. Gen PMRI koduje
Ca**-ATPasu Golgiho aparatu (Antebi a Fink, 1992), gen GYP6 kéduje aktivator
GTPasy Ypt6 lokalizovany v endosomech (Will a Gallwitz, 2001). Transformované
bunky byly pozorovany ve fluorescenénim mikroskopu Olympus AX70 s pouzitim
parametrti fluorescence uvedenych v tab. 4.5 (kap. 4.2.3.2).

Na obr. 5.25 je vidét, Ze zatimco znaCeny protein Pmrl kolokalizuje se Sec7p
(fluorescenéni signal CFP polohové odpovida fluorescenénimu signdlu DsRed),

proteiny Gyp6 a Khal s nim nekolokalizuji.
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buiiky snimamé
optikou Nomarského
Sec7p-DsRed

Khalp-GFP
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Gyp6p-GFP
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Obr. 5.25 Kolokalizace se Sec7p znatenym DsRed
a) Khalp znaceny GFP
b) Gyp6p znaleny GFP
c) Pmrlp znaceny CFP
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Piestoze znaCeny protein Khal nekolokalizoval s markerem pro GA, nebylo tim
vylouceno, ze se v by Khalp mohl byt v nékteré ¢asti GA lokalizovan. Jiz dfive bylo
popsano, ze nekteré proteiny lokalizované v Golgiho aparatu spolu vzajemné
nekolokalizuji. Napiiklad prace dr. A. Nakana z Riken Inst, Saitama v Japonsku
ukazuje, Ze zelené znaCeny protein Rerl a Cervené znafeny protein Gosl ve
fluorescen¢nim mikroskopu vydavaji odli§ny signal (obr. 5.26). Oba tyto proteiny jsou
ptitom povazovany za typické pifedstavitele proteint lokalizovanych v GA (Nakano,
2004). Autor tento jev vysvétluje lokalizaci proteinu Rerl v tzv. ,early” Golgi, zatimco

Goslp je lokalizovan v tzv. ,late” Golgi.

Obr. 5.26 Cervens znaeny Goslp a zelen& znateny Rerlp. Obréazek z publikace (Nakano, 2004).
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5.7.3 Kolokalizace s dalSimi znacenymi proteiny

Byly tedy hledany dalsi fluorescenéné znacené proteiny pro kolokalizaci s Khalp.
Od dr. Won-Ki Huh z Kalifornské Univerzity v San Francisco byla ziskana série kmen
odvozenych od ATCC 201389 (S288C MATa his3AI leu2 A0 lys2A0 ura3A0) s raznymi
geny znaenymi RFP na chromosomu. Vybrané kmeny se zna¢enymi organelami byly

transformovany plasmidy KKG a PKGYCp.

Tab. 5.5 Kmeny s chromosomalnim zna¢enim RFP
ouZzité pro kolokalizaci s Khalp-GFP

lokalizace znateny ORF
wearly* Golgi COPI
endosomy SNF7
vacky z ER do GA SECI3
Golgiho aparat ANP]
| late” Golgi CHCI
lipidové Castice ERG6
peroxisomy | PEX3

Za podminek pouZivanych pro vizualizaci DsRed nebylo snadné dokumentovat
fluorescenci proteinii znaCenych RFP. Fluorescence byla slaba a rychle vyhasinala.
Presto se d4 pokladat za prokazané, ze zelen€ znaceny protein Khal nekolokalizoval

s zadnym z testovanych ¢ervené znacenych proteind z tab. 5.5, viz obr. 5.27.
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Obr. 5.27 Kolokalizace Khalp-GFP s riznymi proteiny znaenymi RFP

5.7.4 Uzavieni kolokaliza¢nich pokusi

V pribéhu hledani dal§iho vhodného markeru pro kolokalizaci s Khalp byly
publikovany vysledky polské skupiny dr. A. Kurlandzké, podle nichz Khalp
kolokalizuje s manosyltransferasou Golgiho aparatu Mntl (synonymum Kre2). Z t€chto
vysledku byl vyvozen zavér, ze protein Khal je lokalizovan v membrané GA podobné
jako chloridovy kanal Gefl (Flis et al., 2005). Byla tim potvrzena hypotéza navrzena

v ramci této disertacni prace.
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5.8 Regulace exprese genu KHAI

ProtoZze nebylo snadné odhadnout fyziologickou funkei proteinu Khal
z fenotypovych projevii mutantnich kment, byla dale studovana regulace jeho exprese.
V internetovych databazich byly vyhledany vysledky mikroarrayovych experimenti
(kap. 2.5.3) a dale byla pouzita metoda indukce exprese (3-galaktosidasy z plasmidu po

vlozeni promotoru studovaného genu pied gen kédujici B-galaktosidasu.

5.8.1 Priprava plasmidu pro expresi p-galaktosidasy

Od Markéty Ri¢icové z Piirodovédecké fakulty UK v Praze byl ziskan konstrukt
obsahujici sekvenci kodujici B-galaktosidasu z E.coli za promotorem CCR4 v plasmidu
YEp366, pouzivany v praci (Minarikova er al., 2001). Restrikénim $t€penim a ligaci byl
z tohoto konstruktu promotor CCR4 vy$tépen a pied gen kodujici B-galaktosidasu
z E. coli (Myers et al., 1986) byl vlozen promotor KHA/. Témito konstrukty byl pak
transformovan kmen W303. Jako kontrola byl pouZzit pivodni plasmid obsahujici
promotor CCR4 nebo plasmid pXAl, ve kterém je exprese -galaktosidasy regulovana
promotorem NHAI. Predpoklada se, Zze exprese genu NHA/ je slaba a konstitutivni

(Bafiuelos et al., 1998).

5.8.2 Indukce zvySenym pH

Pro sledovani indukce exprese [-galaktosidasy v kvasinkach bylo pouZivano
pevné minimalni médium MM (viz kap. 4.1.1), na které bylo povrchové aplikovano
40 pl roztoku X-gal v dimethylformamidu (20 mg/ml).

Jako kontrola relevantnosti metody byla testovana indukce zvySenym pH. Podle
vysledkl $panélské skupiny dr. Arifia je exprese genu KHA/ indukovana 2,8 krat pfi
pH 8,0 (Viladevall et al., 2004). Na obr. 5.28 je vidét, ze pH 8,0 skutecné indukuje
expresi f3-galaktosidasy regulovanou promotorem KHA/. Na médiu s neupravenym pH
(6,8) nebyla pozorovana exprese (-galaktosidasy z promotoru KHA/. To odpovida uz
difve pozorované skutecnosti, ze gen KHA! je za standardnich podminek pomérné malo
exprimovany ((Ghaemmaghami et al., 2003), kap. 5.7). Naproti tomu promotor CCR4

reguloval expresi B-galaktosidasy za standardnich podminek stejnou mérou jako pfi
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pH 8,0. I toto pozorovani potvrdilo vysledky Spané€lské skupiny, protoZze v jejich praci
gen CCR4 neni uveden mezi geny indukovanymi pH 8,0 (Viladevall et al., 2004).

pH neupr. pH 8,0

prom CCR4 v YEp366

@ prom KHA1 v YEp366

j prazdny YEp366

Obr. 5.28 Indukce promotoru KHAI pti pH 8,0. Kmen W303
produkujici B-galaktosidasu z uvedenych plasmidi na médiu
MM s X-gal (40 pg/ml).

5.8.3 Dalsi podminky indukce

Po ovéfeni metody byly hledany dals$i podminky, které by indukovaly promotor
KHAI (obr. 5.29). V této fazi uz byl promotor KHA/ srovnavan s promotorem NHAI,
ktery mél slouzit jako kontrola slabé kostitutivni exprese (Bafiuelos et al., 1998). Byla
pfipravena série misek s médiem MM. Jednotlivé misky se mezi sebou liSily zdrojem
uhliku, obsahem soli, hygromycinu B, pH (upraveno KOH), ptipadné teplotou, pfi které
byly inkubovany.

Vysledky tohoto experimentu slabou konstitutivni expresi genu pod regulaci
promotoru NHA I Gpln€ nepotvrdili - kmen W303 transformovany plasmidem pXAl se
za riznych ristovych podminek barvil riizn€. Je ov§em nutno pfipomenout, ze intenzita
barveni kvasinkovych bun€k (ptipadné okolniho média) neni determinovana pouze
urovni exprese P-galaktosidasy, ale také aktivitou syntetizovaného proteinu, a ta se za
riznych okolnosti muze lisit (Ozkanca, 2002). Bylo napiiklad pozorovano, ze pH
optimum pro f-galaktosidasu z E. coli je 7,2 (Tenu et al., 1971). V tomto experimentu
B-galaktosidasa dobfe fungovala az do pH 8,0, ale pfi pH 5,5 se nebarvil ani jeden
z pozorovanych kment a pfi pH 6,8 se kmeny s promotory KHA! a NHAI barvily velmi
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slabé. Je prokazano, ze protein NHAI je pfi pH 5.5 exprimovan (Bafiuelos er al., 1998).
Je vhodné také piipomenout, Ze v butikdch S. cerevisiae rostoucich na médiu s glukosou
pievaZzuje fermentace nad respiraci, zaroveii je velmi aktivni ATPasa Pmal a okoli
bungk je intenzivné okyselovano. I na kontrolni misce lze tedy predpokladat pokles pH
média pod vychozi hodnotu (6,8) po naristu bunék. Absence modrého zbarveni je tedy
mozna nasledkem spiSe neéinnosti enzymu pfi snizeném pH nez represi vSech
pozorovanych promotort.

Podobné situace byla pozorovana na miskach s obsahem KCI nebo NaCl —
nebarvil se ani jeden z pozorovanych kmeni. Stabilita a aktivita -galaktosidasy je
zavisla na aktivité vody a, (Matsue a Miyawaki, 2000; Yoshioka ef al., 1993) a je tedy
mozné, Ze koncentrace soli pouZita v tomto experimentu nebyla vhodné pro sledovani
indukce exprese.

Ostatni sledované rastové podminky (zdroj uhliku, hygromycin B, teplota inkuba-
ce a pH 7,0 — 8,0) by pro B-galaktosidasu nemély byt limitujici, ani zde vSak nelze
jednozna¢né odlisit indukci exprese genu od posttranslacni aktivace enzymu. Bunky
exprimujici B-galaktosidasu pod regulaci promotoru NHA/ se za téchto podminek
barvily pfiblizn€ stejné (coz by odpovidalo teorii slabé konstitutivni exprese genu
NHAI) s vyjimkou pH &,0 kde bylo zbarveni vyraznéjsi, a to nejen zbarveni bungk, ale 1
kruhové zény média okolo makrokolonie. Indukce promotoru NHAI zvySenym pH je
pomeérné piekvapivym vysledkem vzhledem k tomu, Ze nejcastéji uvadéna fyziologicka
funkce proteinu Nhal (export kationtl alkalickych kovl z bunék) je zavisla na
koncentraénim spadu protont smérem do burnky a protein tedy plni svou transportni
alohu predevsim pii nizkych pH (Bafiuelos et al., 1998). Bylo ovSem popsano, ze
protein Nhal se podili také na regulaci vnitrobuné¢ného pH (Sychrova et al., 1999).
Schopnost proteinu reagovat na zvySené¢ pH vylu€ovanim kationtl za ucelem importu
protontl byla demonstrovana i v ramci této prace (kap. 5.5.2, obr. 5.16). Je tedy dobte
mozné, Ze buiiky reaguji na zvySené extracelulami pH zvySenou expresi proteinu
schopného importovat protony.

Promotor KHAI byl rovnéz indukovan zvySenym pH, a to je3té ve vétsi mife nez
promotor NHAI. To odpovida skuteCnosti, Ze $panélska skupina dr. Arifia nefadi gen
NHAI mezi geny indukované pH 8,0 (na zaklad® vysledki mikroarrayovych

experimenttl), zatimco gen KHA/ ano. Uroven indukce exprese genu NHAI zvySenym
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pH byla ziejmé& pod hranici ,cut-off* v jejich experimentu a pokladali ji za
nesignifikantni (Viladevall et al, 2004). Indukce exprese genu KHAI vysokym pH
bezpochyby souvisi s tim, Ze bunky potiebuji protein Khal, aby byly schopné rust pri
zvySeném extracelularnim pH.

