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transportu  Fyziologického ustavu Akademie véd Ceské republiky a b&hem ti
Sestimésiénich stazi v Laboratofi mikrobiologie a genetiky ve Strasburku ve Francii.
Metody méfeni vystupu alkalickych kationt z bun€k a stanoveni obsahu téchto
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1 Soucasny stav problematiky

1.1 Saccharomyces cerevisiae

Kvasinka S. cerevisiae patii mezi nejlépe prostudované eukaryotni
mikroorganismy. Bunky rodu Saccharomyces maji elipsoidni az protdhly tvar a

rozmnozuji se multilateralnim pu¢enim (obr. 1. 1 A) (Silhankova, 1983).

A B

haploidy

/(:8%)

diploidy
(2m)

priznivé
podminky

nepriznivé
podminky

o a o
askus (tetrada spor)

Obr. 1.1 (A) Bunky kvasinky S. cerevisiae ve svételném mikroskopu (Nomarski,

zvétsSeno 1000 x), (B) zivotni cyklus kvasinky S. cerevisiae.

Na obr. 1. 1 B je zobrazen Zivotni cyklus kvasinky S. cerevisiae: VéEtSina
kmenil S. cerevisiae tvoii tzv. heterothalické kmeny, tj. kmeny pohlavné odlisené,
jednotlivé parovaci typy se oznacuji MATa a MATea. Splynutim dvou haploidnich
bunék opacného parovaciho typu vznika diploidni bunka zygota, kterd se mize dale
bud’ vegetativné rozmnozovat v diploidnim stavu, nebo, za nepfiznivych zivotnich
podminek, v ni prob¢hne sporulace (meiotické déleni jadra) za vzniku Ctyt pohlavné
odlisenych spor a cela buiitka se pfeméni ve viecko (askus). V ptiznivych ristovych
podminkach se spory mohou vegetativné rozmnozovat, vznikaji klony haploidnich
bunék o urc¢itém parovacim typu. U haploidnich bun€k opacného parovaciho typu

muize dojit opét ke spajeni za vzniku zygoty, ¢imz se cely cyklus uzavie (Silhankova,
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1983, obr. 1. 1 B). Vhodnym kiizenim kmena opacnych parovacich typti nesoucich
rizné mutace a naslednou sporulaci diploidnich bunék tak lze pomérné snadno
konstruovat nové haploidni kmeny s riznymi kombinacemi mutaci v metabolickych
drahéch, transportu latek pies membrany, bunééném cyklu, biogenezi jednotlivych
organel atd., kterych se vyuziva pfi studiu biologie bunky.

Haploidni jadro kvasinky S. cerevisiae obsahuje 16 chromosomu rizné
velikosti (nejmensi je chromosom I o velikosti 230 kb a nejvétsi chromosom IV o
velikosti 1532 kb). Kvasinka S. cerevisiae se stala prvnim eukaryotnim organismem,
jehoz genom o velikosti 13 125 kb (v€etné mitochondridlni DNA a repetitivnich
sekvenci) byl kompletné¢ sekvenovan (Goffeau, et al., 1996 a Saccharomyces
Genome Database, 2001). Celkovy pocet gent kodujicich proteiny vSak zatim neni
jasny (Goffeau, 2000). Podle poslednich odhadli se v sekvenci nachéazi asi 6000
otevienych Ctecich ramct, avSak u vice nez tretiny jejich produktt je funkce zatim
neznama.

Nenaro¢na manipulace, rychld kultivace a snadné ziskani genomové
homolognich kmenli umoziiuje buiiky S. cerevisiae s Uspéchem vyuzivat nejen v
mnoha primyslovych odvétvich, ale také v oblastech biochemie, genetiky a
fyziologie jako modelovy systém ke studiu biologickych procesti na molekulové

arovni.

1.2 Transport alkalickych kationtii v kvasinkach

Jednou ze zékladnich podminek v zivych systémech je udrzovani stalych
koncentraci iontl uvnitf bunck. Vnitrobunéné kationty a anionty se ucastni
v buiikkach mnoha fyziologickych procest, vcetné adaptace bunék ke zménam ve
vnéj§im prostiedi. Ve volné ptirodé je jednim z nejrozsifenéjSich kationtd sodik
(Na"), zatimco draslik (K') je =zastoupen v mnohem nizsich koncentracich
(Rodriguez-Navarro, 2000). V Zivych builkach je vSak draslik akumulovan ve
velkém mnozstvi, jelikoz je draselny kation nepostradatelny pro mnoho
fyziologickych funkci (napf. v regulaci bunécného objemu a vnitrobunééného pH,
syntéze proteind, aktivaci enzymi) (Rodriguez-Navarro, 2000). Na druhou stranu,
vysoké vnitrobunécné koncentrace sodiku jsou pro buiiku toxické a jejich pfitomnost

narusSuje v bunkdch termodynamickou rovnovédhu vody a iontd (zplisobuje tzv.
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osmoticky $ok, viz. kap. 1. 3) (Serrano, et al., 1997). Toxicita kationti Na' (nebo
kationtd Li" analogickych k Na") spo¢iva zejména v tom, Ze piisobi namisto kationti
K" a nepfiznivé tak ovliviiuji dilezité biochemické pochody probihajici v buiice
(napt. jednim z enzymu inhibovanych kationty Na" a Li" je fosfataza Hal2p, coz ma
za nasledek naruseni asimilace sulfatu a také transkripci DNA v buiikach (Dichtl, et
al., 1997; Murguia, et al., 1996)). Buiiky kvasinek, jako i vSechny jiné typy bunék, se
tedy neustéle snazi zachovéavat optimalni koncentrace vSech kationtll v cytoplasmé a
k tomu jim slouzi mnoho transportnich systému. Jednotlivé systémy se liSi svou
substratovou specifitou a mechanismem transportu. Cinnost transportnich systémi
kontroluje cela tfada regulacnich proteini zahrnujicich kindzy, fosfatazy a proteiny

s dosud neobjasnénym mechanismem piisobeni (Serrano, 1996).

1. 2. 1 Charakterizace transportnich systémi alkalickych kationta

v S. cerevisiae

Na zakladé analyzy sekvence celého genomu kvasinky S. cerevisiae se
v soucasnosti pfedpokladd, ze membranové transportni systémy koduje 271 geni (.
asi 5 % ze vSech genll) (Van Belle a Andre, 2001). Na obr. 1. 2 jsou zobrazeny
transportni systémy, které se v S. cerevisiae podileji na transportu alkalickych
kationtt.
plasmatické membrany kvasinek, H'-ATPaze P-typu (obr. 1. 2), ktera je kodovana
esencialnim genem PMAI (Serrano, et al., 1986). Tento enzym tvoii 10 az 15 %
z celkového mnozstvi vSech proteinti v membrané a jeho hlavni funkci je transport
protonil ven z buiiky (energie se ziskava hydrolyzou ATP na ADP a Pj), pficemz
vznika elektrochemicky gradient protond pies membranu. Gradient protoni je pak
vyuzivan jako zdroj energie vSemi sekundarnimi transportnimi systémy (piijem-
symport nebo vyluCovéni-antiport latek) a pro regulaci vnitrobunééného pH
(Serrano, 1988). Aktivita H'-ATPazy plasmatické membrany je velmi piesné
regulovéna a rustové podminky (napf. nedostatek zdroje dusiku, stres, nepfizniva
teplota) ovliviuji jeji aktivitu (Portillo, 2000). Pfitomnost glukosy zvySuje jak
expresi genu PMAI (Capieaux, et al., 1989; Garcia-Arranz, et al., 1994; Rao, et al.,

1993), tak 1 katalytickou aktivitu enzymu (Serrano, 1983; Venema a Palmgren,
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1995). Také snizenim pH ve vnéjSim prostiedi dochézi k acidifikaci vnitrobunécného
pH, nasledkem &ehoZ se zvySuje transport protoni prostfednictvim H'-ATPazy
(Eraso a Gancedo, 1987). Cinnost H'-ATPazy je modulovana konforma¢nimi
zménami a vzajemnymi interakcemi rtiznych ¢asti polypeptidového fetézce proteinu
(Ambesi, et al., 2000; Portillo, et al., 1989; Portillo, et al., 1991) a posttranslacnimi
modifikacemi (fosforylaci) (de la Fuente, et al., 1997; Goossens, et al., 2000; Chang
a Slayman, 1991). Homologni gen, PMA2, koduje také H'-ATPazu plasmatické
membrany, ale narozdil od Pmalp, je exprese Pma2p velmi nizka a jeji tloha
v bufice neni zcela jasna (Schlesser, et al., 1988; Supply, et al., 1993). Uvnitt bun¢k
v membranach endosomi a vakuoly se nachazi H'-ATPaza V-typu sloZena z mnoha
podjednotek, kterd se podili na udrzovani pH v téchto vnitinich kompartmentech.
Tato ATPéza vSak neni pro bunky kvasinek esencialni (Stevens and Forgac, 1997).
Ve vnitini membrané mitochondrii se nachazi H'-ATP4za typu FoF, ktera na rozdil
od ptfedchozich ATPaz spotiebovava energii gradientu protonii pfes membranu na
syntézu ATP. Uplatiluje se pouze pii aerobnim metabolismu kvasinek (Janderova a
Bendova, 1999).

Vysoka koncentrace drasliku uvnitt bunék S. cerevisiae je vysledkem
ustaleného stavu mezi zaroveii probihajicim vstupem a vystupem iontd K’ pies
plasmatickou membranu (Rodriguez-Navarro, 2000). Transport K' do bun&k je
zprostfedkovavan hlavné pomoci dvou systéma Trk1p (Gaber, et al., 1988) a Trk2p
(Ko a Gaber, 1991) (obr. 1. 2). Oba systémy jsou neustale intenzivné studovany, ale
piesny mechanismus transportu iontti K™ se zatim nepodafilo objasnit. Trklp se jevi
jako transportni systém s vysokou afinitou k iontim K (Gaber, et al., 1988; Ramos,
et al., 1985), zatimco afinita Trk2p je v porovnadni s Trklp nizs$i (Ramos, et al.,
1994). Afinita i maximalni rychlost transportu K obou systémil se vsak méni
v zavislosti na ristovych podminkach, napt. pfi nedostatku K se afinita Trk1p zvysi
az tisickrat (Ramos, et al., 1985; Ramos a Rodriguez-Navarro, 1986; Rodriguez-
Navarro a Ramos, 1984). Neni také zcela ziejmé, zda oba systémy funguji nezavisle
(Ko a Gaber, 1991), nebo, coz je pravdépodobnéjsi, jestli Trklp a Trk2p jsou
soucasti komplexniho systému transportujiciho ionty K™ do (Ramos, et al., 1994).
Také neni vylou¢eno, Ze na transport K™ do bunék prostfednictvim téchto systémd je
vyuzivan gradient protonil pfes membranu (Bihler, et al., 1999; Madrid, et al., 1998).
Nedavno bylo zjisténo, ze aktivace Trklp a Trk2p se pfimo ucastni dvé homologni

kinazy Hal4p a Hal5p (Mulet, et al., 1999).
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Stejné jako H'-ATPaza plasmatické membrany se transportni systémy
Trklp a Trk2p svoji aktivitou vyznamné podileji na regulaci membranového
potencidlu (Bihler, et al., 1999; Madrid, et al., 1998). U buné¢k kmene postradajiciho
oba geny (trklA trk2A) dochézi k hyperpolarizaci membrany (negativni naboj je
uvnit). Mutantni buiky trki/A trk2A vyzaduji pro normdlni rast desetkrat vyssi
koncentrace K* v médiu nez buiiky divokého kmene. Navic je jejich rlst silng

inhibovan v kyselém prostiedi (pH<4,5) (Ko a Gaber, 1991).

H Na K'

Trk1, Trk2

H k* .
7H K’
Obr. 1.2 Transportni systémy, které se v S. cerevisiae ovliviiuji hladiny

alkalickych kationtli v buiikach. Jednotlivé systémy jsou popsany v textu.

Vystup drasliku zbunék je v bunkich S. cerevisiae zprostiedkovavan
zejména pomoci kandlu vysoce selektivniho pro kationty K™ (Gustin, et al., 1986),
ktery byl charakterizovan jako TOKI (Ketchum, et al., 1995) (obr. 1. 2) nebo YCK!
(Zhou, et al., 1995), popt. DUKI (Reid, et al., 1996) nebo YORK (Lesage, et al.,
1996). Bylo zjiiténo, Ze kanal Tok1 je propustny také pro alkalické kationty Rb" a
Cs’, zatimco kationty Na" nemohou timto systémem prochézet (Bertl, et al., 1998).
Cinnost kanalu je zavisla na napéti membrany (depolarizace membrany vede
k otevieni kanalu) a je slozité regulovana (Bertl, et al., 1993). ZvySena exprese genu

TOK1 v mutantnim kmeni postradajicim systémy, kterymi draslik do bunky vstupuje

17



(trkl1A trk2A popt. trklA trk2A toklA), vede k obnoveni ristu bunék na médiich
s nizkou koncentraci drasliku. Bylo ukazano, Ze za té&chto podminek mohou ionty K"
do buiiky vstupovat prostiednictvim Tok1p (Bertl, et al., 2001; Fairman, et al., 1999).
Jak bylo nedavno zjisténo, draselny kanal Toklp je ziejmé také jednim z cilt
pusobeni tzv. killer toxinti, jez produkuji nékteré kmeny S. cerevisiae (Ahmed, et al.,
1999; Sesti, et al., 2001).