K mimému zbarveni bunék exprimujicich f-galaktosidasu pod regulaci promotory
KHAIl a NHAI doSlo i na miskach s glycerolem, s ethanolem, s hygromycinem
(300 pg/ml) a na misce inkubované pti 37 °C; u bunék s promotorem NHA/ navic i na
misce s nizdi koncentraci hygromycinu (150 pg/ml) a na misce inkubované pii 25 °C.
Aktivita B-galaktosidasy v rozmezi 25-37 °C stoupa s teplotou (Coker er al., 2003),
barveni bun€k pii 37 °C mize byt tedy zptisobeno zvySenou aktivitou enzymu misto
indukce testovanych promotort.

Indukce promotoru KHAI hygromycinem by mohla souviset se zvySenou
citlivosti dele¢nich mutantd khal k této latce (podobné jako indukce zvySenym pH), je
ovSem zvlastni, 7ze jsou zbarveny 1 buriky exprimujici B-galaktosidasu pod regulaci
promotoru NHAI (na rozdil od kontrolni misky bez hygromycinu). Dele¢ni mutanty
nhal pritom zvySenou citlivost k hygromycinu nemaji, naopak, ke zvyseni citlivosti
vede nadprodukce proteinu Nhal (Kinclova-Zimmermannova et al, 2005a).
Hygromycin v koncentraci 150-300 ug/ml vSak mimé zvySuje pH média MM (asi
00,2), jako dalsi vysvétleni se tedy znovu nabizi zvySena aktivita enzymu namisto
indukované exprese.

Zbarveni bunék na médiu s glycerolem nebo ethanolem mohlo byt rovnéz
ovlivnéno riznou aktivitou f-galaktosidasy v zavislosti na metabolismu bunék. Bunky
rostouci na nefermentovatelném zdroji uhliku pouze respiruji, pii ¢emz nevznika tolik
kyselych produktt jako pfi fermentaci. Zaroven nemaji tak bohaty zdroj energie jako je
glukosa v kontrolni misce. Proto je niZsi aktivita protonové ATPasy Pmal, okoli bunek
nenf tak intenzivné okyselovano. Je mozné, Ze 1 intracelulami pH je za téchto okolnosti

bliz3i pH optimu pro aktivitu B-galaktosidasy.
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Obr. 5.29 Indukce exprese geni KHAla NHAI za riznych podminek sledovana
pomoci exprese B-galaktosidasy pod regulaci promotort téchto genli na médiu
MM s X-gal (40 pg/ml).
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Z vysledkii tohoto pokusu byl uéinén zavér, Ze metoda indukce exprese f-
galaktosidasy pfece jen neni idealni pro studium regulace promotort vzhledem k rtizné
aktivité enzymu za riznych rastovych podminek. Variabilita zbarveni bunék by se jen
tézko dala dat do souvislosti s indukci exprese z promotort KHA! a NHAI, kontrola
nizké konstitutivni exprese (promotor NHAI) nefugnovala podle ofekavani. Pouze
indukce promotoru KHA I pri pH 8,0 se da pokladat za prokazanou, protoze rozdil v

barveni byl velmi vyrazny v porovnani s niz$imi hodnotami pH a pfitom
optimalni pH pro ¢innost B-galaktosidasy lezi pfiblizn€ uprostifed rozsahu testovanych

hodnot pH.

5.9 Dvojité mutanty gefIA khalA

Na konferenci ICYGMB (International Conference on Yeast Genetics and
Molecular Biology) v Goteborgu roku 2003 byl zvefejnén poster polské skupiny
dr. A. Kurlandzké, zabyvajici se souvislosti mezi ¢innosti proteinu Khal a chloridovych
kanalli v S. cerevisiae (Flis a Kurlandzka, 2003). Pivodnim zamérem autorl nebylo
studium proteinu Khal. Zabyvali se Cl” kanaly a snazili se savéim chloridovym kanalem
Cle2 (¢cDNA z R. norvegicus (Thiemann et al., 1992)) komplementovat fenotypy delece
gefl v S. cerevisiae. Gefl je jedinym kvasnitnym homologem sav€ich chloridovych
kanala skupiny CLC (Jentsch er al, 1995; Jentsch a Gunther, 1997) a jedna se
o nap€t'ove tizeny chloridovy kanél v membranach Golgiho aparatu S. cerevisiae (Flis
et al., 2002; Gaxiola et al., 1998). Mezi fenotypové projevy delece gef! patii naptiklad
porucha respirace na médiich s nizkym obsahem Zeleza (Greene et al., 1993), citlivost
k nékterym dvoumocnym kationtim (Co™, Mn*", Zn*"), ke zvysenému pH a k hygro-
mycinu B (Gaxiola ef al., 1998).

Savéi CLC2 cDNA integrovana v genomu mutantniho kmene s deleci gef/ nebyla
schopna komplementovat poruchu respirace na médiich s nizkym obsahem zeleza,
citlivost k Mn* ani k hygromycinu B (Flis a Kurlandzka, 2003). Autofi proto
transformovali kmen S. cerevisiae geflA s integrovanym savéim genem CLC2
genomovou knihovnou S. cerevisiae v mnohokopiovém plasmidu. Kromé plasmidu
nesouciho gen GEFI to byl pravé jest€ plasmid nesouci gen KHAI, ktery byl schopen
obnovit rast transformovaného kmene na médiu s nizkym obsahem Zeleza a respira-

tivnim zdrojem uhliku. V kmeni gef/A bez sav¢iho genu CLC2 pfitom nadprodukce
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Khalp z plasmidu fenotyp GEFI neobnovila. Autofi také pozorovali vnitrobunécnou
lokalizaci proteinu Khal a vyvodili zavér, ze dalsi kopie proteinu Khal v bunkach by
mohly naptiklad ovliviiovat pH Golgiho aparatu a tak umoznit savéimu Clc2p nahradit
funkci kvasni¢ného chloridového kanalu Gefl (Flis a Kurlandzka, 2003).

Autof1 posteru se také pokouseli zjistit, zda v S. cerevisiae existuje geneticka
interakce mezi geny GEFI a KHAI. Ptipravili dvojité mutanty gef/A khalA a hledali
ristovy fenotyp kvasinek specificky pro dvojitou mutaci. Testovali toleranci kment
k NaCl, KCI, NaAc, KAc, Mn*" a hygromycinu B a dale vyuZiti riznych zdrojd uhliku.
Nepodafilo se jim vsak najit zadny rozdil mezi dvojitym mutantem gef/A khalA a jeho

rodi¢ovskym kmenem (gefIA) (Flis et al., 2005).

Dvojité mutanty KEYTI1-15A (MATa geflA khalA), KEYT1-15B (MATo geflA
khalA) a kontrolni rodi€ovské kmeny RGY84 (MATa gefIA KHAI) a RGY9 (MATu
GEFI KHAI) byly od polskych kolegi ziskany a v naSi laboratofi s nimi byly
provedeny dalsi kapkové testy za ucelem hledani specifického fenotypu dvojitych
mutantl gef/A khalA.

V prvni fad€¢ bylo ovéfeno, Ze delece gef! zpusobuje zpomaleni rlistu bun€k pii
pH 7, jak bylo diive publikovano (Gaxiola et al., 1998). Dvojity mutant gef/A khalA
rostl za téchto podminek jesté hife (obr. 5.30), vliv mutaci gef! a khal na citlivost ke
zvy$enému pH je tedy kumulativni a pH 7,0 je jednou z podminek umoziujicich rozlisit

dvojitého mutanta gefiA khalA od jeho rodicovského kmene (gefIA KHAT).

PH 4,7 pH 7,0 GEFI KHAI
Wi @ @ & *© @ @ & ca .
Rvse @ @ & ¢« @& > - . v

kivi-isa @ @ 5 ¢ @ & ] )

Obr. 5.30 Citlivost kmenu k pH 7 na arginin-fosfatovém médiu

Rovnéz citlivost bunék k hygromycinu B je zvySovana deleci gef/ (Gaxiola ef al.,
1998) a delece genu KHAI tuto citlivost zvySovala jesteé vice (obr. 5.31). Pouziti média
s gradientem hygromycinu B opét umoznilo rozliseni fenotypu dvojitého mutanta gef7A
khalA od rodi¢ovského kmene (gefIA KHAI), coz se nepodarilo v testech polské
skupiny (Flis et al., 2005).
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Obr. 5.31: Citlivost kmen® k hygromycinu B na médiu YNB-NH,. Koncentrace hygromycinu B stoupa
zleva doprava.

Na obrazku je vidét, Ze kmen RGY9 byl o néco citlivéjsi k hygromycinu B nez
kmen W303, ptestoze oba tyto kmeny maji funkéni kopie gent GEF/ i KHAI. Kmen
RGYY a od n&j odvozené mutanty gef/A vSak nenesou mutaci ade? (viz tab. 4.1). Proto
byly kmeny RGY84 (gefl/A) a KFYT1 (gef/A khalA) nadéale srovnavany s kmenem
RGY9.

Jiz dfive bylo publikovano, ze protein Gefl se podili na homeostazi riznych
kationtt v bunikach (Cu®*, Mn?*, Na", tetramethylamonium), pravdépodobné proto, Ze
vnitrobunééna sekvestrace téchto kationtli vyzaduje vhodnou regulaci transportu anionti
CI" a pH vnitrobuné&énych organel (Gaxiola et al., 1998). Proto byla dale testovana
citlivost kmenii s deleci gef/ nebo gef! khal k solim v médiu pii pH 7,0 a 5,5. Na
médiu YPG byla pii pH 7,0 (20 mM MOPS) pozorovana citlivost kmeni s deleci gef/
ke KCl a NaCl (obr. 5.32). Kmeny KFYT! s dvojitou deleci gef! khal rostly stejné jako
kmen RGY84 (gefiA), znovu se tedy potvrdilo, Ze delece genu KHA/ neovliviuje
toleranci bunék k solim alkalickych kovu. Citlivost kmen s deleci gef/ nebyla
zpusobena osmotickym tlakem soli v médiu, protoze 35% sorbitol (odpovida priblizné
koncentraci 1,9 M) rozdil v rdstu nezpisoboval (obr. 5.32). Nov€ pozorovanym
projevem delece gefl je tedy citlivost k vysoké koncentraci K* (1,2-1,4 M).

Zajimavé je, ze na médiu YPG (obr. 5.32) nebyla pozorovana citlivost kmenii
s deleci gefl nebo gefl khal k pH 7,0 na kontrolni misce bez soli, narozdil od mini-
malniho arginin-fosfatového média (obr. 5.30). Dostatek Zivin v bohatém médiu tedy

ziejmé umoziiuje burtkdm snaze se vyrovnat se zvySenym pH.
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Na médiu YPG pii pH 5,5 citlivost kmenti s deleci gef/ k solim pozorovana
nebyla. Kmeny KFYTI-15A a KFYTI1-15B s rozdilnym parovacim typem (a stejnou
kombinaci deleci gefl khal) se v toleranci k hygromycinu B ani k solim alkalickych
kovi neli$ily (obr. 5.31 a 5.32).

0 12ZMKC  1L4AMKC 12MNaCl  14MNaCl  35% sorbitol
o _& . - kmen GEFl KHAl
mﬂf..ﬁ o0&y 0O @ . ; RGY9 P
cOBe L, 008 ‘00 @O .- @O 3 - RGYSS -
H I TREEXE- RS R ETEEN ¥ B @ r KFYTI-15A
Qe+ . OO0 L @9 ' o7 € & KFYTI1-15B
:’ o0 N" @ 5. e " e I® ® = RGY9 + o+
PBrQ® i S @ @ @ = :‘RGYS“ -
g. OFrve e 7@ @ o ) '&“ KFYTI-15A
908 ¢ 8 5} ‘:@-»ﬁgkwn 15B

Obr. 5.32 Citlivost kmeni k solim a sorbitolu na médiu YPG.

7 dvojmocnych kationtd byl testovan chlorid manganaty (obr. 5.33). V tomto
pripadé se potvrdily vysledky polské skupiny autort (Flis et al., 2005), ze delece gef!
sice zvySuje citlivost k manganatym iontim, ale dvojity mutant gef/A khalA roste

stejné jako jeho rodi¢ovsky kmen gef/A. Delece khal tedy citlivost k Mn?* nezvysovala.

MnCl,
e S D T R W AT GEFI KHAI
RGY9 + +
RGYS84 - +
. KFYTI1-15A - -

Obr. 5.33 Citlivost kment k chlondu manganatému na médiu YNB NH4 Koncentrace MnCl,
stoupa zleva doprava.