Na vystupu drasliku z bungk (obr. 1. 2) se dale podileji K'/H -antiportni
systémy: Khalp (Ramirez, et al., 1996), jehoz lokalizace v plasmatické membrané
ale nebyla dosud prokazéana, a Nhalp a také ATPaza Enalp (viz. nize a kap. 1. 4. 2)
(Bafiuelos, et al., 1998).

Tok monovalentnich kationtii do bundk, véetné K', nezavisly na Trklp,
Trk2p a Toklp je navic zprosttedkovavan systémem oznacovanym jako nespecificky
kanal pro kationty Nscl (non-specific cation channel) (obr. 1. 2), ktery vSak byl
charakterizovan pouze pomoci elektrofyziologickych experimentti (patch-clamp
analysis) (Bihler, et al., 1998; Roberts, et al., 1999). Tento systém je propustny pro
ionty K', Rb", Cs", Na", Li" a také NH,", naopak piitomnosti dvojmocnych kationtti
Ca®’, Mg’" a Ba®" je inhibovan (Bihler, et al., 1998; Roberts, et al., 1999). Pomoci
elektrofyziologickych metod byl v S. cerevisiae detekovan také kanal senzitivni na
mechanické podnéty, ktery je propustny pro kationty i anionty a je pro bunku
pravdépodobné dilezity hlavné pfi rychlé odpovédi na zmény osmolarity prostredi
(kap. 1. 3, (Gustin, et al., 1988)). Ani pro jeden z téchto systémil vSak neni zatim
znama jeho molekuldrni podstata (gen). Dale bylo prokdzano, ze rizné transportni
systémy cukrii nebo aminokyselin mohou byt za uréitych podminek (nedostatek K )
spontann¢ mutovany, takze se stanou proteiny transportujicimi draselné kationty (Ko,
et al., 1993; Wright, et al., 1997).

Jak jiz bylo zminéno, na rozdil od drasliku jsou sodné kationty pro buiky
kvasinek toxické. Jejich vnitrobun&éna koncentrace zavisi na mnozstvi Na' ve
vnéjSim prostiedi. Bunky rostouci v prostfedi s nizkou koncentraci NaCl obsahuji
zanedbatelné mnoZstvi sodiku. Se zvySujicim se mnoZstvim NaCl v médiu roste i
hladina vnitrobunééného Na'. Sodné kationty se do bunék dostavaji pravdépodobné
jako nizkoafinni substrat transportnimi systémy pro kationty, zejména témi, jez
transportuji K~ (Rodriguez-Navarro, 2000). Sekundarni symportni pienase¢ Na'/P;
(obr. 1. 2) kédovany genem PHOS9 je v S. cerevisiae jedingm zndmym systémem,

ktery transportuje Na" do bunék, jelikoz vyuziva gradient sodnych iontd jako zdroj
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energie pro transport fosfatu (Martinez a Persson, 1998). Tento systém je vSak
aktivni pouze za specifickych ristovych podminek (nedostatek fosfatu, alkalické pH)
a slouZi v buiice spiSe jako dopliikovy systém pro piijem fosfatu (Martinez a Persson,
1998; Pattison-Granberg a Persson, 2000). Proti akumulaci iontti Na' v cytoplasmé
se buiiky kvasinek brani tfemi riiznymi mechanismy: omezenim vstupu Na' do
buiiky, aktivnim vylu¢ovanim kationti Na' ven z buiiky a v mensi mife pfesunem a
zadrzenim Na” ve vakuole (Darley, et al., 2000).

rozlisit od sebe draselné a sodné kationty a za piitomnosti Na~ v médiu se jeho
afinita k drasliku zvysuje, ¢imZ dojde k omezeni vstupu Na" do buiiky (Haro, et al.,
1993). Dillezitou roli v této regulaci hraje fosfataza proteini kalcineurin, jejiz
aktivita zévisi na hladiné¢ kationtd vapniku v buiice a kalmodulinu, proteinu
vézajiciho Ca*" (Mendoza, et al., 1994).

Hlavnim systémem, kterym je nadbytek Na' (a také Li') vyludovan ven
z bunék je ATPéza P-typu lokalizovana v plasmatické membrané (Enalp v obr. 1. 2)
kédovana skupinou ¢ty nebo péti (v zavislosti na kmeni S. cerevisiae) po sobé
nasledujicich témét identickych gentt (ENAI-4/PMR2A-E; (Haro, et al.,, 1991;
Wieland, et al., 1995)). Exprese genti ENA2-4 je za vSech podminek velmi nizka (t;.
konstitutivni), naopak gen ENAI podléha na urovni transkripce slozité regulaci. Jeho
exprese se zvySuje nejen v ramci bunééné odpoveédi na osmoticky stres zplsobeny
NaCl (LiCl) (Garciadeblas, et al., 1993), ale také nedostatkem glukosy (Alepuz, et
al., 1997) nebo za vyssich hodnot pH (Garciadeblas, et al., 1993).

Zesileni exprese ENAI za ptitomnosti soli probihd prostfednictvim dvou
nezavislych signalnich drah (Marquez a Serrano, 1996): (i) signalni drdhou, kterd se
v bunice spousti vlivem osmotického Soku (high osmolarity glycerol (HOG) pathway,
viz. kap. 1. 3. 1) - vtomto ptipadé¢ dochazi ke zvySeni exprese pravdépodobné
uvolnénim represoru Skolp spole¢né s komplexem korepresoru Ssn6-Tuplp z vazby
na promotor genu ENAI (Proft, et al., 2001)) a (ii) signalni kaskddou zahrnujici Ca™",
kalmodulin a kalcineurin (je specificki pro vysoké koncentrace Na') a v tomto
piipadé¢ dochazi kindukci exprese pusobenim transkripcniho faktoru Crzlp
(Mendizabal, et al., 2001)). Kalmodulin a kationty Ca*" zfejmé& moduluji vystup
iontli Na' prostiednictvim Enalp také pi¥imou vazbou na ATPazu (Wieland, et al.,
1995). Nedavno byla charakterizovana jesté teti cesta vedouci ke zvySené expresi

v o1: o g 1Y It + N2
ENAI v odpovédi na stres zpusobeny zvySenim koncentrace Na ve vnéjSim
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prostiedi, ktera obsahuje proteiny Psrlp a Psr2p (Siniossoglou, et al., 2000). Exprese
genu ENAI pti zvySeni vnitrobunééného pH je indukovéana zifejmé& pomoci signalni
drahy oznacované RIM101 (Lamb, et al., 2001). Negativné je gen ENAI regulovan
proteinkindzou A prostfednictvim signalni drdhy RAS-cAMP, kterd koordinuje
odpovédi buiikky na nutriéni signdly a rizné stresové signaly ptichdzejici z vnéjsiho
prostfedi (Hirata, et al., 1995; Marquez a Serrano, 1996). Byla charakterizovana cela
fada genil, jejichz produkty tvofi soucasti uvedenych signélnich drah a podileji se tak
nejen na regulaci exprese genu ENAI, ale i na zachovani celkové homeostaze ionti
v bunkéch.

Vedle hlavnich systémti (ATP4z Ena) vylucujicich z bunék toxické kationty
sodiku a lithia se na eliminaci téchto iontl podili sekunddrni transportni systém,
Na'/H -antiporter Nhalp (obr. 1. 2, viz. také kap. 1. 4. 2) kodovany, na rozdil od
ENAI, konstitutivné exprimovanym genem NHAI (Bafiuelos, et al., 1998; Prior, et
al., 1996). Jeho transportni aktivita zavisi na velikosti gradientu protonii pfes
membranu vytvafeného H'-ATP4zou plasmatické membrany. Jak jiz bylo zminéno,
oba systémy, antiporter Nhalp a ATPaza Enalp, transportuji ven z bunky také ionty
K" (Bafiuelos, et al., 1998). Zvysena exprese gentit ENAI a NHAI v kmeni nesoucim
mutace enal-44 nhalA ukézala, ze antiporter Nhalp je zodpovédny za toleranci
bunék k vysokym koncentracim K a Na" hlavné v kyselém prostfedi, zatimco Enalp
ATPaza je nezbytna pro toleranci bunck k témto kationtim pii vySSich pH. Oba
systémy se tedy vzajemné doplituji pii udrzovani nizké hladiny Na" a optimalnich
koncentraci K™ uvniti bunék (Bafiuelos, et al., 1998).

V membranach prevakuolarnich/endosomdlnich vackti se nachéazi jiny
Na'/H -antiporter Nhx1p (obr. 1. 2) kédovany genem NHXI/VPS44, ktery vyménou
za protony zprostiedkovdvd hromadéni toxickych ionti Na" v t&chto organeldch
(Bowers, et al., 2000; Nass, et al., 1997; Nass a Rao, 1998). Gradient protont pro
transport pres membranu tonoplastu vytvaii vakuolarni protonova V-ATPaza
(Quintero, et al., 2000). Kromé toho, antiporter Nhx1p zastava v buiice jest¢ dalsi
funkce: v odpovédi buiikky na hyperosmoticky Sok zplisobeny sorbitolem (Nass a
Rao, 1999) (viz. kap. 1. 3) a v udrzovani rovnovahy ionti v endosomech, coz ma vliv
na regulaci biogeneze a biodegradace proteinil v buiice (pro tuto jeho funkci vSak
neni zapotiebi pritomnost funkéni V-ATPazy) (Bowers, et al., 2000).

Nemaly vliv na transport kationti ma také lipidové slozeni membran.

Naptiklad mutace genu ERG6 kodujiciho methyltransferazu zévislou na S-
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adenosylmethioninu, ktera je soucasti metabolické drahy biosyntézy ergosterolu,
zvysuje vstup iontl Na' do buiiky a snizuje tak jeji toleranci k sodiku (Welihinda, et
al., 1994)). Z plasmatické membrany byly extrahovany také malé hydrofobni
proteiny (proteolipidy) Pmplp a Pmp2p (oba dlouhé 38 aa) a Pmp3p (55 aa)
ovliviiujici transport. Delece gent kodujicich proteolipidy Pmplp a Pmp2p snizuje
aktivitu H+—ATPézy Pmal (Navarre, et al., 1994; Navarre, et al., 1992). V bunkach
s mutaci pmp3A dochdzi k hyperpolarizaci membrany, coz pravdépodobné zvysuje
nespecificky tok monovalentnich kationtli do buiiky (Navarre a Goffeau, 2000).

Diky relativné snadnym genetickym a biochemickym pfistupim patii
transportni systémy podilejici se na udrzovani homeostazy kationti v modelové
kvasince S. cerevisiae mezi nejlépe prostudované. Jelikoz struktura a zplsoby
regulace transportnich systéma v relativné jednoduchych bunkach kvasinek jsou
zachovany 1 u vys$Sich eukaryot, poznatky ziskané pii zkouméni transportnich
mechanisml v S. cerevisiae je mozné vyuzivat i pfi studiu transportu a tolerance

bunék rostlin a Zivoc¢ichu.

1.3 Bunééna odpovéd’ na osmoticky stres

Bunky kvasinek i jinych organismi jsou velmi ¢asto vystaveny nepiiznivym
podminkam, mezi n€z patii nadhlé zmény koncentrace vody a v ni rozpusténych latek,
tj. zmény osmolarity prostfedi. Aby si kvasinky zachovaly turgorovy tlak a tvar,
osmolarita uvnitt bunék musi byt vyssi nez osmolarita jejich okoli (Hohmann, 1997).
Tolerance bun€k S. cerevisiae k nahlym zméndm osmotického tlaku ve vné&jSim
prostiedi (osmotickému Soku) zavisi na jejich fyziologickém stavu. Rychle se délici
buiiky kvasinek z exponencidlni faze rlstu jsou zpravidla mnohem citlivéjsi nez
nerostouci buiiky ze staciondrni faze (Mager a Ferreira, 1993). V laboratornich
podminkach se pro studium osmotickych jevl pouzivaji média obsahujici vyssi
koncentrace cukrti, sorbitolu nebo soli (NaCl). Vysoké koncentrace NaCl zptsobuji
bunikam nejen hyperosmoticky Sok, ale je nutné uvazovat i toxicky efekt sodnych
iontil, jejichZ nadbytek musi byt z buitkky vyloucen (kap. 1. 2). Bunécna odpovéd’ na
osmoticky Sok se sklada ze dvou fazi. Na nenadalé zmény osmolarity prostiedi bunika
musi okamzité¢ odpovédét a k tomu ji slouzi tzv. rychly zadchranny mechanismus. Pii

dlouhodobé¢jsim efektu je nutné, aby se buinika adaptovala na neptiznivé podminky
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prostiednictvim trvalejSich zmén v metabolismu (tzv. osmoregulace) (Hohmann,
1997).