[ v kmenech s deleci gef! se tedy delece khal projevuje pouze zvySenim citlivosti
ke zvy¥enému pH a k hygromycinu B. Zadny dalii specificky fenotyp dvojitych

mutantii gef/A khalA se nepodafilo nalézt.
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Kmen RGY84 pak byl transformovan mnohokopiovymi plasmidy pro zvysenou
expresi genu KHAI (KKYEp — gen KHA s vlastnim promotorem, PKYEp — gen KHA
s promotorem PMAI), pro ovéfeni, zda nadprodukce proteinu Khal nemiize komple-
mentovat fenotyp mutantniho kmene gef7 na zvySeném pH nebo hygromycinu B. Jak je
vidét na obr. 5.34, delece gef1 skute¢né neni komplementovatelna nadprodukci proteinu
Khal. V piipad€¢ hygromycinu B se tak znovu potvrdily vysledky polské skupiny (Flis
et al., 2005) s tim doplnénim, Ze pii vy$Sich koncentracich hygromycinu B ptisobi
nadbyte¢né kopie proteinu Khal v burikach spi§e $kodlive (obr. 5.34a). Komplementace
rastu pii vysokém pH dfive testovana nebyla. I v tomto piipad€ plati, ze kopie genu
KHAI ptidané do bunék v plasmidu nemohou nahradit chybgjici gen GEF1. Skodlivost
nadbyte¢nych kopii proteinu Khal se tady projevuje pouze mirn€ v piipadé plasmidu
PKYEp, z kter¢ho je Khalp exprimovan pod regulaci silného promotoru PMA]
(obr. 5.34b).

hygromycin B

b) YEp352
KKYEp

PKYEp

Obr. 5.34 Rist kmene RGY84 (gef/A) transformovaného plasmidy pro nadprodukci
proteinu Khal na médiu YNB-NH;, s gradientem hygromycinu B (a) nebo pH 3-8 (b). Do
média s gradientem pH byl pfidan barevny indikator pH (BKP).
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V této rozsitené sérii kapkovych testd se tedy potvrdilo pozorovani polské
skupiny, Zze samotny protein Khal ani ve vét§im poctu kopii nemize komplementovat
deleci gefl v S. cerevisiae, piestoze nékteré fenotypové projevy (citlivost
k hygromycinu B a ke zvySenému pH) maji kmeny s deleci gef/ a kmeny s deleci khal
spole¢né. Khalp tedy pravdépodobné ovliviiuje funkci CI' kanald jen neptimo,

naptiklad regulaci pH uvnitf organel.
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5.10 Méreni membranového potencialu

Na zakladé citlivosti dele¢nich mutantl khal k hygromycinu B bylo rozhodnuto
testovat, zda pritomnost nebo absence proteinu Khal v burikdch S. cerevisiae ovliviiuje
jejich membranovy potencial. Tento postup byl doporucen i profesorem A. Pefiou
z UNAM v Mexiku, jednim z autorG plvodni publikace o proteinu Khal (Ramirez
et al., 1998). Podle vysledkG mexické skupiny mély kmeny s disrupci khal::URA3
zvySeny membranovy potencial oproti kontrolnim kmenim. Tim by se dala dobre
vysvétlit zvySena citlivost mutantnich kmenti k hygromycinu B. Hygromycin B totiz
vstupuje do bunék v zavislosti na membranovém potencialu a jiz dfive bylo prokazano,
ze napiiklad silné hyperpolarizované mutantni kmeny postradajici transportni systémy
Trkl a Trk2 maji zvy$enou citlivost k hygromycinu B (Madrid et al., 1998), a naopak
delpolarizované kmeny s mutaci pmal (snizend aktivita ATPasy plasmatické
membrany) jsou schopny tolerovat vy$§i koncentrace tohoto toxického kationtu (Perlin
et al., 1988; Perlin ef al., 1989). Jak uZ je zmin€no vySse, vétSina fenotypt pozorovanych
mexickou skupinou prof. Pefii byla zkreslena porovnavanim kmeni s odliSnym
metabolismem uracilu. Proto bylo rozhodnuto testovat, zda i kmen s deleci genu khal

pomoci kazety loxP-kanMX-loxP bude mit zvySeny membranovy potencial.

5.10.1 Ovéreni relevance metody

Membranovy potencial bunék byl studovan ve spolupraci s Fyzikalnim astavem
MFF UK pomoci distribuéni fluorescencni sondy diS-Cs(3) (viz kap. 4.2.2.2). Sonda
(kladné nabita) vstupuje do bunék v zavislosti na jejich membranovém potencialu.
Vazba sondy diS-C3(3) na vnitrobunééné komponenty zvySuje kvantovy vytézek
fluorescence a posouva emisni spektrum do Cervena. Poloha maxima emisniho spektra
je tedy zavisla na koncentraci sondy uvniti bunék (Plasek ef al., 1994) a nepfimo tak
odrazi velikost membranového potencidlu. Rovnovazné emisni maximum (Ama") volné
sondu v pufru je asi 570 nm, maximélni naméfené hodnoty hyperpolarizovanych bunék
byly okolo 580 nm (O. Zimmermannova, Gstni sdéleni). V tomto rozmezi tedy lze

sledovat zmény membranového potencialu bunék.
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Pro ovéfeni vhodnosti metody na porovnadvani membranového potencialu
kvasinkovych bungk lisicich se pouze pritomnosti/absenci riznych transportéra kationtd
alkalickych kovl byla nejprve méfena fluorescence kment BW31 (enal-4A nhalA)
a MAB 2d (enal-4A nhalA trkIA trk2A). Protoze kmen MAB 2d neni schopen aktivné
importovat K* (viz kap. 2.4.4.1), $patné roste pfi koncentracich K* niZ§ich nez 50 mM
a pro jeho kultivaci se b&zné pouziva médium s pridavkem 100 mM KCL V takovém
médiu roste kmen MAB 2d priblizné stejné rychle jako kontrolni kmen BW31, protoze
draslik vstupujici do bunék nespecifickymi transportnimi systémy (napf. NSC1) staci
k pokryti potfeb bungk. Za té€chto okolnosti Zadny rozdil v membranovém potencialu
mezi kmeny BW31 a MAB 2d pozorovan nebyl — rovnovazné maximum emise mélo

stejnou vinovou délku pro oba testované kmeny (obr. 5.35).
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Obr. 5.35 Srovnani membranovych potenciald kmeni BW31 (enal-4A
nhalA) a MAB 2d (enal-4A nhalA trkIA trk2A) rostoucich v médiu YPG
se 100 mM KCI. Byly zméfeny nejmén& 4 vzorky z nejmén& dvou
nezavislych experimentd. V grafu jsou vyneseny primémé hodnoty,
chybové tse¢ky odpovidaji smérodatné odchylce.
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Kmen MAB 2d, postradajici transportni systémy Trkl a Trk2, by podle
publikovanych udaji (Madrid et al., 1998) m&l mit pfi nizkych koncentracich drasliku
v médiu hyperpolarizovanou plasmatickou membranu (v disledku neschopnosti aktivné
transportovat K* do bun&k). V dal$i fazi pokusu byly tedy oba kmeny hodinu pred
méfenim potencialu pfeneseny z ristového média (YPG + 100 mM KCl) do média YPG
bez pfidaného KCIl. Za téchto podminek bylo rovnovazné maximum emise (Amax)
kmene MAB 2d skute¢né podstatné vy$si neZ Amax’? kmene BW31 (obr. 5.36a), coz
odpovida hyperpolarizaci v nasledku hladovéni na draslik. Kmen BW31 za téchto
podminek na draslik nehladovél, protoze draslik obsazeny ve standardnim médiu YPG
je dostatecny pro pokryti potfeb bunék s transportnimi systémy Trkl a Trk2. Podobna
situace nastala, kdyz byly kmeny od zafatku pokusu péstovany v médiu YPG s 10 mM
KCI. Kmen MAB 2d za téchto podminek rostl o néco pomaleji a opét byl

hyperpolarizovan ve srovnani s kmenem BW31 (obr. 5.36b).
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Obr. 5.36 Hyperpolarizace kmene postradajiciho transportni systémy Trkl a Trk2 po | hoding
inkubace v YPG bez pfidaného KCl (a) a po p&stovani v YPG s 10 mM KCI (b). Byly zméieny
nejmén& 4 vzorky z nejméné dvou nezavislych experimentl. V grafu jsou vyneseny primémé
hodnoty, chybové ise¢ky odpovidaji smérodatné odchyice.
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Podaiilo se tedy novou metodou zopakovat vysledky Spanélské skupiny
(hyperpolarizace kmenta s deleci trkl trk2) naméfené pomoci fluorescenéni sondy
DiOCe(3) a prutokové cytometrie (Madrid ef al., 1998). Metoda méfeni fluorescence
sondy diS-Cs(3) se tim ukazala jako vhodna pro porovnavani membranového potencialu
kvasinkovych kmeni liSicich se pritomnosti ¢i absenci transportnich systémid pro

draselné kationty.

5.10.2 Porovnani membranového potencialu kmeni BW31, LMB 01 a
LMB 02

Dale byl testovdn membranovy potencial dele€nich mutantl khal, aby se zjistilo,
zda jejich zvysena citlivost k hygromycinu B (obr. 5.19, obr. 5.37) je zpisobena vy$sim
membranovym potencidlem (pozorovnym mexickou skupinou prof. Pefii pro kmen
s disrupei khal::URA3, Ramirez et al., 1998). Do testovani byl zafazen také delecni
mutant tokl-khal, protoze i kanal Tokl byl popsan jako transportni systém pro K"
(Bertl et al., 1993; Ketchum et al., 1995), ale membranovy potencial mutantnich kment
nebyl dosud studovan. Jak je vidét na obr. 5.37, delece khal zvySovala citlivost

k hygromycinu, zatimco delece tok! citlivost neovliviiovala.
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0 150 pg/ml

KHA1 TOK1

BW31 jpPoeecce .

-+

bbiooooow -

Obr. 5.37 Rist kmen& na médiu YPG s hygromycinem B (koncentrace stoupa zleva doprava).

Genotypy kmenl: BW31 (enal-4A nhalA), LMB Ol (enal-4A nhalA khalA), LMB 02 (enal-4A
nhalA tokl-khalA).

Pokud by tedy citlivost studovanych kment k hygromycinu B byla dana pouze
jejich membranovym potencialem, mél by kmen LMB 01 (enal-4A nhalA khalA) byt
hyperpolarizovan ve srovnani s kmenem BW31 (enal-4A nhalA), zatimco delece tok!
by neméla ovlivnit potencial kmene LMB 02 (enal-4A nhalA tokl-khalA). Jak je ale
vidét z vysledkii uvedenych nize, membranovy potencial pravdépodobné neni jedinym

faktorem ovliviiujicim citlivost k hygromycinu B.
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Srovnani membranového potencidlu kmenit BW31, LMB 01 a LMB 02 pomoci
fluorescenéniho barveni sondou diS-C3(3) je zndzornéno na obr. 5.38. Je vidét, Ze
delece genu KHAI membranovy potencidl neovliviiovala (kmen LMB 01 ma stejné

rovnovazné maximum emise po obarveni sondou diS-C5(3) jako kmen BW31), zatimco

kmen LMB 02 je depolarizovan (mé niZ3i vinovou délku Amax ).
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Obr. 5.38 Srovnani membranového potencidlu kmend BW31 (ena/-4A nhalA)
LMB 0l (enal-4A nhalA khalA) a LMB 02 (enal-4A nhalA tokl-khalA).
VloZeny graf: Ptiklad barvicich kiivek — zavislost intenzity fluorescence na Case
od pfidani fluorescen¢ni sondy k bun&éné suspenzi v pufru CP (e BW3I,
o LMBOIl, ¥ LMB 02). Bylo zméfeno nejmén€ 6 vzorki z nejméné ti{
nezavislych experimentd. V grafu jsou vyneseny primémé hodnoty, chybové
use¢ky odpovidaji smérodatné odchyice.

Je tedy vidét, Ze membranovy potencidl neni jedinym faktorem ovliviujicim
citlivost k hygromycinu B. Jiz dtive byla v praci (Brett et al., 2005b) diskutovana
varianta, Ze napiiklad intracelularni antiporter Nhx! by se na rezistenci k hygro-
mycinu B mohl podilet regulaci pH endosomalnich vacki a nésledné sekvestraci této
toxické latky ve vakuole. Je tedy pravdépodobné, ze i protein Khal se na rezistenci
k hygromycinu B podili spiSe na urovni vnitrobunééné sekvestrace nez na trovni vstupu

do bun&k, ktery je zavisly na membranovém potencidlu. I vtomto pripadé byly
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vysledky mexické skupiny prof. Pefii zifejmé zkresleny rozdilnym metabolismem
uracilu srovnavanych kmend — pozorované zvySeni membranového potencidlu pro
kmen bez proteinu Khal (Ramirez et al., 1998) se v ptipadé delece kazetou loxP-
kanMX-loxP nepotvrdilo.

Na rozdil od proteinu Khal se ovSem ukézalo, Ze protein Tok1 hraje vyznamnou
roli v udrZzovani membranového potenciédlu S. cerevisiae. V této fazi viak nebylo zcela
jasné, zda se jednd pouze o vliv delece tokl, nebo zda depolarizace nastava v disledku
delece posledniho exportniho systému pro K*. Kmen LMB 02 totiZz nema ani ATPasy
Enal-4 a antiporter Nhal. Pokud by pro zachovani membranového potencidlu stacil
jeden z exportnich systémi pro K', delece tokl by nezpiisobila depolarizaci kmenii
s funkéni ATPasou Enal a/nebo s funkénim antiporterem Nhal. Bylo proto rozhodnuto

pfipravit kmeny s deleci tok! v riznych kombinacich s delecemi enal-4 a nhal.

5.10.3 Pfiprava mutantnich kmenu fokIA

Tokl1p je nap€tové rizeny kanal plasmatické membrany S. cerevisiae pro draselné
kationty (Bertl er al, 1993), uprednostiujici tok K* smérem ven z bungk, ackoli za
uréitych specifickych podminek ptes n&j mohou ionty K* i vstupovat do bunék (Fairman
et al., 1999). PrestoZe je popsana jeho struktura a biofyzikalni vlastnosti jsou dobfe
charakterizovany metodou teréikového zamku (Bertl et al., 1998), fyziologick4a funkce
tohoto proteinu nebyla dosud jasné stanovena.

Buiky s deleci tok! jsou schopny normalniho riistu, neni zménéna jejich tolerance
k nizkym ani k vysokym koncentracim K™ (Bertl et al., 2003). Jedinym popsanym
ristovym fenotypem delece tok/ je zvySena tolerance mutantnich bunék k iontim
cesnym (Bertl ef al, 2003). Jak je vidét na obr. 5.39, ani na pozadi delece ostatnich
genli kédujicich exportni systémy pro K (ENAI-4, NHAI) se delece tokl (podobné
jako khal) neprojevila zvySenim citlivosti ke KCI.
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KCI
1] 1,5M
KHA1 TOK1
+ o+
- +

Obr. 5.39 Rist kmend na médiu s KCI (koncentrace stoupd zleva doprava). Genotypy kment:
BW31 (enal-4A nhalA), LMB 01 (enal-4A nhal A khalA), LMB 02 (enal-4A nhal A tokl-khalA).

Ani v transportnich pokusech (kap. 5.5.2) nebyl zjistén 7zadny transport K*

zprostiedkovany kandlem Tok!1 (obr. 5.17). Fyziologicka role kanalu Tok! v transportu

draselnych kationtt je tedy pomérné nejasna.

Kmeny s deleci tokl v riznych kombinacich s delecemi enal-4 a nhal byly

pfipraveny homologni rekombinaci podle protokolu popsaného v Giildener e/ al

(1996). Pro pripravu dele¢ni kazety pomoci PCR byly pouzity primery TOK-kan
a TOK-zp-kan (tab. 4.4). Kmeny W303, GW19, CW25 a BW31 byly transformovany

elektroporaci a vysety na selekéni médium YPG s geneticinem (800 pg/ml). Spravna

integrace dele¢ni kazety byla ovéfena pomoci ,,colony PCR* (kap. 4.2.1.11) s primery

uvedenymi v tab. 4.4. Ptehled pfipravenych dele¢nich kment je v tab. 5.6.

Tab. 5.6 Kmeny s deleci tokl pfipravené pro srovnani
membranového potencidlu

rodicovsky | odvozeny | genotyp

kmen mutant
toklA
W303-1A | TOW ENAI-4 NHAI toklA
GWI19 TOG enal-4N NHAI tokIA
CW25 TOC ENAI-4 nhalA toklA
BW31 TOB enal-4A nhalA toklA
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5.10.4 Vliv mutace fokIA na membranovy potencial kvasinek
5.10.4.1 Depolarizace kmenii s deleci fok]

Pripravené kmeny s deleci rokl byly porovnany se svymi rodicovskymi kmeny
amezi sebou navzdajem pomoci fluorescenéniho barveni sondou diS-Cs(3). Obr. 5.40
znazornuje rozdily v membranovém potencialu jednotlivych kment. Je vidét, ze delece
kteréhokoliv exportniho systému pro K (ATPas Ena, antiporteru Nhal nebo kanalu
Tokl) vede k wur¢itému sniZzeni membranového potencidlu bunék. Nejsilnéi
depolarizovany je kmen TOB, ktery nema ani ATPasy Ena, ani antiporter Nhal, ani
kanal Tok!. Ukéazalo se tedy, Ze nejen proteiny Trkl a Trk2, ale 1 exportni systémy pro

draslik hraji roli v udrzovani membranového potencialu.
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Obr. 5.40 Srovnéni membranového potencial kmen s riznymi kombinacemi deleci
gen ENAI-4, NHAI] a TOK/. Byly zm&eny nejméné 4 vzorky z nejmén& dvou
nezavisiych experimentii. V grafu jsou vyneseny primé&mé hodnoty, chybové
usecky odpovidaji smeé&rodatné odchylce.
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Zajimavé je srovnani dvojitych mutantll — je-li jednim z dvojice deletovanych
systémt Tokl (kmeny TOG, TOC), je potencidl podstatné nizsi, nez pri kombinaci
delece Ena a Nhal (kmen BW31). Jinymi slovy, je-li zexportnich systémi pro K’
v burikach pfitomen pouze kanal Tokl (kmen BW31), dokaze udrzet membranovy
potencidl na Urovni srovnatelné s kontrolnim kmenem W303, zatimco samotny
antiporter Nhal (kmen TOG) ani samotné ATPasy Enal-4 (kmen TOC) to nedokazou
(obr. 5.40). Statistické zhodnoceni rozdil& primérnych hodnot Ama™? dvoustrannym t-
testem pro strany srdznym rozptylem je vtab. 5.7, signifikantni rozdily (hodnota

parametru p <5 %) jsou vyznaceny tuéné.

Tab. 5.7 Statistické hodnoceni rozdilti v membrénovém potencidlu dvoustrannym t-testem

w303 TOW GWI9 TOG CW25 TOC BW3l _
TOW | 6,88 % TOW
GW19|3,31 % 76,52 % GW19
TOG |0,08% 1420% 1,28 % TOG
CW25| 7,41 % 43,14% 55,53% 0,73 % CW25
TOC [0,09% 6,10% 083% 41,14% 0,52 % TOC
BW31|593% 6042% 79,55% 2,90 % 74,55% 1,26 % BW31
TOB |0,01% 457% 029% 18,74% 0,14% 68,69% 0,57 % |TOB
w303 TOW GWI9 TOG CW25 TOC BW3l

5.10.4.2 Komplementace fenotypu delece fokl genem TOKI v plasmidu

Aby bylo moZno s jistotou tvrdit, Ze nejvyraznéjsi pozorovana depolarizace bunék
skuteéné souvisi s deleci genu TOK/, byly vybrané kmeny transformovany plasmidem
nesoucim gen TOK/. Pro test komplementace byly kmeny W303 (wt), TOW (toklA),
BW31 (enal-4A nhalA) a TOB (enal-4A nhal A toklA) transformovany (1) plasmidem
pGFP-TOKI1 (tab. 4.3), ktery byl vytvoren z plasmidu pYEX a nese gen TOK/ (znaceny
GFP na N-konci) za indukovatelnym promotorem CUP/, a (2) plasmidem pYEX,
exprimujicim za promotorem CUP/ pouze GFP.

U vSech transformanti byla fluorescenéni mikroskopii ovérena lokalizace
znaceného proteinu Tokl v plasmatické membrané nebo samotného GFP v cytosolu
(piiklad lokalizace je na obr. 5.41) Fluorescen¢éni parametry GFP (excit. 450-480 nm,
em. 490-515 nm) a diS-C5(3) (excit. 531 nm, em. 560-590 nm) jsou natolik rozdilné, ze
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pritomnost GFP v bunkach nemohla ovlivnit vysledky méreni fluorescence diS-C;(3).
Navic i z prazdného plasmidu pYEX se exprimuje GFP (viz obr. 5.41), takze i kdyby
fluorescence GFP byla pfi méfeni zaznamendna, neovlivnila by rozdil mezi kmeny

transformovanymi prazdnym plasmidem a kmeny s plasmidem nesoucim gen 7OK /.

10 jun
LI 1

Obr. 5.41 Fluorescence proteinu Tok1 znadené¢ho GFP na N-konci (a) a buriky exprimujici
samotny GFP z vektoru pYEX (b). Snimané obrazky fluorescenéniho signalu prevedeny
do &ernobilého médu a konvertovany na negativ.

Kmeny transformované plasmidy nebylo mozné pred vlastnim méfenim péstovat
v médiu YPG, aby nedoslo ke ztraté plasmidu. Byly proto inkubovany v médiu YNB-
NH; s auxotrofnimi piidavky (viz kap. 4.2.2.2) a s 20 pM CuSOy pro indukei promotoru
CUPI. Zména inkubacniho média vedla k posunu absoulutnich hodnot rovnovazného
maxima emise smérem vzharu (srov. obr. 5.40 a 5.42). Vzhledem k tomu, Ze metoda
jako takova neslouZi ke stanoveni absolutni hodnoty membranového potencialu, ale
pouze pro srovnavaci ucely, neni tento posun na pirekdzku porovnani kmend v ramci
stejnych experimentalnich podminek mezi sebou. Jinymi slovy: nelze porovnat kmen
BW31 bez plasmidu (obr. 5.40, rovnovazné maximum emise 571,5 nm) s kmenem
BW31 transformovanym prazdnym plasmidem pYEX (obr. 5.42, rovnovazné maximum
emise 574,6 nm) a vyvodit zavér, ze bunky BW31 jsou hyperpolarizovany nasledkem
transformace. Tyto kmeny nebyly péstovany za stejnych podminek a nelze tedy

srovnavat absolutni hodnoty rovnovazného maxima emise diS-C;(3). V ramci jednoho
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experimentu a stejnych kultivaénich podminek ovSem kmeny srovnavat lze (napf.
depolarizace netransformovaného kmene TOW oproti W303, obr. 5.40).

Jak je vidét na obr. 5.42, depolarizace kmene TOB oproti BW31 po kultivaci
v médiu YNB nebyla tak vyrazna jako v YPG — rozdil v poloze rovnovazného emisniho
maxima (Amax?) byl pouze 0,7 nm a statisticky parametr p stanoveny dvoustrannym
Studentovym t-testem byl 14,3 %. A&koliv primémd hmax’? kmene TOB je nizsi nez
kmene BW31, neda se tedy hovofit o signifikantnim rodilu. Je pravdépodobné, Ze
nékolikanasobné zopakovani pokusu by parametr p snizilo (pro kmen BW31 bylo
méfeno 8 vzorkd, pro kmen TOB pouze 4), z ¢asovych diivodl vSak dalSi méreni nebyla
provedena.

Kmen TOB (enal-4A nhalA toklA) transformovany genem 7TOKI
v mnohokopiovém plasmidu mé&l Apa’™ 0 2 nm vy33i, nez tentyZz kmen transformovany
prazdnym plasmidem. Ackoliv i zde by pro plné potvrzeni vysledka bylo tfeba provést
vyS§§i polet méfeni, v prvnim piibliZzeni se zda, ze gen TOKI vneseny do bunék
v plasmidu je schopen zvySit membranovy potencial (pro kmen transformovany
plasmidem s genem 70K/ byly rovnéZ zméfeny pouze 4 vzorky, parametr p pro

srovnani s kmenem s prazdnym plasmidem je 7,5 %).
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Obr. 5.42 Komplementace depolarizace genem TOKI v plasmidu. Byly zméfeny nejméné 4 vzorky
z nejméné dvou nezvislych experimentd.. V grafu jsou vyneseny primémé hodnoty, chybové usecky
odpovidaji smérodatné odchylce.
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Zvyseni Amac’? kmene TOB po transformaci genem 7TOK/ v plasmidu az nad
aroven Amax | kontrolniho kmene BW31 se da vysvétlit jednak tim, ze gen byl do bunék
vnesen v mnohokopiovém vektoru, a dale indukei promotoru CUPI, pod jehoz regulaci
byl gen TOK! z plasmidu exprimovan. V buikach exprimujicich gen z plasmidu se tedy
proteinu Tokl tvofi vice, nez v buiikkach kontrolnich. Podobny vysledek (mirna
hyperpolarizace kmend nadprodukujicich protein Tokl z plasmidu) byla pozorovana

i pro kmeny W303, TOW a BW31.
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5.11 Komplementace mutace khalA rostlinnym proteinem
ArChx17

ArChx17 je domnély K'/H" antiporter z rodiny CPA2 (Sze et al., 2004). Je
exprimovan v korenovych burikdch A. thaliana a podili se pravdépodobné na ziskani
audrZzeni potfebného mnozstvi draselnych kationti (Cellier et al., 2004). Funkce
proteinu Chx17 byla stanovena na zaklad¢ zjisténi, Ze exprese genu je silné indukovana
hladovénim rostliny na draslik nebo stresem NaCl. Mutantni rostliny chx/7
akumulovaly méné drasliku v burikach kofene nez rostliny kontrolni (Cellier et al,
2004).