Bezprostfedné po pieneseni bunék do média se sorbitolem nebo NaCl
(hyperosmotickém Soku) dochézi k zastaveni ristu bunck, buniky ztraci vodu a
behem 1 minuty dochazi k jejich dehydrataci a scvrknuti (Blomberg, 1997; Morris, et
al., 1986). Pokud je osmoticky Sok pfili§ silny, stane se naslednd ztrata vody pro
buiiky letalni (Blomberg, 1997). Zékladnim ptedpokladem rychlého zachranného
mechanismu, ktery se v této fazi uplatiiuje, je, Ze exprese jednotlivych slozek v
bunkach je konstitutivni, tj. musi byt pfitomny v buiikdch jiz pfed osmotickym
Sokem, a musi fungovat nezavisle na adaptatnim mechanismu (Hohmann, 1997).
Predpoklada se, Ze rychlé odpovédi builkky na hyperosmoticky Sok se ucastni,
podobné jako u vyssich eukaryot, transportni systémy pro ionty (kap. 1. 2).

Vyznamnou roli v ¢asné fazi odpovédi ma pravdépodobné vakuola, protoze
rizné mutantni kmeny S. cerevisiae s poskozenou biogenezi vakuol jsou velmi
citlivé ke zménam osmolarity prostiedi (Banta, et al., 1988; Latterich and Watson,
1993). Vakuola, ktera za normalnich podminek slouzi jako zasobarna aminokyselin,
polyfosfati a iontl, je ziejmé i rezervoarem vody, ktery je mozné vyuzit, pokud
dojde ke ztraté vody z cytosolu piidanim osmoticky aktivni latky do riistového média
(Hohmann, 1997). S funkci vakuol v buitkich je spojovdna &innost Na'/H'-
antiporteru Nhxlp (kap. 1. 2) (Nass a Rao, 1999). Za normdlnich podminek
v bunikach, které se nachdzeji na konci exponencidlni fadze ristu nebo ve fazi
stacionarni, Nhx1p zprostiedkovava transport iontii Na™ do pozdnich endosomil nebo
vakuoly, ¢imz napomaha k zadrZovani vody v téchto kompartmentech (Nass a Rao,
1999). O jeho Cinnosti pii hyperosmotickém Soku se predpoklada, ze scvrknuti bunek
by mohlo vést k vystupu kationti Na* z vakuoly systémem Nhx1p nutné provazanym
vystupem vody do cytosolu. Zda se, ze NhxIp ma svou tulohu i1 v pozdé¢jsi fazi
adaptace, kdy, jak bylo zminéno jiz v kap. 1. 2, transportem Na' zpét do vnitinich
organel pfispiva Nhx1p k ochrané cytosolovych proteint pied toxickym plisobenim
iontt Na® (Nass a Rao, 1999). Jelikoz Nhxlp je funkéni pouze na konci
exponencialni faze rastu bunék a ve fazi stacionarni, pfedpoklada se, ze podobny
systém zajist'ujici funkce Nhx1p v regulaci bunééné osmolarity existuje v buiikéach i
béhem exponencialni faze ristu (Nass a Rao, 1999).

Dutlezitou latkou v kvasinkach S. cerevisiae, kterd napomaha bunkam piezit

velké zmény osmolarity v prostiedi, ale také prudké zmeény teploty a jinych
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stresovych faktorti, je vnitrobunécna trehalosa (Hounsa, et al., 1998; Mackenzie, et
al., 1988). Tento zasobni disacharid se akumuluje v bunkach ve stacionarni fazi,
pfispiva k ochrané¢ nativnich konformaci proteini pifed denaturaci (Singer a
Lindquist, 1998) a k zachovani fluidity membrany (Iwahashi, et al., 1995).

Délka druhé, adaptacni faze osmoregulace zavisi na sile aplikovaného
stresu. Béhem této faze se bunky snazi kompenzovat osmoticky tlak ptichazejici
z vn¢jSiho prostiedi, a proto akumuluji uvnitf vhodnou rozpusténou latku (tzv.
“compatible solute®). V ptipadé kvasinek S. cerevisiae se jednd o akumulaci
glycerolu (Brown, 1978). Hladina glycerolu v S. cerevisiae stoupa jednak zvysSenim
syntézy glycerolu (Albertyn, et al., 1994), jednak snizenim jeho vystupu z bunck
(Luyten, et al.,, 1995; Tamas, et al., 1999) a pravdépodobné také aktivnim
transportem glycerolu do buiiky (Holst, et al., 2000). Akumulace glycerolu vede ke
snizeni osmotického potencialu v cytoplasmé a zpétnému vstupu molekul vody do
bunék, ¢imz se zvétSuje objem a turgorovy tlak v bunikach, nezbytné parametry pro
znovuobnoveni rustu a déleni bunck (Blomberg, 2000). Rychlost déleni bunék po
adaptaci vSak byva niz$i nez pred osmotickym Sokem (Blomberg, 1997).

Faze osmoregulace se sestdva ze tii Casti: (i) paralelné¢ s Casnou fazi
odpovédi receptory na povrchu bunky piijimaji signdl o zméné osmolarity vnéjsiho
prostfedi a (i1) pfenasi ho do buiiky, coz vede (iii) k metabolickym zméndm a tim
k adaptaci bunék na nové podminky. Pfizpisobeni metabolismu bunék
predchazi zmény v expresi mnoha geni (Blomberg, 1997; Morris, et al., 1986;
Norbeck a Blomberg, 1997; Posas, et al., 2000; Yale a Bohnert, 2001). Hlavni ulohu
v regulaci transkripce gent, ktera nastdvd po osmotickém Soku, zastava signalni
draha HOG (high osmolarity glycerol response pathway) (Brewster, et al., 1993),
ktera je aktivovana zejména vlivem zmény turgorového tlaku v bunice (Tamas, et al.,

2000).

1. 3.1 Signalni draha HOG

Signalni drdha HOG, kterd se spousti vlivem osmotického Soku, patii mezi
tzv. signdlni drahy kindz MAP (MAPKKK = mitogen-activated protein kinase kinase
kinase, MAPKK = mitogen-activated protein kinase kinase, MAPK = mitogen-

activated protein kinase odpovédna za danou funkci v buiice). Tti po sob¢ nasledujici
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kinazy jsou aktivovany fosforylacemi na dvou aminokyselinovych zbytcich
serinu(threoninu) a tyrosinu (Banuett, 1998). Poprvé byla signalni drdha HOG
objevena v kvasince S. cerevisiae (Brewster, et al., 1993), ale jednotlivé homologni
proteiny této signalni drahy byly pozdéji identifikovany i v jinych druzich kvasinek,
napt. Schizosaccharomyces pombe, Candida albicans nebo Zygosaccharomyces
rouxii (Gorner, et al., 1999). Hlavni slozky signalni kaskady HOG jsou znazornény

na obr. 1. 3.

SLN osmoticky stres SHO

Sinlp plasmaticka membrana Sholp
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Obr. 1.3 Schéma signalni drahy HOG aktivované osmotickym stresem v kvasince

S. cerevisiae (jednotlivé komponenty jsou blize vysvétleny v textu).

Roli MAPK vsignalni draze HOG =zastava protein Hoglp, ktery je
aktivovan MAPKK Pbs2p (Brewster, et al., 1993). Cinnost Pbs2p je stimulovéana

hyperosmotickym Sokem prostfednictvim dvou nezavislych signalnich cest (SLN a



SHO, obr. 1. 3) (Maeda, et al., 1995; Maeda, et al., 1994). AvSak predpoklada se
existence jest¢ jedné dalsi cesty aktivujici pfimo kindzu Hoglp (Van Wuytswinkel,
et al., 2000).

Membranovy protein Slnlp se sklad4 z N-koncové extracelularni domény, a
dvou domén (histidin-kindzové a akceptorové C-koncové domény) nachéazejicich se
v cytoplasmég. Za normalnich podminek aktivovana histidin-kindzovd doména Sinlp
vaze autofosforylaci fosfat na aminokyselinovy zbytek histidinu (H576), ktery je
poté prenesen na aminokyselinovy zbytek aspartatu (D1144) v akceptorové C-
koncové doméné Slnlp. Pomoci dalsich fosforylacnich reakci je fosfat prenasen dal
pies protein Ypdlp na aspartatovy zbytek (D554) regulatorového proteinu signalni
drahy Ssklp. Fosforylovany Ssklp neni schopen aktivovat kaskddu kinaz MAP
(Posas, et al., 1996). Pokud dojde ke zvySeni osmolarity prostiedi, aktivita histidin-
kindzové domény SInlp je ihibovana a nefosforylovany Ssklp interaguje
s nekatalytickymi doménami MAPKKK Ssk2p a Ssk22p v kaskadé¢ MAP kinaz, coz
nasledné vede k posloupnosti fosforylaci od Ssk2p a Ssk22p (MAPKKK) pifes Pbs2p
(MAPKK) na Hoglp (MAPK) (Banuett, 1998) (obr. 1. 3).

Ve druhém piipadé aktivace (SHO, obr. 1. 3), se Sholp, ktery je tvoren
Ctyfmi transmembranovymi doménami na N-konci proteinu a hydrofilni C-koncovou
¢asti v cytoplasmé, pfimo vaze prostiednictvim svého C-konce k N-koncové casti
proteinu Pbs2p bohaté na aminokyselinové zbytky prolinu (Maeda, et al., 1995).
Ackoliv se drive predpokladalo, ze Sholp je podobné jako SInlp senzorem
osmotickych zmén ve vnéjSim prostiedi, nedavno vyslo najevo, ze Sholp je v buiice
lokalizovéan v plasmatické membrané pfevazné v mistech vzniku pupene nebo, kde
dochdzi k ristu buniky smérem k butice opa¢ného parovaciho typu (shmoo tip), a ze
jeho hlavnim ukolem je pouze udrzovat protein Pbs2p v téchto mistech (Raitt, et al.,
2000). MAPKK Pbs2p je aktivovdna proteinem Stell konstitutivné vdzanym na
Ste50p a pro pienos signalu je nezbytna pritomnost také proteinu Ste20 (Maeda, et
al., 1995; O'Rourke a Herskowitz, 1998) (obr. 1. 3). Tyto elementy propojuji signalni
drahu HOG se signalni drahou pseudohyfalniho ristu (Posas, et al., 1998). Po
objeveni nové role proteinu Sholp neni zatim jasné, jakym zplisobem je cesta SHO
pfi osmoadaptaci bunék vlastné aktivovdna, ale jeji vyznam by mohl spocivat
v monitorovani osmolarity prostfedi na zranitelnych mistech buiiky, kde dochézi k

morfologickym zménam (Raitt, et al., 2000).
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Aktivovana MAPK Hoglp piechazi z cytoplazmy do jadra bunky (Ferrigno,
et al., 1998; Reiser, et al., 1999), coz vede k indukci exprese genll potfebnych pro
preziti bunck v hyperosmotickém prostiedi (Posas, et al., 2000). Mechanismus
regulace exprese kontrolovany Hoglp neni zatim ptfesné objasnén, nejnovéjsi
poznatky vSak naznacuji, Ze pravdépodobné regulace spociva na Grovni promotoru
v slozit¢é kombinaci pilisobeni pozitivnich a negativnich regulaénich proteinil
(Mérquez, et al., 1998), do nichZ se zapojuje i sam Hoglp (Alepuz, et al., 2001).
V promotorové oblasti nékterych cilovych genli (napt. CT71 kéddujici katalazu T) se
nachdzeji tzv. sekvence STRE (stress response elements, CCCCT nebo AGGGG),
prostiednictvim nichz je transkripce gent aktivovana (Schuller, et al., 1994).
Jedinym traskripénim regulatorem, u néhoz bylo prokazano, ze je ptimym substratem
MAP kindzy Hoglp je Skolp (Proft, et al., 2001; Proft a Serrano, 1999; Rep, et al.,
2001). Proteinkindza Rck2p, jejiz funkce vSak zatim neni zndma, je druhym
substratem, ktery Hoglp fosforyluje (Bilslandmarchesan, et al., 2000). Negativné
signalni drahu HOG ovlivituji fosfatazy Ptclp, Ptp2p a Ptp3p, které defosforyluji
Hoglp (obr. 1. 3), ¢imZz dochazi k jeho inaktivaci. Ptp2p a Ptp3p moduluji také
lokalizaci Hoglp v bunice (transfer mezi cytoplazmou a jadrem) (Jacoby, et al., 1997,
Mattison a Ota, 2000). Mezi dalsi pravdépodobné transkripéni faktory stimulované
signalni drahou HOG patii napf. proteiny Msn2p a Msndp fungujici pifi obecné
odpovédi buiky na jakékoliv stresové podminky (Gorner, et al., 1999), nebo
transkripcni regulatory Hotlp a Msnlp (Rep, et al., 1999a). Na stimulaci exprese
nekterych genli na principu dereprese se c¢asteéné podili spolecné se Skolp
korepresorovy komplex Ssn6p-Tuplp (viz. exprese genu ENAI, kap. 1. 2. 1)
(Mérquez, et al., 1998; Proft, et al., 2001).