Autofi publikace (Cellier ef al., 2004) izolovali ¢cDNA genu A/CHXI/7 a po
vlozeni do expresniho vektoru pYES2 se pokouseli komplementovat fenotypy
mutantnich kvasinkovych kmenl (nhxi, enal, trki-trk2 a khal). Testovali razné
koncentrace Na*" a K™ v médiu, ale nepozorovali Z4dnou zménu tolerance mutantnich
kvasinek k témto iontdm po transformaci plasmidem pCHX17 (AtCHX17 v pYES2).

Srovnani proteinové sekvence ArChx17 se sekvencemi kvasinkovych

transportnich systému testovanych v praci (Cellier ef al., 2004) je v tab. 5.8.

Tab. 5.8 Srovnani proteinovych sekvenci AtChx17 a vybranych transportnich systémi
v S. cerevisiae (% identity)

ArChx17 ScEnal ScKhal SeNhxl ScTrkl ScTrk2

bl 12.1 27.7 12.0 10.5 124 ArChx17
*Ex 10.2 15.1 16.9 17.5  ScEnal
ook 11.0 8.0 9.8 ScKhal
kA ¥ 12.3 10.3  ScNhxl
ok k 53.8  ScTrkl
A * ScTrk2

Je ziejmé, Ze ze vSech kvasinkovych transportnich systému testovanych v praci
(Cellier et al., 2004) rostlinny protein 4¢Chx17 nejblize odpovida proteinu Khal
(27,7 % identity v celé délce proteind, 37,3 % v hydrofobni &asti proteinu, tedy
transmembranovych doménach propojenych kratkymi hydrofilnimi smyckami). Dele¢ni
mutant khal oviem nema zménénou citlivost k Na* a K v médiu (kap. 5.1.1 a 5.1.5.1),

proto je pochopitelné, Ze autofi prace nepozorovali Zadny fenotypovy projev proteinu
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ArChx17 v mutantnich kvasinkach. Je vhodné pfipomenout, ze autofi tyto vysledky
neznali a pro mutaci khal hledali fenotypové projevy popsané v Ramirez er al. (1998).
Proto bylo rozhodnuto testovat, zda rostlinny gen AtCHXI7 bude schopen

komplementovat fenotypové projevy mutace khal popsané v této disertacni praci.

5.11.1 Komplementace citlivosti ke zvysenému pH média

Od F. Cellierra z Laboratote biochemie a molekulamni fyziologie rostlin INRA
v Montpellier ve Francii byl ziskan expresni vektor pYES obsahujici ¢cDNA genu
AtCHX17 za promotorem GALI, pouzivany v praci (Cellier et al., 2004). Plasmid je
v této praci dale nazyvan pCHX17. Timto plasmidem (a zaroven prazdnym plasmidem
pYES2) byl transformovan kmen LMBI11. Na obr. 5.43 je vidét, Ze kmen LMBII
transformovany plasmidem pCHX17 roste pii pH 7 na misce s galaktosou stejn¢ dobre
jako kmen BW31 (exprimujici Khalp z chromosomu) nebo jako kmen LMBI1
transformovany plasmidem KKYEp (gen KHA! s vlastnim promotorem v plasmidu
YEp352). Naproti tomu na misce s glukosou, kde je promotor GAL/ reprimovan, roste
kmen transformovany pCHX17 jako by byl transformovan prazdnym plasmidem. Je
tedy ziejmé, Ze gen AtCHXI7 je schopen udélit buiikdm toleranci ke zvy$enému pH a

exprese genu A1CHX17 je schopna fenotypoveé komplementovat deleci genu KHA /.

P02 9O OB % ® & LMB11 [YEp352]
0o 9g0&” 0% @O LMB11 [KKYEP]
082 004 00 ® @ . LMB11 [pYES2]
O0H c @O% » @D - ©OH = LMBI1 [pCHX17]
008 = 009, OO &S ®@w.BW31 [pYES2)
gle gal glc gal
pH neupr. (4,5) pH 7,0 20 mM MOPS

Obr. 5.43 Komplementace fenotypu delece khal rostlinnym pienasetem A(CHX17
exprimovanym pod regulaci promotoru GAL/. Kmeny p&stovany na médiu YNB-NH,,
zdroj uhliku uveden v obrazku (glc — glukosa, gal — galaktosa).
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5.11.2 Komplementace citlivosti k hygromycinu

Dale bylo ovéfeno, Ze i citlivost mutantniho kmene khalA k hygromycinu B je

komplementovana rostlinnym proteinem ArChx17 exprimovanym 2z plasmidu
(obr. 5.44).

koncentrace hygromycinu B

0 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pug/ml
000 @ & & 7 LMB11 [YEp352]
008 ‘o0 @ | LMB11 [KKYEp]
OBk 10§ & LMB11 [pYESZ2]

VOEO0D = @ : LMB11 [pCHX17]
" " e
QO® " QO Q&% @i BW31 [pYES2]

Obr. 5.44 Komplementace fenotypu delece khal rostlinnym prenadeCem A(CHX]7
exprimovanym pod regulaci promotoru GAL/. Kmeny p&stovany na médiu YNB-NH,
s galaktosou jako jedinym zdrojem uhliku, koncentrace hygromycinu B uvedena v obrazku.

Oba znamé fenotypy delece khal je tedy mozné komplementovat rostlinnym
K'/H™ antiporterem AtChx17. Proto bylo dale rozhodnuto stanovit lokalizaci tohoto
heterologné exprimovaného proteinu v kvasinkovych buitkkdch pomoci fluorescenéni

mikroskopie.

5.11.3 Oznaceni proteinu AtChx17 GFP
5.11.3.1 Vlozeni genu AtCHX17 do plasmidu pGRUI1

Gen AtCHXI7 byl homologni rekombinaci (kap. 4.2.1.7) preklonovan z plasmidu
pCHX17 do vektoru pGRU1 za promotor KHA/ za ucelem oznaleni AtChx17 zelenym
fluorescenénim proteinem na C-konci. Gen byl namnoZen PCR z plasmidu pCHX17
sprimery AtCHX GFPF a AtCHX GFP R pomoci polymerasy PPP MasterMix.
Produktem PCR byl potom transformovéan kmen LMB 11. Zaroven byl pfidan plasmid
KKGp nadtépeny enzymem Bgl/ll. Plasmid KKGp nese gen KHAI! za vlastnim
promotorem a na 3’-konci je ptipojena sekvence kodujici GFP. Enzym Bg/II §té€pi tento
plasmid uvnitt ORFu KHA/. Primery AtCHX GFP F a AtCHX GFP R byly navrzeny
tak, aby pfi homologni rekombinaci doslo k vysStépeni zbytki ORFu KHAI, gen
AICHX17 aby byl na 5’-konci ptipojen k promotoru KHAI a na 3’-konci k sekvenci
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kodujici GFP bez preruseni éteciho ramce. Plasmidovda DNA byla z kvasinek izolovana
podle protokolu uvedeného v kap. 4.2.1.8 a po namnozZeni v E. coli ovéfena restrikénim
Stépenim. Napojeni GFP bez pferuSeni ¢teciho ramce bylo ovéreno sekvenovanim.
Plasmid byl pojmenovan KAGp (promotor KHAI — gen AtCHX17 — GFP). Dale bylo
ovéfeno, Ze tento konstrukt je schopen komplementovat citlivost kmene LMB 11 ke

zvySenému pH (obr. 5.45).

pH 4,5 pH7,0
00 = @ e
OB %" O@ i - o
0@ % ; @@ i«

Obr. 5.45 Komplementace fenotypu delece khal plasmidem KAGp (kontrola —
plasmid KKGp) na médiu YNB-NH, se zvy8enym pH (pH 7,0 je pufrovano 20 mM
MOPS).

Ve fluorescenénim mikroskopu bunkam transformovanym KAGp ovSem svitil

cytosol (obr. 5.46).

Obr. 5.46 Fluorescence bung¢k LMB Il transformovanych
plasmidem KAGp. Snimané obrazky fluorescenéniho signalu
pfevedeny do ¢emobilého médu a konvertovany na negativ.

Protoze je prakticky nemozné, aby membranovy protein 4/Chx17 byl rozpustény
v cytosolu, nabizi se mnohem pravdépodobnéjsi vysvétleni, ze oznaceni 4/Chx17-GFP
na C-konci neni stabilni a dochazi proto k odstépeni zeleného fluorescenéniho proteinu,

ktery je sdm o sobé rozpustny (viz obr. 5.41b, str. 119).
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5.11.3.2 VloZeni genu AtCHXI17 do plasmidu pYEX

Konstrukt KAGp se tedy ukéazal jako nepouZitelny pro stanoveni vnitrobunééné
lokalizace rostlinného pienasee AfChx17 v bunkach S. cerevisiae. Proto bylo
rozhodnuto pokusit se oznadit AfChx17 proteinem GFP na N-konci. Pro tento ucel byl
vyuZit plasmid pGFPmKIR2.1 (tab. 4.3), nast€peny uvnitt ORFu mKJ/R2.] enzymem
Sphl. Gen AtCHXI17 byl namnozen PCR z plasmidu pCHX17 s primery GFP AtCHX F
a GFP AtCHX R pomoci polymerasy Pfx. NasSt€épenym plasmidem spolecné
s produktem PCR byl transformovan kmen LMB 11. Po prob&hnuti homologni
rekombinace doslo k vyméné ORFu mKIR2.1 za AtCHXI7 a k uzavieni plasmidu do
kruhové podoby. Plasmid byl z kvasinek izolovan metodou popsanou v kap. 4.2.1.8,
namnozen v FE. coli, ovéfen restrikénim Stépenim a sekvenovanim. Plasmid byl
pojmenovan pGAX (GFP-AtCHX17 v pYEX).

Pro kontrolu a moznost presn¢j$iho porovnani byl stejnym zplsobem do pYEX
pieklonovan i gen KHAI. Gen byl namnoZen z plasmidu NKYEp (tab. 5.1) pomoci
polymerasy Pfx a spoletné se Sphl S$t€penym plasmidem pGFPmKIR2.1 vnesen
elektroporaci do kmene LMBI11. Plasmid byl z kvasinek izolovan metodou popsanou
v kap. 4.2.1.8, namnoZen v E. coli, ovéfen restrikénim S$tépenim a sekvenovanim.
Plasmid byl pojmenovan pGKX (GFP-KHAI v pYEX).

Bylo ovéfeno, Ze konstrukty vzniklé homologni rekombinaci po této transformaci
jsou schopny komplementovat citlivost kmene LMB11 ke zvySenému pH. Jak je vidét
na obr. 5.47, protein ArChx17 komplementoval zhorSeny rist kmene LMB 11 na pH 7
pouze &aste¢né, zatimco Khalp exprimovany z téhoz plasmidu obnovil schopnost ristu

az na uroven rodi¢ovského kmene, exprimujicitho gen KHA/ z chromosomu.
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Obr. 5.47 Komplementace fenotypu delece kha/ konstrukty GAX
a GKX na médiu YNB-NH,; se zvySenym pH (pH 7.0 je
pufrovdno 20 mM MOPS). Do média bylo ptidano 10 uM CuSO,
pro indukci promotoru CUP/.

Schopnost proteinu 47Chx17 komplementovat fenotyp khalA na pH 7 ptitom byla
srovnatelna s proteinem Khal, pokud byl ArChx17 exprimovan z plasmidu pYES2 nebo
pGRU (obr. 5.43, obr. 5.45). Je tedy mozné, Ze pripojeni GFP na N-konec proteinu
Caste¢né omezi funkénost ArChx17p. Funkce Khalp pripojenim GFP na N-konec

ziejmé omezena neni.