Mezi cilové geny ovliviiované signalni drdhou HOG patii napt. gen GPDI
kodujici klicovy enzym pro produkci glycerolu, glycerol-3-fosfatdehydrogenazu
(Blomberg a Adler, 1989; Larsson, et al., 1993), dv¢ izogenni formy GPPI, GPP2
kodujici glycerol-3-fosfat fosfatazu (Pahlman, et al., 2001), ENAI kédujici Na'-
ATPazu (kap. 1. 2. 1), HALI kddujici regulacni protein neznamé funkce, ktery se
vSak uplatiiuje v zachovani homeostdze Na'/K™ v buiikach (Gaxiola, et al., 1992;
Marquez, et al., 1998; Rios, et al., 1997), a mnohé dalsi.

Podobné mechanismy bunééné odpovédi na osmoticky stres jako v
kvasinkach jsou zachovany ve vSech zivych buikach, od bakterii (vlastni

dvouslozkovy fosforylac¢ni systém EnvZ-OmpR (Csonka a Hanson, 1991) podobny
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cesté pres Slnlp; obr. 1. 3), aZ po rostliny a zivo¢isné bunky (Kiiltz a Burg, 1998).
Né&které slozky signalni kaskady v S. cerevisiae je mozné nahradit homolognimi
proteiny nejen z jinych kvasinek (Iwaki, et al., 1999), ale i z rostlinnych (Popping, et
al., 1996; Urao, et al., 1999) nebo ze zivoc¢isnych bunck (Galcheva Gargova, et al.,
1994; Han, et al., 1994).

1.4 Na'/H -antiportni systémy

V kapitole 1. 2. 1 bylo uvedeno, ze na regulaci homeostdze kationti v S.
cerevisiae se podili také antiportni mechanismus kationtdi Na'/H'. Obecné jsou
Na'/H -antiportni systémy sekundarni aktivni transportni systémy lokalizované
v plasmatickych membranach a v membranach vnitrobunéénych organel. Vyskytuji
se takika ve vSech typech bunék, od baktérii ptes buriky nizsich eukaryot, rostlin, az
po buiiky Zivo¢ichi. Antiportery Na'/H" zprostfedkovavaji transport kationt Na' a
H' pies membranu v opa¢ném sméru. Vyména ionti Na” a H miiZe byt elektrogenni
(baktérie, kap. 1. 4. 1) nebo elektroneutralni (kvasinky, rostliny, zivo¢ichové, kap. 1.
4.2-4). Viechny Na'/H -antiportni systémy pfendseji pfes membranu kromé kationti
Na“ také Li" (nékteré také K"). U nizich organismil a rostlin jsou ionty Na'
vyménou za protony vylucovany z bunck, v zivociSnych bunkach probiha tento
transport opa¢né (viz. kap. 1. 4. 4). V obou pfipadech antiport Na'/H" zastava
v buitkdch vyznamnou roli v regulaci bunééného objemu a vnitrobunééného pH. V

bunkach baktérii, kvasinek a rostlin ovliviiuje také jejich toleranci k solim.
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Obr. 1.4 Fylogeneticky strom rodiny Na'/H -antiporteri pochéazejicich z riiznych
organismui (Rn — Rattus norvegicus, Sc — S. cerevisiae, At — Arabidopsis
thaliana, Sp — S. pombe, Zr — Z. rouxii, Ca - C. albicans, Vp — Vibrio
parahaemolyticus, Ec — Escherichia coli). Jednotlivé rodiny jsou barevné
odliSeny (zelen¢ — bakterialni proteiny, ¢ervené — aniportery plazmatické
membrany kvasinek, modie — skupina transportnich systéma podobnych
zivoc¢iSnym NHE antiporteriim).

Na obrazku 1. 4 je znazornén fylogeneticky strom rodiny Na'/H'-
antiportnich systémtl. Z diagramu vyplyvé, Ze celou rodinu Na'/H -antiporteri je
mozné rozd¢lit na tii zakladni skupiny: (i) rodina, do niz patii bakterialni antiportery,
(ii) rodina Na'/H' antiporteri plazmatické membrany kvasinek a (iii) rodina
zivocisnych transportnich systémi NHE a jejich homologl, do niz patii napf.
rostlinné antiportery a také prenase¢ Nhx1 lokalizovany v membranach pozdnich
endosomu a vakuoly kvasinky S. cerevisiae. V souCasné¢ dob¢ jsou znamy desitky
genll izolovanych z riiznych organismi, na obrdzku je uvedeno pouze né€kolik

zastupct jednotlivych skupin.

o
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4 4
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Obr.1.5 Zjednoduseny model struktury Na'/H -antiporteru Nhalp z kvasinky S.
cerevisiae. Cervené jsou vyznaleny konzervativni aminokyselinové
zbytky, které¢ byly identifikovany jako diilezité pro transportni aktivitu
Nhalp 1 homolognich pfenase¢ti sod2p zS. pombe a Cnhlp zC.
albicans, zelené¢ jsou vyznaCeny dvé razné verze Nhalp — plvodné
klonovana zkracend forma (888 aa) a kompletni ptenasec (985 aa) (viz.
kap. 1. 4. 2). Model byl vytvofen pfi studiu funkce C-konce Nhalp
v ramci této dizertacni prace (kap. 4. 1 a publikace €. 1).

Rodinu Na'/H -antiporterci tvoii membranové proteiny, které se skladaji

z N-koncové hydrofobni transmembranové ¢éasti s 10-12  transmembranovymi

segmenty a hydrofilni C-koncové ¢ésti orientované pravdépodobné do cytoplasmy

(na obr. 1. 5 je uveden zjednoduseny model sekundarni struktury Na'/H -antiporteru

Nhalp zkvasinky S. cerevisiae). PrenaseCe jednotlivych skupin vykazuji rtizné

stupné¢ podobnosti. Aminokyselinové sekvence transmembranovych Casti proteint

jsou zachovany vice nez délky a aminokyselinové sloZeni hydrofilnich C-koncovych
¢asti proteinti. Transmembranova ¢ast proteinit je odpovédna za vazbu a transport
kationtd (u né&kolika Na'/H'-antiporteri byly vtéto oblasti identifikovany
aminokyselinové zbytky dilezité pro transportni aktivitu pfenasSeci, viz. nize),

hydrofilni C-konce ptfenasecii jsou dllezité zejména pro regulaci transportni aktivity.
1.4.1  Bakterialni Na'/H" antiportni systémy

V nejlépe prozkoumané bakterii Escherichia coli byly nalezeny tfi rizné
geny kodujici Na'/H -antiportni systémy, nhad (Goldberg, et al., 1987; Karpel, et al.,
1988), nhaB (Pinner, et al., 1992) a chaA (Ivey, et al., 1993). Antiporter NhaA je
hlavni systém zodpov&dny za toleranci bunék E. coli k vysokym koncentracim NaCl
(LiCl) a za schopnost jejich ristu v prostiedi s alkalickym pH (Padan, et al., 1989).
Exprese genu nhaAd je pozitivné regulovana proteinem NhaR a je indukovana za
piitomnosti iontdl Na' v zavislosti na pH (Carmel, et al., 1994; Karpel, et al., 1991;
Rahav Manor, et al., 1992). Antiporter NhaB pfispiva k celkové toleranci bunék
k solim méné nez NhaA a, na rozdil od NhaA, jeho aktivita neni zavisla na pH

(Pinner, et al., 1992). Tfetim transportnim systémem je Ca”"/H -antiporter ChaA, u
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n&hoZ bylo prokazéano, Ze v prostredi s alkalickym pH transportuje krom& Ca®" také
kationty Na" (Ohyama, et al., 1994).

Systétmy NhaA a NhaB zprostfedkovavaji elektrogenni transport se
stechiometrii 2H'/Na® (NhaA) a 3H/2Na" (NhaB) (Taglicht, et al., 1991).
V sekvenci NhaA (388 aa) byly identifikovany aminokyselinové zbytky aspartatu
(D133, D163 a D164) nepostradatelné pro vazbu a pfenos kationtll pfes membranu
(Inoue, et al., 1995), které jsou zachovany v sekvencich antiportert z jinych bakterii i
z kvasinek (Dibrov and Fliegel, 1998). Navic, aminokyselinové zbytky histidinu
(H225, (Gerchman, et al., 1993)) a glycinu (G338, (Rimon, et al., 1998)) byly
nezavisle na sob¢ identifikovany jako dulezité pro zachovani citlivosti aktivity
antiporteru ke zméndm pH. Zmény pH vyvolavaji konformaéni zmény v proteinu
(zejména hydrofilni smy¢ky mezi membranovymi segmenty M8 a M9 (Gerchman, et
al., 1993) a na N-konci NhaA (Venturi, et al., 2000)), jez vedou k aktivaci transportu
v rozmezi pH 7,5-8,5.

Pienase¢ NhaA se stal vhodnym modelem pfi studiu struktury sekundarnich
transportnich systémi. Nejprve se podafilo pfipravit dvourozmérné krystaly
(Williams, et al., 1999), nacez Karen A. Williamsova odhalila také trojrozmérnou
strukturu  tohoto antiporteru (Williams, 2000). Protein opravdu tvofii 12
transmembranovych domén, z nichz Sest lezi v jedné rovin¢€ a dalSich Sest ptiléha
k této roviné ve formé¢ svazku (Williams, 2000). NhaA krystalizuje jako dimer a
nedavno bylo také pomoci genetickych a biochemickych pokust dokéazano, ze i
v plasmatické membrané existuje NhaA ve form¢ homooligomeru pravdépodobné se
dvémi molekulami NhaA (Gerchman, et al., 2001). Mezimolekulové interakce se
vytvareji zfejm¢ prostiednictvim hydrofilnich smycéek mezi membranovymi
segmenty M8 a M9 Gerchman, 2001 #4519].

Celkovym aminokyselinovym slozenim se Na'/H'-antiportery dosud
identifikované v rtiznych druzich bakteriich od sebe hodné odliSuji. Antiportery
sekvencné podobné NhaA byly klonovany napf. v moiskych bakteriich Vibrio
alginolyticus (Nakamura, et al., 1994) nebo V. parahaemolyticus (Kuroda, et al.,
1994b). Konzervativni zbytky D125, D155, D156 transmembranové ¢asti antiporteru
NhaA z V. alginolyticus jsou podobné jako u NhaA nezbytné pro funkci tohoto
antiporteru (Nakamura, et al., 1995). Narozdil od NhaA zE. coli, jsou vSak
antiportey z Vibrii inhibovany amiloridem, latkou specificky inhibujici antiportery

z rodiny zivocisnych antiporterti (Kuroda, et al., 1994a).
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1. 4.2 Na'/H'-antiportni systémy kvasinek

Do stale rostouci rodiny Na'/H -antiporterd plazmatické membrany
kvasinek patfi v soucasné dobé nékolik genli izolovanych ze ¢tyt druht kvasinek: S.
pombe, Z. rouxii, S. cerevisiae a C. albicans.

Prvni gen (sod?2) pattici do této rodiny byl klonovan v osmosenzitivni délici
se kvasince S. pombe (Jia, et al., 1992). Gen sod2 (obsahuje 77 nukleotidii dlouhy
intron) koduje z celé rodiny nejkratsi Na"/H -antiporter sod2p (468 aa, viz. kap. 1. 4.
2. 1), ktery je zatim jedinym identifikovanym systémem v S. pombe eliminujicim
toxické kationty Na" a Li" zbunék a uréuje tak jejich toleranci k solim. Protoze
mutantni kmeny S. pombe postradajici gen sod2 nemohou rist na médiich s pH
vy$§im neZ 6,5, antiporter sod2p se v S. pombe ziejm& podili na regulaci
vnitrobunééného pH (Jia, et al., 1992). Nedavno byl dokoncen projekt sekvenovani
genomu S. pombe, pticemz v sekvenci (http://www.sanger.ac.uk/Projects/S pombe/)
byl nalezen jesté jeden otevieny cteci ramec (CPAI) koédujici pravdépodobné
Na'/H -antiporter. Zatim vSak neni jisté, zda je tento gen vS. pombe viibec
exprimovan.

Pokud jsou buniky S. pombe péstovany delsi dobu za pritomnosti LiCl, jejich
tolerance k LiCl/NaCl se zvysi. Divodem ziskané rezistence je, Ze v genomu
S.pombe dochdzi k amplifikaci useku DNA obsahujiciho gen sod2, coz vede ke
zvyseni 1 poctu kopii prenaSece v bunce (Jia, et al., 1992). Tento proces slouzi
v soucasné dobé jako velmi uzite¢ny model pfi studiu mechanismu amplifikace DNA
v eukaryotnich buiikach (Albrecht, et al., 2000; Patterson, et al., 1999).