5.11.4 Lokalizace AtChx17p v S. cerevisiae

Fluorescenéni mikroskopie bun€k transformovanych konstrukty GKX (Khal
znaceny GFP na N-konci) a GAX (4rChx17 znateny GFP na N-konci) ukazala, Ze oba
tyto proteiny jsou v S. cerevisiae lokalizovany intracelularné (obr. 5.48). V pripadé
konstruktu GKX se jedna o potvrzeni, Ze N-koncova fuze proteinu Khal s GFP neméni
jeho lokalizaci v buikach (srov. obr. 5.48 a 5.23). V piipadé rostlinného prenaSece
ArChx17 jde o novy vysledek, Ze lokalizace tohoto proteinu v S.cerevisiae

pravdépodobné odpovida lokalizaci vlastniho kvasni¢ného proteinu Khal.
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Obr. 5.48 Lokalizace proteinii Khal (a) a AtChx17 (b) znalenych GFP na N-konci. Snimané
obrazky fluorescenéniho signalu pievedeny do cemobilého médu a konvertovany na negativ.

Zavérem lze tedy fici, 7e rostlinny K'/H' antiporter 4¢Chx17 je schopen
komplementovat znamé fenotypy delece khal v S. cerevisiae a 1 jeho lokalizace
v buiikach je obdobna. Znamend to, Ze (1) oba proteiny by ve svych rodic¢ovskych
organismech mohly mit podobnou funkci a (2) mutatni kmeny s delecemi geni
kodujicich vnitrobun&¢né transportni proteiny jsou potencidlné vyuZitelné pro

heterologni expresi a studium vlastnosti rostlinnych pfenaseti.
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5.12 Priloha ¢. 1 — sekvence lokusu 7OK1 - KHA1

I:> oblasti kodujici proteiny

(e

oligonukleotidy pouzité pro sekvenaci

oligonukleotidy pouzité pro zavedeni restrikénich mist
oligonukleotidy pouzité pro homologni rekombinaci
bodové mutace

misto $t€peni restrikéni endonukleasy
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Ptiloha 2

5.13 Priloha ¢. 2 — publikace (MareSova a Sychrova, 2005)
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5.14 Priloha €. 3 — rukopis (Maresova et al., 2006)
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5.15 Priloha ¢. 4 — rukopis (MareSova a Sychrova, 2006)
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6 Diskuse

V této praci byly studovany predevSim vlastnosti proteinu Khal, domnélého
K'/H" antiporteru v S. cerevisiae. V dalsi ¢asti pak byly zkoumadny jeho interakce a sou-
vislosti s ¢innosti dalSich transportnich proteind v S. cerevisiae, napriklad Enal-4,
Nhal, Nhx1, Geflp a Toklp. Pfi stanoveni vlivu na membranovy potencial bunék byla
vénovana zvlastni pozomost proteinu Tokl, protoZe byla nefekané objevena jeho
vyznamna role pravé v udrZzovani AY (potencialu plasmatické membrany) kvasinek. Na
zavér pak byly také sledovany vlastnosti rostlinného homologu Khalp z Arabidopsis

thaliana — AtChx17p — heterologné exprimovaného v S. cerevisiae.

6.1 Role proteinu Khal v bunkach

6.1.1 Vysvétleni nesrovnalosti mezi drive publikovanymi vysledky
a souc¢asnymi znalostmi o proteinu Khal

Vysledky této disertadni prace ukdazaly, Ze plvodni navrzend funkce proteinu
Khal (antiport K™ proti H' pres plasmatickou membranu (Ramirez et al., 1998)) byla
zaloZena na nespravné interpretaci porovnani vlastnosti disrupéniho kmene khal::URA3
srodicovskym kmenem W303. VétSina pozorovanych fenotypovych projevi
mutantniho kmene byla pravdépodobné spojena spiSe s rozdilnym metabolismem
uracilu, nez se samotnou absenci proteinu Khal. Jediné tak se da vysvétlit naptriklad
skute¢nost, ze autofi puvodni prace o Khalp pozorovali tvorbu vétSich kolonii
mutantniho kmene na médiu se zvySenym pH (Ramirez et al., 1998), zatimco v ramci
této prace bylo jednoznacné prokazano, ze kmeny s deleci khal rostou pti zvySeném pH
podstatné hiife nez kmeny kontrolni (kap. 5.1.5.3, 5.2). Zhor3eny rast pfi pH 7 byl
pozorovan uz v roce 1994 pro mutantni kmen J0909, v kterém byl deletovan fragment
chromosomu X o délce 0,71 kb, zahrnujici 166 bp 3’-konce ORFu TOK/, mezigenovou
oblast mezi ORFy TOKI a KHAI a 250 bp na 5’-konci ORFu KHAI (Miosga et al.,

1994). Je vice nez pravdépodobné, Ze ristovy defekt téchto mutantt byl zpisoben pravé

absenci proteinu Khal v bunkéach.
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Dalsi vlastnosti popsanou v Ramirez ef al. (1998) pro kmen khal::URA3, ktera se
nepotvrdila pro kmen khal::kanMX pouzivany v této praci, je zvySeny vnitrobunéény
obsah K" (kap. 5.5.1 — mutantni kmen khal::kanMX ma stejny vnitrobunéény obsah K’
jako kontrolni kmen). Zvyieny obsah K' v mutantech byl pfitom uveden jako
nejdtlezitéji dikaz pro funkci proteinu Khal v exportu K* z bunék (Ramirez er al.,
1998), ptestoze ptima souvislost mezi obsahem K a transportni ¢innosti Khalp nebyla
prokazana. Jiz dtfive bylo pozorovano, Ze antiport K* proti H' pres plasmatickou
membranu zprostiedkovava protein Nhal (Bafiuelos es al., 1998) a Zze nadprodukce
Khalp nemiiZze nahradit funkci Nhalp (Simon es al., 2001). Teoreticky se sice neda
vylouéit mozZnost, ze se v plasmatické membrané€ S. cerevisiae nachazeji dva transportni
systémy se stejnym mechanismem transportu a podobnou substratovou specifitou (tedy
napiiklad Nhal a Khal), transportni pokusy (kap. 5.5.2) vSak prokazaly, Ze draselné
kationty z bunék pfes Khalp nevystupuji (na rozdil od Nhalp).

Poslednim dikazem, e Khalp neplni funkci exportu K* prfes plasmatickou
membranu, je jeho vnitrobunééna lokalizace stanovend pomoci fluorescenéni
mikroskopie (kap. 5.7). Bylo ukazano, Ze Khalp se nachazi v membrané
vnitrobunéénych organel, a polska skupina dr. A. Kurlandzké stanovila tuto organelu

jako Golgiho aparat kolokalizaci Khalp s Mntlp (Flis et al., 2005).

6.1.2 Potvrzené fenotypy mutanti khalA

Z diive publikovanych fenotypovych projevii mutace khal (Entian et al., 1999;
Ramirez et al., 1998; Steinmetz et al., 2002) se v rdmci této prace potvrdil pouze
zhorSeny rlist na octanu draselném jako jediném zdroji uhliku (Entian ef al., 1999, kap.
5.1.5.2). Bylo v8ak prokdzéano, Ze se nejednd o poruchu respirace mutantnich kmeni
khalA (na glycerolu rostly stejné¢ dobfe jako kontrolni kmeny), nybrz o citlivost ke
zvySenému pH média — médium s KAc jako zdrojem C ma totiZ pH asi 7,0, zatimco
médium s glukosou asi 4,7. ZhorSeny rast mutantnich kmenl khalA pti zvySeném pH
byl pak potvrzen v sérii dalSich testd (kap. 5.1.5.3, 5.4, 5.9 a 5.11.1). Jako vibec prvni
z fenotypovych projevi delece khal byla citlivost ke zvySenému pH komplementovana

genem KHAI v plasmidu (kap. 5.2).
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Dal3im nové& zjisténym fenotypem delece khal byla snizena tolerance k hygro-
mycinu B. V této vlastnosti se mutace kha/ podoba mutacim trk/, trk2 (Madrid et al.,
1998), gefl a nhx! (Gaxiola et al., 1998). Jiz drive bylo popsano, ze zvy$ena citlivost
dele¢nich mutanta trk/ trk2 k hygromycinu B je ddna zvySenim jejich membranového
potencialu v dusledku neschopnosti aktivné importovat draselné kationty (Madrid et al.,
1998). Protoze hygromycin B je kladné nabity, vstupuje do bunék v zavislosti na jejich
membranovém potencialu. Cim vyssi je tedy rozdil mezi kladnym nabojem na vnéjsi
strané membrany a zdpornym nabojem ,,pod“ membranou uvniti burky, tim vice
toxického kationtu vstupuje do bunék. Mechanismus plsobeni vnitrobunéénych
prena$ect Nhx1 a Gefl v resistenci/sensitivité k hygromycinu B byl zatim prozkoumén
pouze CasteCné. Teprve nedavno bylo prokazano, ze delece wnhx/ hyperpolarizaci
membrany neptisobi (Kinclova-Zimmermannova ef al., 2005a), a citlivost mutanti
nhxIA k hygromycinu B neni tedy moZné vysvétlit zvySenym vstupem toxickych
kationtll do bun€k. [L.ze spiSe predpokladat, Ze intracelularni antiporter Nhx1 by se na
rezistenci k hygromycinu moh! podilet regulaci pH a/nebo membranového potencialu
endosomalnich vackl a nasledné sekvestraci této toxické latky ve vakuole, jak bylo jiz
drive navrZzeno (Brett et al., 2005b; Gaxiola et al., 1999). Vliv chloridového kandlu
Gefl na membranovy potencial bunék dosud studovén nebyl. Vzhledem k tomu, ze
1 zde se jednd o vnitrobuné¢ny transportni systém, je pravdépodobné, ze také ovliviuje
spiSe wvnitrobunéénou sekvestraci toxickych kationtd nez potencidl plasmatické

membrany bunék.

Z vysledkii této prace vyplyva, Ze protein Khal je pravdépodobné vnitro-
bun&énym K'/H" antiporterem. Na zakladé fluorescenéni mikroskopie byla odhadnuta
jeho lokalizace v membrané Golgiho aparatu, coz potvrdily vysledky polské skupiny dr.
A. Kurlandzké (Flis et al., 2005). Jednou z jeho hlavnich roli je zfejmé udrzovani
optimalniho pH v Golgiho aparatu a tzv. ,,post-Golgi“ endocytickych vacku, nepfimo by
se mohl podilet i na regulaci pH dalSich organel, piipadné cytosolu. Podobné jako
Nhx1p se Khalp u€astni na vnitrobunééné sekvestraci hygromycinu B, pravdépodobné
viak reguluje pH v jiné Casti drahy sekvestrace, protoze pifidané kopie genu KHA/
v plasmidu nemohou nahradit funkci chybgjiciho genu NHX/ (kap. 5.6.2). DalSim

nepfimym dikazem role Khalp v udrZzovani homeostaze iontd v Golgiho aparatu je
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pozorovani polské skupiny dr. A. Kurlandzké, ze nadprodukce Khalp z mnoho-
kopiového plasmidu umozni Zivoisnému chioridovému kandlu Clc2 fungovat
v S. cerevisiae a nahradit tak funkci vlastniho kvasni¢ného kanalu Gefl (Flis a
Kurlandzka, 2003; Flis ef al., 2005).

Skupina vnitrobunéénych Na'(K*)/H" antiporterii podilejicich se na regulaci pH
Golgiho aparatu a endosomalnich vackl byla identifikovana 1 v Zivocisnych bunkach
(Nakamura et al., 2005). Bylo prokazano, Ze overexprese nékterych z téchto prenaseci
pusobi zvySeni pH uvnitf Golgiho komplexu. Také bakterialni homolog Khalp (KefC)
se kromé transportu K™ podili na regulaci vnitrobunééného pH (Booth, 1999).

Substratova specifita prenase€e Khal nebyla stanovena. Skute€nost, ze se jedna
o K'/H" antiporter, ziistava tedy hypotézou zaloZenou na podobnosti primami struktury
Khal s dal§imi K'/H" antiportery (LeNhx2, 41Chx17). Ur¢ita role v transportu K* se da
odvodit 1 ze skuteénosti, Ze fenotyp delece khal (citlivost ke zvySenému pH) je mozné
potlacit pridanim KCl do rastového média (obr. 5.14). Je mozné, Ze pravé antiport
K'/H" je dilezity pro homeostazi K* a pH v Golgiho aparatu a protein Khal se na
udrZeni této homeostdze vyznamné podili. Neni vSak definitivné vylouceno, ze by
Khalp mohl za uréitych okolnosti transportovat i dalsi kationty alkalickych kovi.