Pti charakterizaci sod2p v S. pombe, imunofluorescencni mikroskopie
bun¢k nesoucich pfenaSe¢ sod2p znaceny hemagglutininem ukdzala, ze tento
transportni systém neni v plasmatické membrané distribuovan rovnomérné, ale
nachdzi se zejména na koncich podlouhlych bunék. Vyznam této nerovnomérné
distribuce sod2p neni zcela objasnén (Dibrov, et al., 1997). Na zéklad¢ analogie
s bakterialnim pfenasecem NhaA (kap. 1. 4. 1), byly vsod2p identifikovany
aminokyselinové zbytky dulezit¢ pro jeho transportni funkci. Jednd se o tii
aspartatové zbytky (D241, D266, D267) a jeden zbytek histidinu (H367) (Dibrov, et

al., 1998). Tyto aminokyseliny jsou dobie zachovany i u jinych pienasect rodiny a
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jejich pravdépodobnd pozice je vyznacena v modelu pienaSece Nhalp z S. cerevisiae
na obr. 1. 5. Mutace zbytki D266, D267 vede kneschopnosti pienaSece
transportovat Na', zatimco vystup Na' z bun&k nesoucich pfenase¢ s mutaci zbytku
D241 je stejny jako v bunikach s nemodifikovanym sod2p. Tyto buiiky v§ak nemohou
rust na médiich za pfitomnosti LiCl. To naznacuje, ze prenaSe¢ je pravdépodobné
schopen rozliSovat mezi témito kationty. Podobné vysledky byly ziskdny také pfi
studiu Nhalp z S. cerevisiae (viz. nize). Pfenase¢ sod2p byl funkén€ exprimovan 1
vkmeni S. cerevisiae postradajicim geny kodujici Na'-ATPazy (enal-4A)
(Hahnenberger, et al., 1996).

Kvasinka Z. rouxii patfici mezi osmotolerantni druhy kvasinek, je schopna
rust za pritomnosti vysokych koncentraci cukrii a soli (az 3M NaCl) (Onishi, 1963).
Osmotolerance Z. rouxii k solim (vyplyvajici z udrZzovani nizké koncentrace NaCl
v buiikach) je zajisténa hlavné ¢innosti Na'/H -antiporteru v plasmatické membrang.
V kmeni Z. rouxii ATCC42981 byly identifikovany dva homologni geny (Z-SOD2,
7Z-SOD22) kédujici Na'/H -antiportni systémy (Iwaki, et al., 1998; Watanabe, et al.,
1995). Ackoliv oba geny byly funkéné exprimovany v kmeni S. cerevisiae (enal-
44), k celkové toleranci Z. rouxii k solim pfispivd zejména Z-SOD2. Transkrip¢ni
produkt genu Z-SOD22 se nepodafilo v buitkdch Z. rouxii viibec detekovat (Iwaki, et
al., 1998). V genomu Z. rouxii byl na zékladé¢ homologie s genem S. cerevisiae ENAI
(kap. 1. 2. 1) charakterizovan i gen ZENAI kédujici Na™-ATPazu. Tato ATP4za se,
na rozdil od S. cerevisiae, kde ATP4za Enal je hlavni systém eliminujici Na" (Li")
z buné€k, podili na celkové toleranci Z. rouxii velmi malo (Watanabe, et al., 1999).

V kapitole 1. 2. 1 bylo jiz uvedeno, ze schopnost ristu modelové kvasinky
S. cerevisiae na médiich obsahujicich sole alkalickych kovii je castecné dana
piitomnosti Na'/H -antiporteru Nhal. Nhalp patii do rodiny antiportert
z plazmatické membrany kvasinek (obr. 1. 4) a je v S. cerevisiae exprimovan
kostitutivné (gen NHA1 (Prior, et al., 1996)). Jak je popsano v kap. 1. 2. 1, Nhalp je
schopen transportovat pies plazmatickou membranu nejen kationty Na™ a Li', ale
také K (jedna se tedy o Na', K'/H -antiporter) a spole¢né s ATP4azou Enal se podili
na udrzovani stalych koncentraci K™ a Na" uvniti bunék (kap. 1. 2. 1, (Bafiuelos, et
al., 1998)). Pivodné byl gen NHAI ziskén z genové banky S. cerevisiae ve zkracené
formé¢ (na 3’ konci byl kratsi asi o 300 nt) (Prior, et al., 1996) (obr. 1. 5). Zkracena
verze 1 kompletni gen byly exprimovany v mutantnim kmeni S. cerevisiae B31 velmi

citlivém k solim alkalickych kovii (postrada geny kodujici Na'™-ATPazy i samotny
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prenase¢ Nhalp, enal-4A nhalA) a piekvapivé bylo zjisténo, ze buiiky obsahujici
zkracenou verzi Nhalp (dlouhou 888 aa) byly tolerantnéjsi k NaCl nez bunky
s kompletnim pienaSeCem (985 aa) (Bafiuelos, et al., 1998). Tento rozdil se projevil i
pfi pfimém méfeni transportni aktivity. Vystup Na' z bun&k byl v piipadé verze
Nhalp s 888 aa vyssi (Bafiuelos, et al., 1998). Navic bylo zjisténo, ze pii nahlém
zvySeni vnitrobunécného pH antiporter Nhal zprostiedkovava rychly vystup kationtt
K", coz naznaéuje jeho roli v regulaci vnitrobundéného pH (Bafiuelos, et al., 1998).
To bylo potvrzeno také pfimo méfenim pH cytoplasmy v buiikdch obsahujicich gen
NHAI a v buikach, u nichZ byl gen NHAI deletovan (nhalA) (Sychrova, et al.,
1999).

Zcela nedavno vysla publikace, v niz se autofi zabyvaji mimo jiné také
studiem aminokyselinovych zbytka dilezitych pro transportni aktivitu Nhalp. Byly
analyzovany aspartatové zbytky D241, D266 a D267. Podobné jako v piipad¢ sod2p
S. pombe, mutace zbytkli D266 a D267 vedla k neschopnosti pfenaSece transportovat
sodné kationty, zatimco transport K' nebyl ovlivnén. Naopak ziména
zbytku aspartatu za asparigin v pozici 241 neméla vliv na transport Na', ale snizovala
transportni aktivitu pro draslik (Simoén, et al., 2001). Opét to naznacuje schopnost
pfenaSece rozeznat dva rozdilné kationty.

Dalsi gen kédujici Na'/H -antiporter (CNHI) patfici do této rodiny byl
izolovan z kvasinky C. albicans (kmen SC5314), gen CNHI (Soong, et al., 2000).
Kvasinka C. albicans je vyznamny lidsky patogen existujici ve dvou formaéch,
jednobunééné nebo vldknité, tj. patogenni. Pfechod mezi obéma formami je ovlivnén
zménami ve vn&jS$im prostiedi, jako jsou pH, dostatek Zivin nebo teplota (Odds,
1985). Delece genu CNHI ma v C. albicans maly vliv na toleranci bun¢k k NaCl
nebo LiCl, vede vSak k retardaci jejich rastu a k prodlouzeni bunék (Soong, et al.,
2000). Funkce Na'/H -antiporteru by tedy mohla ovlivitovat morfogenezi bunék C.
albicans.

Exprese genu CNHI v mutantnim kmeni S. cerevisiae B31 (enal-44 nhal A)
zvysila toleranci buné€k jak k LiCl, tak k NaCl a opét mutace konzervativnich zbytkt
D266 a D267 méla negativni dopad na schopnost pfenasede transportovat ionty Na"
(Soong, et al., 2000). Tyto dva aminokyselinové zbytky se tak zdaji byt velmi

dobrymi kandidaty na vazebné misto kationtl sodiku.
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1.4.2.1 Srovnani struktury a vlastnosti Na'/H' antiportnich systémi

plazmatické membrany kvasinek

Vsechny antiportery patiici do rodiny Na'/H' antiporterd plazmatickych
membran kvasinek vykazuji podobné strukturni vlastnosti (obr. 1. 5 v kap. 1. 4).
V tabulkach 1. 1 a 1. 2 jsou uvedena podrobn¢jsi srovnani strukturnich parametrt a
procentudlné vyjadiena srovnani aminokyselinovych sekvenci vybranych zastupcii
této rodiny.

Z uvedenych udajii vyplyva, ze prenasSeCe se shodné skladaji z kratkého
hydrofilniho N-konce a transmembranové hydrofobni casti (pravdépodobné s 12
transmembranovymi segmenty). Sekvence v téchto uUsecich jsou si podobné i
z hlediska srovnani aminokyselinovych sekvenci (tab. 1. 2). PfenaSece se vSak
vzajemné znacné odliSuji v délce i aminokyselinovém slozeni svych C-koncovych

domén.

Tab 1.1 Primarni struktura proteinti Na'/H -antiportnich systémii kvasinek.

Délka (aa)
tms +
Kmen Antiporter| celkem N-konec [ smycky [ C-konec
Sp (972h") sod2 468 11 414 43
Zr (ATCC42981) | Z-Sod2 791 11 417 361
Sc (X1278b) Nhal 985 12 419 554
Ca (SC5314) Cnhl 796 11 419 366

Tab 1.2 Podobnost aminokyselinovych sekvenci Na'/H -antiportnich systémil

kvasinek
% identity
(celkové / tms+smyCky / C-konce)
Antiporter | sod2p Z-Sod2p Nhalp Cnhlp

sod2p 100 |41,6/44.0/34,9(40,8/43.2/30,2| 42,4/44.8/33,3

Z-Sod2p 100 58,6/76,6/34,2] 46,0/653/26,4

Nhalp 100 49,2 /69,9 /36,6
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(tuéné — % identity pfi srovnani celych sekvenci, podtrzené — % identity pfi srovnani N-
koncovych transmembranovych useki, prolozené — % identity pii srovnani sekvenci

hydrofilnich C-koncovych domén)

Ze srovnani jednotlivych ¢lentl rodiny a z poznatkl uvedenych v kapitole 1.
4. 2 je mozné poukézat na vyjimecné postaveni nejdelsiho proteinu této rodiny -
antiporteru Nhalp z S. cerevisiae a zejména jeho neobvykle dlouhého C-konce (554
aminokyselin, tj. 56,2 % celého proteinu, Tab. 1. 1).

(1) Narozdil od ostatnich ptenasecii z S. pombe, Z. rouxii a C. albicans, o
nichz se predpokladd, Ze transportuji pouze sodik a lithium, je Nhalp schopen
transportovat také draselné kationty (Bafiuelos, et al., 1998). Pro tuto vyjimecnou
substratovou specifitu Nhalp by mohl byt vyznamny extrémné dlouhy C-konec
pienaSece.

(i1) Jak bylo zminéno v kap 1. 4. 2, bunky nesouci ptivodné klonovany gen
NHAI, kratsi na 3° konci asi o 300 nukleotidt (Prior, et al., 1996), byly tolerantné&;jsi
k NaCl i LiCl nez buiiky s kompletnim NHA 1 (Bafiuelos, et al., 1998), proto C-konec
Nhalp by tak mohl ovliviiovat transportni aktivitu pfenasece, podobné jako bylo
pozorovano u jinych typu transportnich proteinti (napf. u pfenaSeci aminokyselin
v kvasinkdch Gaplp (Stanbrough a Magasanik, 1995) a Bap2p (Grauslund, et al.,
1995; Omura, et al., 2001), u H'-ATPazy plazmatické membrany kvasinek nebo
rostlin (Palmgren, et al., 1991; Portillo, et al., 1989) nebo u Na'/H' antiportnich
systéml zivocichti (kap. 1. 4. 4)). Navic, C-konec proteinu Nhalp by se mohl
ucastnit n¢jaké signalizace analogicky jako C-konce membranovych proteinti Snf3p
a Rgt2p, signalizujicich mnoZstvi glukosy v médiu (Lafuente, et al., 2000; Ozcan, et
al., 1998) nebo jako Ssylp, ktery prostfednictvim svého N-konce monitoruje vnéjsi
koncentraci aminokyselin (Klasson, et al., 1999).

(ii1) Jelikoz bylo zjisténo, ze Nhalp ovliviiuje vnitrobunééné pH (Sychrova,
et al.,, 1999), dlouhy C-konec proteinu by se mohl podilet na této jeho funkci,
podobné jako napft. u Zivocisného antiporteru NHE1 (Wakabayashi, et al., 1992).

Vsechny uvedené antiportery z kvasinek S. pombe, Z. rouxii a C. albicans
byly funkéné exprimovany v kmenech S. cerevisiae, avSak za pouziti riznych
expresnich systému (rizné vektory a promotory). Také jejich pfipadna substratova

specifita, ani transportni aktivita nebyly nikdy pfimo stanovovany. Byla pouze
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sledovana tolerance bunék exprimujicich tyto geny k vysokym koncentracim NaCl a

LiCL
1. 4.1 Rostlinné Na'/H" antiportery

Vlivem zhorSovani zivotniho prostfedi dochazi neustdle ke zvySovani
koncentrace soli (NaCl) v pudach (Serrano, et al., 1997), coz nepfiznivé plisobi na
rist a rozmnozovani rostlin. Zavaznym disledkem pak je snizovani rostlinné
produkce v zeméd€lstvi. Proto je studium transportnich systémii zodpovédnych
v rostlinnych bunikach za jejich toleranci k solim velmi vyznamné a ziskané poznatky
mohou vést ke zlepSovani odolnosti rostlin k NaCl. Tak jako S. cerevisiae je
modelovym organismem u kvasinek, modelem pro studium procesii probihajicich
pfimo v rostlinnych bunkdch je hojné rozSifend rostlina huseni¢ek Thaliv
(Arabidopsis thaliana).

V rostlinnych bunkach funguji podobné mechanismy (kap. 1. 2. 1 a 1. 3)
zajist'ujici toleranci k NaCl jako v buiikach kvasinek (Serrano a Rodriguez-Navarro,
2001). Toxické kationty Na® mohou do bunék vstupovat pravdépodobné
prostiednictvim iontovych kandlti nebo vysokoafinitnich transportnich systémua pro
draslik (rodina HKT), které vykazuji rizny stupefi aktivity pro kationty Na'
(Rodriguez-Navarro, 2000; Uozumi, et al., 2000). Nizka hladina sodnych kationt
v cytoplazmé je zajistovana piitomnosti dvou Na'/H -antiporterti (rostlinné buiiky
postradaji Na™-ATPazu) lokalizovanych v plasmatické membrané a ve vakuole. V 4.
thaliana je Na'/H -antiporter plasmatické membrany kédovan genem SOS! (Shi, et
al., 2000) a vakuolarni antiporter genem AtNHXI (Apse, et al, 1999). Oba
transportni systémy patii svou primarni strukturou spiSe do rodiny ZzivociSnych
antiportert (obr. 1. 4). V genomu Arabidopsis existuje vice nez 40 genl
kédujicich homologni Na'/H -antiportery (Maser, et al., 2001). Homologni antiporter
byl klonovan také napt. v ryzi (Oryza sativa, gen OsNHX1, (Fukuda, et al., 1999)).

Antiporter SOS1 je v bunikdch nezbytny pro zachovéani homeostdze nejen
kationti Na', ale i K' a mozna je, tak jako Nhalp v S. cerevisiae, schopen
transportovat draslik (Zhu, et al., 1998). Stejné€ jako Nhalp se SOS1 vyznacuje velmi
dlouhou C-koncovou hydrofilni doménou (tvoii 61 % celého proteinu) dulezitou pro

funkci pfenasece (Shi, et al., 2000). Gen SOS! vsak neni konstitutivni (narozdil od

36



NHAI), ale za pritomnosti NaCl dochazi ke zvySeni jeho exprese, na némz se
pravdépodobné podili komplex proteinkindz SOS3-SOS2 (Shi, et al., 2000). Pfenasec¢
SOS1 je exprimovan zejména v pletivech na okraji xylému, coZz naznacuje jeho
vyznam pro homeostazi kationtii Na™ a K' v téchto &astech rostliny (Zhou, et al.,
2000).

Na'/H -antiporter AtNHX1 (538 aa) byl identifikovan na zakladé
homologie s antiporterem Nhx1 v S. cerevisiae (Gaxiola, et al., 1999; Quintero, et
al., 2000) a vlastnosti obou pfenaSeci maji podobné rysy (nizkoafinni
elektroneutralni transportni systémy inhibované amiloridem). Rostlinny AtNhx1p je
schopen pln¢ funkéné nahradit chybéjici Nhx1p v S. cerevisiae (Darley, et al., 2000).
A. thaliana nepatii mezi rostliny dobfe rezistentni k NaCl, ale jeji toleranci lze zvysSit
nadmérnou expresi genu AtNHXI (Apse, et al., 1999). Ptitomnosti NaCl je exprese
AtNHX1 indukovana pouze v nékterych castech rostliny (listy) (Quintero, et al.,
2000). Avsak vice nez detoxifikace je hlavni funkci AtNHX1 v rostlinnych bunkach
regulace pH vakuoly (Darley, et al., 2000). To bylo velmi dobie ukdzano napft. pii
studiu funkce homologniho antiporteru InNNHX1 v japonském svlacci Ipomea nil, u
n¢hoz dochazi pifi rozkvétani vlivem zvySeni pH ve vakuole ke zméné barvy
(poupata jsou nacervenala az purpurova, zatimco kvéty jsou modré). V mutantni /.
nil postradajici gen InNHXI neni tato zména pH dostateCnd a kvéty zlstavaji
purpurové (Yamaguchi, et al., 2001). Exprese genu InNHXI se znacné zvySuje
dvandct hodin pted rozkvétem (Yamaguchi, et al., 2001).

Poznani, ze systémy pochazejici z bunck kvasinek a z rostlinnych bunck
jsou si velmi podobné, umoznuje v dnesni dobé pouzivat kvasinky jako heterologni
expresni systém pro analyzu strukturnich a regulacnich vlastnosti rostlinnych

Na'/H"-aniporterd.

H' Na

2 Na
3K’

Na', K" - ATPaza
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Obr.1.6 Schématické zndzornéni mechanismu transportu Na'/H -antiporterd

NHE v Zivo¢isnych buiikach.
1.4.1 Zivotisné Na'/H" antiportni systémy

Buiiky zivo€ichil nejsou chranény pfed vnéjsimi zménami osmolarity pevnou
bunécnou sténou jako je tomu u mikroorganismi a rostlin. Jsou tedy mnohem
citlivéjsi na ptsobeni faktorti, které ovliviiuji objem bunék, a pro udrzovani stalého
vnitrobunééného objemu potifebuji velmi piesny regulacni mechanismus.
Nepostradatelnou ulohu v regulaci objemu zivociSnych bunck a vnitrobunééného pH
zastavaji Na'/H -antiportery NHE. Na rozdil od systémt uvedenych v predchozich
podkapitolach, aktivace Na'/H -antiporter v zivo¢isnych buiikach vede ke vstupu
iontdi Na" do bun&k a vyluovani protoni (elektrochemicky gradient sodnych
kationti potfebny pro transport vytvaii napf. Na', K'-ATPaza, coz je schématicky
znazornéno na obr. 1. 6). S mnoha systémy NHE operuje zaroven antiporter CI
/HCOs5". Duisledkem souladu Cinnosti obou transportnich systému je vstup NaCl do
buiiky, coz soucasné vede k pfijmu molekul vody buitkou a naslednému zvétSeni
jejiho objemu. Antiport iontl Na'/H" je nejen potiebny pro regulaci objemu bunék,
ale uplatiuje se také pii zpétné resorpci anorganickych latek v epitelidlnich tkanich
ledvin, tenkého stieva a dalSich orgdnt. Navic vyluCovani protoni vyménou za
kationty Na" je jednim z nejuc¢inngjsich prostiedki, kterym se aktivné metabolizujici
bunky zbavuji nadbytku kyselosti, a zachovavaji si tak stdlou hodnotu
vnitrobunééného pH (Orlowski a Grinstein, 1997; Ritter, et al., 2001).

Sedm réiznych izoforem Na'/H -antiporterti, ozna¢ovanych NHE1-7, bylo
dosud klonovéano v raznych zivociSnych buitkach savci (napf. mys, potkan, kralik,
¢lovek), obojzivelnikid (napf. ropucha, mlok) a ryb (napf. kapr, platys). Jednotlivé
izoformy jsou lokalizovany bud’ v plasmatické membrané¢ bunék (NHEI-5) nebo
v membranach vnitrobunéénych organel (NHE6-7). Izoformy NHEI, NHE6 a
pravdépodobné 1 NHE7 jsou obsazeny ve vSech bunkéch, zatimco ostatni izoformy
jsou exprimovany pouze ve specializovanych tkénich jako jsou vylucovaci a trévici
ustroji nebo mozek. Podobnost aminokyselinovych sekvenci se u jednotlivych
izoforem lisi, od 20-60 %. VSechny se vSak skladaji, jako v ptipadé jiz uvedenych

antiporterti, ze dvou funkénich domén (Wakabayashi, et al., 1992). Obr. 1. 7
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zachycuje model struktury izoformy NHEI1. N-koncovou hydrofobni ¢ast tvoii 12
transmembranovych segmentl. Mezi jednotlivymi ¢leny rodiny ZivociSnych
antiporterti jsou nejvice konzervovany segmenty M3-M12. U antiporteru NHE1 je
asparagin N75 v prvni extracelularni smycce glykosylovan (obr. 1. 7, (Counillon, et
al., 1994)). V dlouhé, méné konzervativni C-koncové doméné bylo identifikovano
nckolik oblasti podilejicich se na regulaci transportni aktivity pienaseci, mezi néz,
jak zobrazuje obr. 1. 7, patii napf. mista, kde dochazi k fosforylaci proteinti riznymi
proteinkindzami, vysoce konzervativni sekvence blizko plasmatické membrany
C*HYGHHH* u NHEI), ktera se uplatiiuje vjemném modulovani funkce
antiporteru v zavislosti na pH, vazebné misto pro Ca**/kalmodulin, misto citlivé na
hladinu ATP v bunikéch a dalsi Gseky, o nichZ se predpoklada, Ze interaguji s jinymi
proteiny v bunice (Orlowski a Grinstein, 1997; Wiebe, et al., 2001).

Amiloruha
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Obr. 1.7 Schématické vyjadfeni charakteristickych strukturnich rys lidského
Na'/H" antiporteru NHE1 (N = glykosylace, CaM-A a CaM-B = vysoko-
a nizkoafinni vazebna mista pro kalmodulin, P = mista fosforylovana

proteinkinazou C, CHP-R = vazebné misto pro protein CHP homologni
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ke kalcineurinu B vaziciho kationty Ca®’, VOL = funkéni doména
reagujici na zmény bunééného objemu, ATP? = pravdépodobné misto
citlivé na uroven hladiny ATP nebo PIP, v cytoplazmég). Pievzato z
(Orlowski a Grinstein, 1997). Nedavno byla struktura transmembranové
Casti NHE1 upfesnéna: hydrofilni smycky mezi membranovymi
segmenty 4 a 5, 8 a9, 11 a 12 jsou CasteCné zanofeny do membrany a
jsou ziejmé dostupné z obou stran membrany, coZz naznacuje jejich

potencialni roli v transportu ionti (Wakabayashi, et al., 2000).

Transport kationtli prostiednictvim Zivoéisnych Na'/H -antiporterd je
elektroneutralni (stechiometrie 1:1) (Aronson, 1985). Extracelularni vazebné misto
neni selektivni pouze pro kationty Na', ale se sodnymi ionty mohou o vazbu sout&Zit
také protony a kationty Li'. Naopak, draselné kationty nejsou transportovany
(vyjimku tvofi nové objeveny NHE7) a u nékterych izoforem dochéazi piimo
k inhibici transportni aktivity v pfitomnosti draselnych kationti (NHEI). Na
transportni aktivitu NHE2, NHE3 a NHES5 nemaji kationty K zadny vliv (Orlowski,
1993; Szabo, et al., 2000). Aminokyselinové zbytky dutlezit¢é pro vazbu
transportovanych kationti vSak nebyly dosud piesné urceny. Kompetitivnim
inhibitorem pfenasecii patiicich do rodiny antiporteri NHE je diuretickd latka
amilorid nebo jeho analogy a také benzoylguanidiniovymi slouceninami. Vazebna
mista pro tyto latky jsou umisténa zejména v transmembranovych segmentech M4 a
M9 (obr. 1. 7). Citlivost jednotlivych izoforem k témto latkdm je vSak razna
(amilorid: NHEI>NHE2>>NHE3>NHE4 (Noél a Pouyssegur, 1995)). Jak bylo
zminéno v uvodu kapitoly 1. 4, transport pomoci Na'/H -antiporterti je fizen
chemickymi gradienty kationtll Na” a H" pfes membranu a nevyzaduje tedy piimo
spotfebu energie, presto se zd4, ze hladina intracelularniho ATP ovliviiuje aktivitu
prenase¢tt NHE (Wakabayashi, et al., 1997). Nedavno bylo publikovano, zZe citlivost
NHE1 na nedostatek ATP je Castetné zpiusobena nedostatkem fosfatidylinositol-
bisfosfatu (PIP,), jehoz hladina v se builkkich vycerpanim ATP znacné snizuje
(Aharonovitz, et al., 2000). Mimo jiz uvedené regulacni faktory, bylo prokazano, ze
¢innost NHE je regulovéna také mechanickymi vlivy (hyperosmotickym stresem
nebo zvétSenim objemu bunék). Zatimco u izoforem NHEI1, 2 a 4 dochazi zvySenim

osmolarity k aktivaci antiportert, prenaSe¢ NHE3 neni hyperosmolaritou prostiedi
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ovlivnén nebo je dokonce inhibovan (Good, et al., 2000; Soleimani, et al., 1994a;
Soleimani, et al., 1994b).