Zajimava je rovnéz skute¢nost, ze nebyla nalezena zadna geneticka interakce mezi
pienaeCem Khal a ostatnimi transportnimi systémy pro draselné kationty. Ackoliv byla
studovdana pomeémné Sirokd série mutantnich kment s deleci khal v rlznych
kombinacich s dal§imi delecemi (enal-4, gefl, nhal, nhxl, tokl, trkl a trk2), nebyl
pozorovan zadny fenotyp specificky pro kombinaci delece khal s deleci jiného genu.
Ve viech testovanych kombinacich se delece khal projevovala pouze zvySenim
citlivosti k vysokému pH média a k hygromycinu B. Protein Khal je tedy zfejmé
schopen plnit svou funkci pomémé nezavisle na ostatnich transportnich systémech pro
draselné kationty, a podobné ostatni transportni systémy nejsou zavislé na funkci
Khalp.

Tato prace zaroven ukazuje, jak dilezitym kontrolnim krokem pfi stanoveni
funkce proteinu na zékladé fenotypu dele¢nich mutantl je zpétné vneseni genu do
bunék a obnoveni fenotypu rodicovského kmene. Chybné vysledky publikované o pro-
teinu Khal (Ramirez et al., 1998) byly sice zpusobeny pfedev§im srovnavanim kmene

s disrupei khal::URA3 a rodiCovského kmene auxotrofniho na uracil, ale vneseni genu
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KHAI v plasmidu do mutantniho kmene by byvalo mohlo omyl snadno odhalit. V ramci
této disertaéni prace byla vé€novana velkd pozornost tomu, aby (1) fenotypové projevy
delece khal byly ovéteny expresi genu KHAI z plasmidu a (2) kmeny porovnavané
v ramci jednoho pokusu mély pokud mozZno stejné auxotrofni mutace a byly péstovany
za stejnych podminek. Delece gentl byla provadéna pomoci dele¢ni kazety loxP-
kanMX-loxP, ktera udéluje buitkdm rezistanci ke geneticinu, ale neméni metabolismus
biogennich latek. Presto bylo jesté navic provedeno ovéteni, ze vyStépeni dele¢ni kazety
rekombinasou Cre (kap. 5.3.2) nezméni pozorované fenotypy dele¢nich mutant(
(obr. 5.13). Proto se da s jistotou tvrdit, Ze fenotypy dele¢nich kment popsané v této

praci jsou skute¢né zptsobeny absenci proteinu Khal.

6.2 Vliv transportnich proteinii pro K" na membranovy
potencial bunék

6.2.1 Hyperpolarizace kmene #rkIA trk2A p¥i hladovéni na draslik

Pomoci méfeni emisniho spekira fluorescenéni redistribuéni sondy diS-C;(3) byl
studovan vliv nékolika transportnich systému pro draselné kationty na tvorbu a udrzeni
membranového potencidlu. V prvni fadé byla ovéfena vhodnost metody pro srovnavani
kmen kvasinek liSicich se ptitomnosti/absenci genl kddujicich transportni systémy pro
K". Podafilo se zopakovat difve publikovany vysledek (ziskany jinou metodou), ze
hladovéni na draslik ma za nasledek hyperpolarizaci membrany (Madrid et al., 1998).
Tento jev byl pivodné pozorovan pro kmeny s deleci trk/ trk2 ve srovnani s divokym
kmenem pomoci fluorescenéni sondy DiOCg(3) a pratokové cytometrie (Madrid ef al.,
1998). V této disertaéni praci byly vzajemné srovnavany dva kmeny postradajici sodné
ATPasy Enal-4 a antiporter Nhal, z nichz jeden navic postradal i transportni systémy
pro import K*, Trk1 a Trk2. Hyperpolarizace kmene s deleci trk/ trk2 byla pozorovana
pii péstovani v médiu YPG s limitujici koncentraci K™ (do 10 mM, viz. kap. 5.10.1,
obr. 5.36), coz odpovida podminkam, za kterych byla hyperpolarizace kmene s deleci
trkl trk2 pozorovana v Madrid ef al. (1998). Pfi péstovani v médiu s nadbytkem K'
(100 mM KCI) kmen s deleci trk! trk2 hyperpolarizovan nebyl (obr. 5.35). Tento novy
vysledek svédéi o tom, Ze divodem hyperpolarizace je skute¢né hladovéni na draslik.

Jak je zminéno jiz v kap. 2.4.4.1, ptedpoklada se, ze pravé membranovy potencidl je
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zdrojem energie pro transport draselnych kationtfi do bun€k proti koncentra¢nimu spadu
(Rodriguez-Navarro, 2000). ZvySeni membranového potencidlu v pripadé extémné
nizké koncentrace draselnych iontl v okolnim prostfedi by tedy mohlo bunkam slouzit
k uginn&jdimu importu K'. Této hypotéze by odpovidalo také dal$i pozorovani
R. Madrida, Ze i v kmenech exprimujicich geny TRK/ a TRK2 dojde k hyperpolarizaci,
jsou-li pfeneseny na 3 hodiny do minimélniho média bez K* (Madrid et al., 1998).
Metoda porovnavani membranového potencialu pomoci méfeni zmén v emisnim
spektru fluorescenéni sondy diS-C;3(3) se tedy ukazala jako dobfe pouZitelnd pro
srovnani vlastnosti isogennich kmenti S. cerevisiae li§icich se pouze ptitomnosti/absenci
ur¢itého tranportniho systému pro draselné kationty. Z vysledkld uvedenych v kap.
5.10.4.2 a diskutovanych nize vyplyva, Ze metoda je pouzitelnd nejen pro srovnani
kmenil s jednou ¢1 vice delecemi v genomové DNA, ale 1 pro testy komplementace, ¢ili
porovnani kmene transformovaného prazdnym vektorem s kmenem exprimujicim urcity
gen z tohoto vektoru. Jak je jiz diskutovano v kap. 6.1.2, overeni fenotypovych projevi
deleci pomoci komplementaéniho testu je velmi dilezitym kontrolnim krokem pfi

stanoveni funkce proteinu.

6.2.2 Ostatni transportni systémy pro K*

Kromé systém Trkl a Trk2, dilezitych pro import K' do bunék, byly
v souvislosti s membranovym potencidlem bunék testovany Ctyfi daldi transportni
systémy draselnych kationti. Jednalo se o systémy liSici se transportnim mechanismem:
jednak primarni aktivni transportéry (ATPasy), dale dva sekundarni aktivni transportéry
(antiportery) a jeden systém prenasejici K™ mechanismem usnadnéné difuse (kanal).

Prvnim z testovanych transportnich sytémii jsou Na'(K")-ATPasy, kodované geny
ENAI-4, vylu€ujici kationty alkalickych kovil z bunék na ukor energie §t€épeného ATP.
Druhym je Na'(K')/H" antiporter Nhal, o kterém se pivodné predpokladalo, Ze
zprostfedkovava elektroneutralni transport (1 sodny kationt proti 1 protonu), neddvno
viak bylo publikovano, Ze se jedna o transport elektrogenni (nékolik H' proti jednomu
Na" iontu (Ohgaki er al., 2005)). Tfetim testovanym proteinem byl vnitrobuné¢ny
prenaSe¢ Khal, kterému je vénovéana podstatna Cast této disertaéni prace. Poslednim

proteinem zatazenym do série byl napétové fizeny draselny kanal Tok1.
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Ackoliv diivodem pro zahajeni experimentt s méfenim membranového potencialu
byla zvySena citlivost k hygromycinu B u kmenti s deleci khal, ukéazalo se, ze absence
tohoto vnitrobunééného prenaSe€e membranovy potencial neovliviiuje (kap. 5.10.2).
Znamena to, Ze neni divod, aby do bunék s deleci khal vstupovalo vétSi mnozstvi
toxickych kationtl, jako je tomu v piipadé bunék s deleci trk/ trk2. ZvySeny
membranovy potencial je tedy dal$im fenotypem popsanym v pitvodni préaci o proteinu
Khal (Ramirez et al., 1998), ktery se nepotvrdil pro kmen s deleci khalA::loxP-kanMX-
loxP. Role proteinu Khal v rezistenci k hygromycinu B je spise v regulaci jeho
vnitrobunééné sekvestrace, podobné jako je tomu v pripadé proteinu Nhx1 (Brett et al.,
2005b), jak uz je diskutovano vyse.

Pomémé prekvapivym zjisténim bylo, Ze mezi tfemi zbyvajicimi transportnimi
systémy (Enal-4, Nhal a Tokl) nejvyraznéji ovliviioval membranovy potencial kanal
Tok. Jeho role v transportu K se pritom (narozdil od Enal-4 a Nhal) neprojevuje
zadnym vlivem na toleranci ke zvySené extracelularni koncentraci draselnych kationti
(obr. 5.39). Ani transportnimi pokusy zaloZenymi na meéfeni vnitrobunééného obsahu
drasliku se nepodatilo funkci kandlu Tok1 v exportu K™ zaznamenat (kap. 5.5.2). Také
pfi ristu kmend pii extémné nizkych koncentracich K* nebyl pozorovan zadny rozdil
mezi kmeny s genotypem (rklA trk2A TOKI a trkIA trk2A tokl A (Bertl et al., 2003). To
znamena, ze kanal Tokl neslouZi buttkdm pro import drasliku, pfestoze bylo prokdzano
elektrofyziologickym méfenim metodou ter¢ikového zamku, ze za urCitych podminek je
Tok1p schopen transportovat K opaénym smérem (Fairman et al., 1999).

Naproti tomu proteiny Enal-4 a Nhal, jejichZ role v exportu K" je zcela zefjma
(viz kap. 2.4.4.2), neovliviiovaly membranovy potencial tak vyrazné, jak by se dalo
ocekavat od elektrogennich transportnich systému. Je pravda, ze za standardnich
kultivac¢nich podminek (nizké pH média, zadny osmoticky stres) pouzitych v této praci
jsou systémy Enal-4 a Nhal pomémé madlo exprimovany. ZvySeni membranového
potencidlu overexpresi antiporteru Nhal bylo popsano nedavno (Kinclova-
Zimmermannova et al., 2005a), overexprese ATPas Enal-4 dosud z hlediska vlivu na
membranovy potencial studovana nebyla.

Nejvyraznéjsi depolarizace byla pozorovana v kmeni s deleci genli vSech

exportnich systémi pro K* (tj. v kmeni TOB enal-4A nhalA toklA). Tento vysledek
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dokazuje, e pro tvorbu a udrZeni membranového potencidlu jsou dilezité nejen

proteiny importujici K™ (Trk1 a Trk2), ale i exportni systémy Enal-4, Nhal a Tok].

6.2.3 Depolarizace zpusobena deleci r0kl

Jak je jiZ zminéno vySe, vyraznd depolarizace kmentt s deleci genu TOK! byla
poméme piekvapivym vysledkem vzhledem k tomu, ze nebyl dosud nalezen zadny
ristovy fenotyp mutant rok/A spojeny s koncentraci K™ v médiu. Jedinym dikazem
o tom, Ze Tokl skute¢né transportuje draselné kationty, jsou experimenty provadéné
metodou teréikového zamku (Bertl er al., 1993; Bertl et al., 1998). Bylo prokazano, 7e
pfes membranu bunék s deleci zok/ neprobihaji proudy charakteristické pro draselny
kanal Tok1. Po vneseni genu 7OK/ v plasmidu zpét do bun€k se proudy obnovily (Bertl
et al., 1998). Déle bylo popséno, Ze kanal Tok! je aktivovan depolarizaci plasmatické
membrany (Bertl ez al., 1993) a na jeho funkci ma vliv i intrtacelulamni a extracelularni
koncentrace K a extracelulami koncentrace Ca® (Bertl et al., 1992). Vysledky uvedené
v této praci (kap. 5.10.4) dobre dopliuji pozorovani, Ze depolarizace plasmatické
membrany aktivuje kandl Tokl (Bertl et al, 1993). Depolarizace zjiSt€éna pomoci
méfeni fluorescenéniho spektra redistribuéni sondy diS-Cs3(3) u dele€nich mutanti tok/
pravdépodobné neni zpusobena pifimo deleci genu T7OK!/. Kdyz vsSak dojde
k depolarizaci plasmatické membrany (napfiklad importem draselnych kationtl, coz je
normdlni fyziologicky proces), bunky s deleci fokl nemohou reagovat aktivaci
draselného kanalu, a proto zistavaji depolarizovéany (obr. 5.40).