Zatim nejvice prostudovand izoforma NHEI1 je exprimovana v zivociSnych
organismech prakticky ve vSech builkdch vSech tkani. Tomuto antiporteru se
prisuzuje obecna role v zachovani vnitrobunééného pH a objemu bunck, tzv.
,housekeeping® funkce (Wakabayashi, et al., 1997). Rozmisténi NHE1 v bunkach
neni rovnomeérné a v epitelidlnich butnikach se vyskytuje pouze na bazolatelarni strané
(Noél, et al., 1996; Petrecca, et al., 1999). Jakym zplsobem je aktivita NHE1
regulovana neni zcela presné znamo. Prenase¢ NHE1 je na néckolika mistech
konstitutivné fosforylovan a k dalSim fosforylacim dochazi béhem aktivace napf.
ristovymi hormony (Wakabayashi, et al., 1997). Konstitutivni fosforylace
pravdépodobné napomahaji interakci NHEI s jinymi proteiny. Nékteré piiklady
NHE1-vazebnych proteini (napf. kalmodulinu, proteinu CHP homologniho ke
kalcineurinu B) jsou uvedeny na obr. 1. 7. Aktivace NHEI nastava zménou afinity
k protoniim ihned, pokud dojde ke zméné€ objemu bunék (Krump, et al., 1997), nebo
pokud vnitrobunééné pH klesne pod neutralni pH (Aronson, et al., 1982; Paris a
Pouyssegur, 1983). Bylo prokazano, ze prenase¢ NHE1 hraje v organismu zasadni
role v mnoha fyziologickych procesech, jako jsou napt. bunécna proliferace, obranna
funkce organismu (fagocytoza), dychani (regulace objemu povrchové tekutiny
v dychacich cestach), ¢innost srdce a mozku (Ritter, et al., 2001). Odstranéni tohoto
antiporteru neni sice pro organismus letalni, ale u transgennich mysi postradajicich
antiporter NHE1, oznacuji se SWE (Slow Wave Epilepsy), dochazi k retardaci ristu,
poruse koordinace pohybu a po odstaveni od matky se u nich vyskytuji zachvaty
epilepsie (Bell, et al., 1999).

Izoforma NHE2 byla identifikovana zejména na apikalni strané epitelidlnich
bunék tkani ledvin, tenkého stfeva a v kosternim svalstvu (Malakooti, et al., 2001;
Wakabayashi, et al., 1997). V C-koncové doméné této izoformy se nachazeji dva
useky bohaté na aminokyselinové zbytky prolinu (tzv. SH3 domény) dulezité ziejmée
pro lokalizaci proteinu v membrané (Chow, 1999). Fyziologickd funkce NHE2
v organismu vSak neni dosud zcela objasnéna, pravdépodobné doplituje funkce
antiporteru  NHE3. Ten se v zivociSnych organismech nachdzi zejména v
epitelidlnich tkdnich tenkého stfeva a ledvin, na apikalni strané bun€k (Wakabayashi,
et al., 1997). U transgennich mys$i postradajicich tento antiporter dochéazi ke snizeni

krevniho tlaku, jsou aciddézni a vykazuji defekty v absorpci latek ve stievu i1
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v ledvinach. Pienase¢ NHE3 se tak zda zodpovédny, vzhledem k jinym izoformam
(NHE1, 2, 4), za vétSinu absorp¢nich procesii probihajicich v téchto organech
(Schultheis, et al., 1998). Regulace aktivity NHE3 je naprosto odlisna od izoformy
NHE1. Zmény aktivity nenastdvaji zménami jeho afinity k vnitrobunéénym
protoniim jako v ptfipadé NHEI, ale dochazi ke zménam velikosti maximalni
rychlosti transportu (Nath, et al., 1996). Pti studiu lokalizace NHE3 v jednotlivych
buiikkdch bylo zjisténo, Ze se vyskytuje jak v plasmatické membrané tak i1 v
membranovych vaccich uvnitt bunék (D'Souza, et al., 1998). Jeho aktivita je spise
regulovana piesunem jednotlivych molekul pfenaSeCe mezi plazmatickou
membranou a endosomy v buiice (Kurashima, et al., 1999). Tento proces i samotna
aktivita NHE3 je zavisla na organizaci cytoskeletu (hlavné aktinu) (Chalumeau, et
al., 2001; Szaszi, et al., 2000). Nedavno bylo publikovdano, ze NHE3 existuje
v ledvinovych buiikach ve dvou formach, volné aktivni forme (v membran¢) nebo v
neaktivni form¢ vdzané na molekulu receptoru megalinu lokalizované
v mikrodoménéch uvnitt bunky (Biemesderfer, et al., 2001).

Ackoliv zavislost rychlosti transportu na koncentraci Na' sleduje u ostatnich
izoforem hyperbolickou kiivku Michaelise a Mentenové, ctvrtda izoforma NHE4
vykazuje zavislost sigmoidni, coz naznacuje moznost allosterické aktivace tohoto
pfenaSece nebo jeho spolupréce s jinymi proteiny (Bookstein, et al., 1996). Tato
izoforma je roz§ifend zejména v zaludku a v ledvinach, nepatrné také ve stievu a v
mozku v hippocampu (Wakabayashi, et al., 1997). V kife ledvin jsou bunky
normdln¢ vystaveny velmi hyperosmotickému prostiedi, proto se predpoklada, ze
antiporter NHE4 zde zfejmé& zastava specializovanou funkci v zachovéani bunééného
objemu (Bookstein, et al., 1996; Chambrey, et al., 1997).

Izoforma Zivoéisnych Na'/H -antiporter NHES, nejvice podobna NHE3, se
nachazi hlavné v neepitelidlnich tkdnich v mozku, malé mnozstvi této izoformy bylo
detekovano také ve slezin¢, varlatech a kosternim svalstvu (Klanke, et al., 1995).
Zajimavosti u tohoto pienasece ovliviiujiciho pravdépodobné ¢innost mozku je, ze je
velmi citlivy na pfitomnost kationtd Li~ a jeho transportni aktivita je kompletng
inhibovana pfti vyCerpani ATP v bunikach (Szabo, et al., 2000).

Na'/H -antiporter NHE6 byl detekovan ve vnitfni membrané mitochondrii,
zejména v tkdnich mozku a kosterniho svalstva. Zajistuje vylucovani sodnych

kationtd z alkalického matrix metabolicky aktivnich mitochondrii, ¢imz vyznamné
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prispiva k regulaci objemu téchto organel a nepiimo se pravdépodobné podili na
usnadnéni vystupu Ca*" a NH;" z matrix (Numata, et al., 1998).

Nedavno byl izolovan novy Na'/H -antiporter z lidskych bun&k kostni
diené. Izoforma NHE7 je nejvice podobna mitochondridlnimu antiporteru NHE6
(Numata a Orlowski, 2001). Antiporter NHE7 je lokalizovan v sekrecnich vaccich
trans-sit€¢ Golgiho aparitu a zprostfedkovava vyménou za protony transport jak
kationti Na' tak i K~ smérem dovnitf vackd. Jelikoz draselné kationty jsou
v cytoplazmé zastoupeny mnohem vice nez sodné, za fyziologickych podminek se
ziejmé jedna spise o antiport K'/H'. O jeho fyziologické funkci se zatim moc nevi,
ale mohl by se pravdépodobné podilet na regulaci pH uvnitt sekre¢nich vackl a na
regulaci objemu a morfologie téchto organel (Numata a Orlowski, 2001). Navic by
NHE7 mohl v zivo€iSnych buiikéch zastavat podobnou funkci jako antiporter Nhx1p
v S. cerevisiae, tj. regulace biogeneze a biodegradace proteinti v bunice (Bowers, et
al., 2000).

Z uvedeného ptehledu o zivocisnych antiporterech NHE vyplyva, ze jejich
funkce jsou pro organismus a jeho zdravi velmi dilezité. Bohuzel, je zndmo jen
velmi malo informaci o jednotlivych aminokyselinach, které by ovliviiovaly
transport a mohly tvofit vazebnad mista pro ionty v téchto pienaSeCich. Studium
procest probihajicich v zivoc¢isnych buiikach na molekuldrni Grovni je navic velmi

obtizné, proto se nabizi mozné feSeni — funkéni exprese antiportert v kvasinkach.

2 Cil prace

Cilem této prace, kterd navazuje na piedchozi vysledky studia Na", K'/H -

antiportniho systému Nhalp z kvasinky S. cerevisiae, bylo:

1.  Objasnit vyznam dlouhého C-konce antiportniho ptfenasece Nhal pro jeho

funkci v buiikéch S. cerevisiae.
2. Pomoci heterologni exprese v S. cerevisiae charakterizovat transportni

vlastnosti (substrdtovou specifitu a transportni aktivitu) homolognich

antiportert Na'/H" identifikovanych v jinych kvasinkach (C. albicans, Z.
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rouxii a S. pombe) a porovnat je s transportnim systémem Nhalp zS.

cerevisiae.

3. Pokusit se funkéné exprimovat a piipadné charakterizovat Na'/H -antiportni

systémy plazmatické membrany sav¢ich bun€k v kvasince S. cerevisiae.

2A  Les objectifs

Ce travail a pour point de départ les résultats concernant Na', K'/H -
I’antiporteur Nhalp de la levure S. cerevisiae acquis en majorité dans le laboratoire

de Strasbourg. Trois objectifs ont été définis :

1. Etudier en détail le domaine C-terminal de ’antiporteur Nhalp qui semblait jouer
un role important dans la reconnaissance des substrats de I’antiporteur et dans la

réponse au choc osmotique.

2. Identifier et étudier des Na'/H" antiporteurs orthologues de C. abicans, Z. rouxii,
S. pombe par expression hétérologue chez S. cerevisiae afin de comparer leurs
propriétés de transport (la specificité de substrat et I’activité de transport) a celles

de Nhalp.

3. Exprimer fonctionnellement les cADN de Na'/H -antiporteurs de la membrane
plasmique des cellules de mammiféres dans le contexte hétérologue de
S. cerevisiae afin de tester leurs propriétés de transport sachant qu’ils ont
préférentiellement un réle dans 1’import de Na" alors que la protéine de levure

joue un role dans I’export de Na et de K.

44



3 Material a metody

3.1 Material

Pouzit¢ chemikélie byly vzdy nejvyssi dostupné cistoty, pokud mozno
Sistoty pro molekularni biologii, od firem Sigma (USA) nebo Lachema (CR).
Pouzivané enzymy pro restrikéni §tépeni DNA a DNA ligaci byly, pokud neuvedeno
jinak, od firem Boehringer (USA), Fermentas (Litva), Sigma (USA) nebo Gibco
(USA).

3. 1.1 Kultivaé¢ni pudy

Pro ptipravu médii byly pouzivany komeréné pfipravené smési od firmy
Difco (USA). Pro péstovani bakterii byly pouzivany tekuté nebo pevné pidy LB (1
% Bactotryptone, 0,5 % Yeast extract, 1 % chlorid sodny, pH 7,5), do nichz
v ptipad¢ potteby byl pfidavan ampicilin (100 pg/ml) nebo kanamycin (40 pg/ml).
Kvasinky byly kultivovany ve standardnich médiich YPG (1 % Yeast extract, 2 %
Bactopeptone, 2 % glukosa) nebo YNB (1 % Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids,
2 % glukosa) obsahujicich v ptfipadé potieby auxotrofni slouceniny (15 pg/ml).

3. 1. 2 Kmeny bakterii a kvasinek

Pro selekci a amplifikaci plazmidové DNA byl pouzivan kmen bakterii E.
coli XL1-Blue (genotyp: supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi reldAl lac
F'[proAB” lacl® lacZAM15 Tnl0(tet)]). Kmen E. coli nesouci mutaci v genu dam,
ktery koduje enzym metylujici adenin v pozici N°® v sekvenci DNA 5°-GATC-3’, byl
pouzivan v piipadé, Ze izolovand DNA byla Stépena restrikénim enzymem Clal
(stepi pouze DNA nemetylovanou enzymem dam).

Pro expresi genli a charakterizaci byly pouzivany mutantni kmeny S.

cerevisiae B31 (genotyp: enalA::HIS3::ena4A nhalA::LEU2 (Bafiuelos, et al.,
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1998) a JYM2 (genotyp: enalA::HIS3::ena4Aimp2A::LEU2 (Masson a Ramotar,
1998)), odvozené od divokého kmene W303.1A (MATa leu2-3/112 ura3-1 trpl-1
his3-11/15 ade2-1 canl-100) (Wallis, et al., 1989)) a YSH (genotyp: hoglA::LEU2
(Rep, et al., 1999b), odvozeny od divokého kmene W303.1B (MATea leu2-3/112
ura3-1 trpl-1 his3-11/15 ade2-1 canl-100) (Wallis, et al., 1989)).