Je tedy pravdépodobné, Ze jednou z fyziologickych funkci proteinu Tokl je
obnioveni membranového potencialu v pripadé depolarizace plasmatické membrany

bunék.
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6.3 Heterologni exprese rostlinného K'/H" antiporteru
v S. cerevisiae

V kvasinkovych burikach byl heterologné exprimovan rostlinny homolog proteinu
Khal, K'/H" antiporter Chx17 z A. thaliana. Ukézalo se, Ze tento protein je schopen
komplementovat oba fenotypy delece khal: zhorSeny riist na médiu s vysokym pli
icitlivost k hygromycinu B. RovnéZ lokalizace rostlinného antiporteru sledovana
pomoci fluorescenéni mikroskopie v S. cerevisiae je velmi podobna lokalizaci vlastniho
kvasni¢ného proteinu Khal a jednd se tedy s nejvétSi pravdépodobnosti o Golgiho
aparat.

Intracelularni lokalizace proteinu ArChx17 v burikach rodicovského organismu
nebyla stanovena. Protein Chx17 je jeden z 28 antiporterd rodiny CPA2 v A. thaliana.
Vétdina z téchto proteint je prednostné exprimovana v bunkach samé¢iho gametofytu,
pravdépodobné se podileji na regulaci homeostdze kationtd, pH a osmotického tlaku
be¢hem vysychani zralého pylového zrna a jeho rehydratace beéhem kli¢eni a ristu
pylové lacky (Sze et al., 2004). Protein Chx17 je vSak jednim ze Sesti proteini Chx,
které jsou v 4. thaliana exprimovany prednostné v bunkach sporofytu. Jeho exprese
byla pomoci reportérového genu f-glukuronidasy a in situ RT-PCR zjisténa
v epidermélnich a korovych bunkéach koreni (Cellier et al., 2004). Role proteinu
AtChx17 v ziskani a udrZeni potfebného mnozstvi draselnych kationtl byla stanovena
na zakladé pozorovani, 7¢ exprese genu je siln€ indukovana hladovénim rostliny na
draslik nebo stresem NaCl. Mutantni rostliny chx/7 akumulovaly méné drasliku
v buiikach kofene nez rostliny kontrolni, zatimco obsah Na™ a Mg”* ziistal nezménén
(Cellier et al., 2004).

Rostlinné antiportery kationtl alkalickych kovil jsou v posledni dobé intenzivné
studovany, protoze se vyznamné podileji na toleranci rostlin k solim v padé
vylucovanim kationtd z buneék nebo jejich sekvestraci ve vakuolach (Blumwald et al.,
2000; Serrano a Rodriguez-Navarro, 2001). Kromé toho hraji dilezitou alohu v regulaci
pH cytosolu a vakuoly, jak je velmi esteticky zdokumentovano napi. pro /mNhxl
z japonského svladce (Ipomoea nil), kde &innost vakuolarniho Na'/H' antiporteru
signifikantn€ ovliviiuje pH vakuol a nasledn€ barvu kvéti (Yamaguchi et al., 2001).
Heterologni exprese rostlinnych pfenaseci v kvasinkovych burikach je jednou

z osv&dtenych metod pro charakterizaci jejich funkce. V burikach S. cerevisiae tak uz
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bylo funkéné exprimovano nékolik rostlinnych Na'(K')/H' antiporteri plasmatické
membrany, napi. protein Sosl z A. thaliana (Shi et al., 2002) nebo protein Pmp3
z jednodélozné rostliny Aneurolepidium chinense (Inada et al, 2005). Déle bylo
studovano nékolik rostlinnych homologii kvasniéného vnitrobunééného pienasece
Nhx1. Ukéazalo se, Zze podobné jako Nhxl v kvasinkach se tyto proteiny podileji na
sekvestraci kationti alkalickych kovli ve vakuoldch rostlinnych bunék (Apse er al.,
1999). Komplementace fenotypu delece nhx/ v S. cerevisiae byla prokazana napft. pro
AINhx1 z A. thaliana (Gaxiola et al., 1999), OsNhx!1 z ryze (Fukuda et al., 2004;
Kinclova-Zimmermannova et al., 2004), nebo TaNhx1 z pSenice (Brini et al., 2005).

Komplementace fenotypd delece khal antiporterem ArChx17 naznacuje, Ze
1 deleéni mutanty khal by se potencialné daly vyuZit pro heterologni expresi a studium
vlastnosti intracelularnich rostlinnych prenaSe¢t kationtl alkalickych kovi. Tato
varianta by byla obzvlasté vhodna, pokud by se podarilo prokazat, ze Khal transportuje
prednosing K', podobné jako ArChx17, LeNhx2 a ostatni K'/H" antiportery z vyssich
eukaryot. Podobna funkce 47Chx17p a Khalp a komplementace fenotypu khal expresi
AtCHX17 také naznaluje, 7e¢ funkce tohoto typu pfenasede je konzervovéana napfic
taxonomickymi skupinami organsimi a ziejmé je tedy pro fyziologii bunky velmi
dulezita.

Teoreticky neni vyloudena ani heterologni exprese a studium homologi proteinu
Khal z dalSich druht (napt. Zzivocisnych, kap. 2.5.5.4) v kvasinkach, je ovSem tieba mit
na paméti, ze funkéni exprese zZivocisnych transportnich systéma jako takovych je
a Sychrova, 2005; Montero-Lomeli a Okorokova-Facanha, 1999)), coz mize byt
zpusobeno napiiklad vyrazné odlisnym slozenim lipidd v bunéénych membranach
(Opekarova a Tanner, 2003).

Pro heterologni expresi transportérii z vysSich eukaryot v kvasinkach je ovSem
predevsim zasadné dulezita znalost funkci a fenotypy deleci vlastnich kvasni¢nych
transportnich systému. Z tohoto divodu je oprava chybnych publikovanych vysledkd,
spravné uréeni lokalizace a roz$iteni znalosti o proteinu Khal vyznamnym pfinosem
pro zakladni vyzkum transportnich systéml kationtd alkalickych kovi a systémi

ovlivijicich adaptaci na zmény extraceluldrniho pH v S. cerevisiae.
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7 Souhrn

Vramcei této disertacni prace se podafilo objasnit nékteré dfive publikované
nesrovnalosti (Ramirez et al, 1998) v souvislosti s domnélym K'/H' antiporterem
plasmatické membrany kvasinky S. cerevisiae. Bylo prokézano, ze Khalp nezprostred-
kovéava transport draselnych kationt z bunék pres plasmatickou membranu a ze
mutanty s deleci khal nemaji zménény vnitorbunéény obsah K' ani zvyseny
membranovy potencidl. Byly nalezeny a ovéfeny nové fenotypy delece khal (citlivost
k zvySsenému pH ristového média a k hygromycinu B) coz (1) napovida o funkci
proteinu Khal v regulaci vnitrobunééného a wvnitroorganelového pH a nasledné
v regulaci homeostaze kationtl alkalickych kovi v cytosolu a uvnitf bunéénych organel;
a (2) umoziuje heterologni expresi a charakterizaci ptibuznych proteini z vyssich
eukaryot v S. cerevisiae. Prvni znich, protein Chx17 z A. thaliana, byl v dele¢nich
mutantech exprimovan a ukdzalo se, Ze je schopen komplementovat fenotypové projevy
delece khal, takze jeho role v bunkach A. thaliana by mohla byt podobnéd funkci
proteinu Khal v §. cerevisiae.

Jeden z vyty€enych cila disertani prace se nepodarilo splnit docela: Bylo sice
spravné uréeno, Ze protein Khal neni lokalizovan v plasmatické membrané kvasinky,
a jeho lokalizace byla odhadnuta do membrény Golgiho aparatu, nez se vSak podatilo
nalézt vhodny markerovy protein pro kolokalizaci, podobny vysledek (lokalizace Khalp
v Golgiho aparatu prokazany kolokalizaci s Mntlp) byl publikovan jinou skupinou (Flis
et al., 2005).

Necekané byla v ramci této prace objevena dilezita role proteinu Tokl v udrzo-
vani membranového potencialu S. cerevisiae. Ukazalo se, Ze nejen proteiny importujici
draselné kationty do bunék (Madrid et al., 1998), ale 1 exportni systémy pro K~ maji
zasadni vliv na udrZeni elektrochemického potencidlu pres plasmatickou membranu
kvasinek. Zaroven bylo prokazéno, Ze membranovy potencial neni jedinym faktorem
ovliviiyjicim citlivost kvasinkovych bunék k toxickému kationtu hygromycinu B, ale ze
na rezistenci k tomuto antibiotiku se vyznamné podileji 1 vnitrobunééné transportni

systémy (vcetné Khalp), které membranovy potencial neovliviiuji.
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Summary of thesis

In this work, we present the characteristics of khalA strains in the background of
various multiple mutations in genes encoding alkali-metal-cation transporters. Two
main phenotype manifestations of the kha! deletion were growth defect on high external
pH and hygromycin sensitivity. The correlation between these phenotypes and the khal
deletion was confirmed by plasmid complementation. Fluorescence microscopy of
GFP-tagged Khalp showed that this antiporter is localized preferentially intracellularly
(in contrast to the plasma-membrane Na'/H" antiporter Nhalp). Based on these
findings, Khalp is probably not localized in plasma membrane and does not mediate
efflux of alkali metal cations from cells (as published before in Rammirez et al., 1998),
but is important for the regulation of intracelular cation homeostasis and optimal pH
control, similarly as the Nhx1p. The khal deletion phenotypes were complemented by
heterologous expression of a plant antiporter 4/Chx17, showing that the proteins
AtChx17 and ScKhal could have similar function and that S. cerevisiae khal deletion
mutants could serve for heterologous expression and characterization of some plant
transporters in yeast, especially those localized intracellularly.

We also showed that the presence of the Tokl channel strongly influences
membrane potential: Deletion of the 7OK/ gene results in significant plasma membrane
depolarization, whereas strains overexpressing the 70K/ gene are hyperpolarized.
A decrease in membrane potential is now the second known phenotype (besides the
changes in Cs” tolerance) of the fok/ deletion in S. cerevisiae cells. We proved that
plasma membrane potential is not the only parameter determining the hygromycin B
sensitivity of yeast cells and that the role of intracellular transporters in protecting

against its toxic effects must also be considered.
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8 Seznam pouzitych symbolu a zkratek

aa
ADP
AmpR
ATP
Aw
BKP
bp
CCep
diS-C5(3)
DNA
EDTA
ER

EtBr
EtOH
GA

gal
gDNA
GFP

gle

kb

kDa

KAc

(K" Tin
Amax
Amax”
MES
MOPS
mRNA
NaAc
nt
ODsoo

aminokyselina, aminokyselinovy zbytek
adenosin monofosfat

resistence k ampicilinu

adenosin trifosfat

aktivita vody

bromkresolovy purpur (indikéator pH)

pary basi

carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone
3,3 -dipropylthiacarbocyanine jodid
deoxyribonukleova kyselina

kyselina etylendiamintetraoctova
endoplasmatické retikulum

etidiumbromid

ethanol

Golgiho aparat

D—galaktosa

genomova DNA

zeleny fluorescenéni protein

D—glukosa

kilobase (tisic part basi)

kilodalton

octan draselny

Michaelisova konstanta

vnitrobun&ény obsah K*

vlnova délka maxima emise

vlnova délka rovnovazného maxima emise
2—[N—morpholino] ethansulfonova kyselina
3—[N—morpholino] propansulfonova kyselina
mediatorova ribonukleova kyselina

octan sodny

nukleotid

opoticka hustota (optical density) pfi vinové délce 600 nm
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ORF otevieny ¢teci ramec (open reading frame)

PCR polymerasova fet€zcova reakce

pDNA plasmidova DNA

P; fosfore¢nanovy anion

PVC prevakuolami kompartmenty (prevacuolar compartments)
RFP ¢erveny fluorescenéni protein

RNA ribonukleové kyselina

rpm pocet otacek za minutu

SDS dodecylsiran sodny

™D transmembranova doména

uv ultrafialovy

WT wild type (divoky kmen)

X-gal 5-brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid
A delece

Pro oznaleni genti a proteint jsou v celé praci dodrzovana pravidla zavedena pro
S. cerevisiae: funkéni alela genu je znacena velkymi pismeny a kurzivou (napt. KHAT),
nefunkéni alela malymi pismeny a kurzivou (napi. khal), protein bez kurzivy, prvni
pismeno velké, dal§i mala (napf. protein Khal, resp. Khalp). V pripade, Ze se jedna o
gen nebo protein z jiného organismu, nez S. cerevisiae, je uvedena zkratka nazvu

organismu (napr. AtChx17p = protein Chx17 z 4. thaliana).
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