Pro expresi pienaSeCe ZrSod2-22p byly pouzivany tyto divoké kmeny S.
cerevisae: YPH250, (mutant ura3 divokého kmene S288C (Sikorski a Hieter,
1989)); canl lypl ura3A( mutant ura3 divokého kmene X1278b, (Sychrova a
Chevallier, 1993)); ura3A trpl-4 (mutant ura3 divokého kmene FL100 (Lacroute,
1968)). Genomova DNA z kmene FL100 byla pouzita také pro amplifikaci usekt
DNA odpovidajicich genu NHAT.

Pro klonovani Na/H -pfenase¢i byla genomovd DNA izolovana z kmenti

C. albicans MEN (Schep, et al., 1995), Z. rouxii CBS732 a S. pombe 972h".

3. 1.3 Vektory

V préci byly pouZzivany tyto vektory:

YEp352 (5,18 kb, URA3, 2, Amp®, ori) je podvojny mnohokopiovy vektor
pro klonovani v E. coli av S. cerevisiae (Hill, et al., 1986).

p426 ADH (7,46 kb, URA3, 2p, Amp®, ori) je podvojny mnohokopiovy
vektor odvozeny z vektoru pRS426 (Sikorski a Hieter, 1989) obsahujici konstitutivni
promotor z genu kédujiciho alkoholdehydrogenazu (promotor ADH) a terminator z
genu pro cytochrom-c-oxidazu (terminator CYC/) (Mumberg, et al., 1995).

p416 GPD (5,80 kb, URA3, 2n, Amp", ori) je podvojny centromerovy
vektor odvozeny z vektoru pRS416 (Sikorski a Hieter, 1989) obsahujici konstitutivni
promotor z genu kodujiciho glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazu (promotor GPD) a
termindtor z genu pro cytochrom-c-oxidazu (terminator CYC/I) (Mumberg, et al.,
1995).

pGRU1 (5,84 kb, URA3, 2u, GFP, Amp®, ori) je podvojny mnohokopiovy
vektor odvozeny z vektoru pUC19 (Yanisch-Perron, et al., 1985). Za polylinkrem
nasleduje ¢cDNA genu z meduzy Aequorea victoria kbédujici zeleny fluorescenéni
protein GFP. Vektor slouzi ke konstrukci proteini znacenych na C-konci GFP (dar

od Dr. B. Daignan-Forniera).
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YEp357R (5,50 kb, URA3, 2, lacZ, Amp", ori) je podvojny mnohokopiovy
vektor vhodny pro testovani promotord kvasinek. Umoznuje fazi sekvence
promotoru s kodujici sekvenci genu lacZ pro -galaktosidazu z E. coli (Myers, et al.,
1986).

pXAl je odvozen od YEp357R, do n¢hoz pted sekvenci genu lacZ byl
klonovan usek DNA (-674 az +62 nt) odpovidajici promotoru a pocate¢nim 62 nt
genu NHA z kvasinky S. cerevisae (dar od Dr. M. A. Bafiuelos).

pCSMEmyc je plasmid obsahujici kompletni gen NHAI s vlastnim
promotorem a sekvenci c-myc ptipojenou na 3’ konci (Bafiuelos, et al., 1998).

pBK-CMV-CNH1 je plasmid obsahujici tsek genomové DNA (4,0 kb) z
kvasinky C. albicans SC5314, ktery obsahuje gen kddujici prenasec¢ Cnhlp (Soong,
et al., 2000).

pCRII-TOPO je vektor, ktery je soucasti soupravy TOPO TA Cloning Kit
(Invitrogen, USA), ktery umoziuje rychlé klonovani produkti po PCR s Taq
polymerazou.

pCMV-NHE1, pCMV-NHE2 a pCMV-NHES3 jsou odvozeny od plasmidu
pCMYV, vhodného pro expresi genl v zivociSnych buiikach, a obsahuji kompletni
cDNA geni NHE1, NHE2 a NHE3 z potkana (Rattus norvegicus) (Collins, et al.,
1993; Orlowski, 1993) (dar od RNDr. J. Pachy, CSc.).

3.2 Metody

Tato kapitola zahrnuje seznam vSech pouzitych metod. Detailngji jsou

popsany pouze metody neuvedené v publikacich ¢. 1-4.

3.2.1 Molekularné-biologické metody

Izolace DNA z E. coli a z kvasinek

Plasmidova DNA z bakterii byla izolovéna tzv. ,,boiling* metodou (Holmes
and Quigley, 1981) nebo v pfipad€ potfeby vétstho mnozstvi Cisté pDNA byla
pouzita souprava od firmy Bio Rad (USA) — Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit.

Z kvasinek byla plasmidova nebo genomova DNA izolovana podobnym postupem
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zalozenym na rozbijeni bun¢k pomoci sklenénych kuli¢ek ve smési fenolu a

chloroformu (Hoffman a Winston, 1987).

Manipulace s DNA
Purifikace a precipitace DNA, restrik¢ni Stépeni, modifikace a ligace DNA
in vitro byly provadény podle standardnich laboratornich protokolii (Sambrook, et

al., 1989).

Polymerazova retézova reakce

DNA byla amplifikovana pomoci PCR v pfistroji Eppendorf Master Cycler
5330 (USA) nebo Peltier Master Cycler, PTC-200 MJ Research (USA). Pro
amplifikaci byla pouzivana DNA-polymerdza Pfu (Stratagene, USA) nebo Taq
(Sigma nebo Boehringer, USA). V pfipadé¢ amplifikace cDNA po reverzni
transkripci z S. pombe (viz. niZe) byla pouzita také souprava Expand™ High Fidelity
PCR System obsahujici smés dvou termostabilnich DNA polymerdaz Tagq a Pwo
(Boehringer, USA).

Elektroforetickd analyza DNA, izolace DNA z gelu
K analyze fragmentli DNA po restrikénim $tépeni nebo PCR byla pouZivana
horizontalni elektroforéza v 1 % agar6zovém gelu. Fragmenty DNA z gelu byly

izolovany pomoci soupravy Geneclean II Kit od firmy BIO 101 (USA).

Sekvenovani DNA a analyza sekvenci

Vzdy oba fetézce izolovanych fragmenti DNA byly sekvenovany
v automatickém sekvenatoru dideoxynukleotidovou termina¢ni metodou (Sanger, et
al., 1977) pomoci soupravy Thermo Sequenase Sequencing Kit (Amersham Life
Science Inc., USA). Sekvence DNA 1 proteini byly analyzovany pomoci
softwarového programu Lassergene99 (DNASTAR Inc., USA).

DNA-DNA hybridizace (Southern blot)

Pienos elektroforeticky rozdélené Stépené genomové DNA na nylonovou
membranu a hybridizace s digoxigeninem zna¢enou DNA-sondou byl provadén
podle standardnich protokolti (Sambrook, et al., 1989). Pouzité sondy jsou

vyznaceny na obr. 1 a 2 v publikaci €. 3.
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Transformace kompetentnich bunek E. coli

Kompetentnich buiiky E. coli pro transformaci byly pfipravovany podle
standardniho laboratorniho protokolu (Sambrook, et al., 1989). Pro transformaci
bakterii plasmidovou DNA byla pouzivana elektroporace v pfistroji Bio Rad (USA)
podle navodu vyrobce pii napéti 2,5 kV, odporu 200 Q, kapacité 25 uF, coz

odpovidalo dob¢ impulsu 3,8 — 5 ms.

Transformace kvasinek S. cerevisiae

Buiiky kvasinek byly transformovéany bud’ pomoci metody za pouziti octanu
lithného (Soni, et al., 1993) nebo elektroporaci v pristroji Bio Rad (USA) za
podminek: napéti 1,5 kV, odpor 400 Q, kapacita 125 pF. Casové konstanta nabyvala
hodnot 6,8 — 7,5 ms. Pfed elektroporaci byly buniky rostouci v bohatém médiu YPG
do exponencialni faze ristu (ODgop = 0,8) promyty vodou, inkubovany 15 min
v roztoku 25 mM dithiotreitolu, opét promyty a rozsuspendovany v elektropora¢nim

pufru TpEB (10 mM Tris-HCIL, 0,1 mM MgCl2, 270 mM sacharosa, pH 7.5).

Izolace RNA z kvasinek a reverzni transkripce

Celkova RNA byla z kvasinek S. pombe izolovana z kvasinek za pouziti
diethylkarbonatu (DEPC), inhibitoru ribonukle4dz (Carlson a Botstein, 1982). cDNA
byla syntetizovana reverzni transkripci pomoci soupravy First Strand cDNA

Synthesis Kit od firmy Pharmacia Biotech (USA).

Extrakce proteinii z kvasinek

Proteiny byly izolovany z bunééné kultury v exponencialni fazi rdstu
metodou zalozenou na alkalické 1yzy bunék pomoci Cerstvé ptipraveného roztoku
1,85 M NaOH obsahujiciho 7 % 2-merkaptoetanolu (Maté&jckova, 1997; Silve, et al.,
1991). Proteiny byly nasledné precipitovany 50 % kyselinou trichloroctovou.
Sediment proteint byl promyt roztokem 1 M Tris a rozpustén v roztoku 2 x SB (4 %
dodecylsulfat sodny, 0,1 M Tris, pH 6,8, 4 mM EDTA, 20 % glycerol, 2 %
merkaptoetanol, 0,02 % bromfenolova modf). Ke vzorkiim byly pfidavany inhibitory
proteaz (leupeptin, antipain, chymostatin a pepstatin v kone¢né koncentraci 1 pg/ml,
PMSF v kone¢né koncentraci 2 mM). Po inkubaci 10 min piti 37 °C byly extrakty

rovnou pouzity pro elektroforézu nebo skladovany pii -80 °C.
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Elektroforéza v SDS polyakrylamidovém gelu

Proteiny extrahované z kvasinek byly elektroforeticky déleny (vertikalni
elektroforéza pro analyzu proteini od firmy BioRad, USA) v SDS-
polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Ptipravovan byl standardni
4 % zaostfovaci gel a 10 % délici gel (Hoefer, 1994). Po elektroforéze byly gely
pouzity pro ptenos rozdélenych proteinti na membranu nebo byly barveny v roztoku

0,025 % Coomassie Brilliant Blue R 250 pro vizuélni detekci proteind.

Tab 3. 1Ptehled blotovacich membran a pufri pouzivanych v této praci.

Membrana Vyrobce

PVDF, Immobilon-P | Millipore, Sigma, USA

NC, Immobilon-NC | Milipore, Sigma, USA

ZETA-PROBE BioRad, USA

Blotovaci pufr SloZeni

polosuchy blot 48 mM Tris, 39 mM glycin, 0,075 % SDS, 20 % MetOH
mokry blot 25 mM Tris, 190 mM glycin, 20 % MetOH

CAPS 10 mM CAPS, pH 11 (upraveno pomoci 10 N NaOH)
CAPS-M pufr CAPS obsahujici 10 % MetOH

Hybridizace elektroforeticky rozdelenych proteinii s protilatkou

Pro detekci zkracenych verzi Na'/H -antiporteru Nhalp s pfipojenou
sekvenci epitopu byla pouzita imunochemicka metoda ,,Western blot“, pfi niz jsou
proteiny pfeneseny z gelu na membranu a nasledné detekovany pomoci protilatek.

Pro ptenos proteint z polyakrylamidového gelu na membranu byl nejprve
pouzivan tzv. ,,polosuchy blot“ (Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell, BioRad,
USA). Pouzity postup vrstveni blotovaciho ,sendvice* byl jiz diive popsan
(Kinclova, 1997; Matéjckova, 1997). Byly vyzkouSeny rtizné typy membran a
blotovacich pufrd, viz. tab. 3. 1. Pfenos proteint probihal pfi konstantnim proudu o

velikosti asi 1,5 mA na 1 cm? membrany. Doba ptenosu trvala od 1,5 do 5,5 h.
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Jelikoz polosuchy blot nevedl kuspésné detekci proteind, pro pienos
proteinli byl vyzkousSen také tzv. ,,mokry blot* (Tank Transfer Cell, BioRad, USA;
blotovaci pufr viz tab. 3.1). Blotovaci ,,sendvic* byl postupné vrstven od zaporné
elektrody: houbicka, 3MM filtracni papiry (4 ks), gel, membrana, 3MM filtracni
papiry (4 ks), houbicka. Filtracni papiry, membrana i gel byly pfedem namoceny
minimalné 15 minut v blotovacim pufru. Pfenos proteint z gelu o rozmérech 8 x 5

cm probihal pfi konstantnim proudu 12,5 mA po dobu 15 hod a teploté 4 °C.

Pro imunochemickou detekci pfenasece znaceného epitopem c-myc pomoci
protilatek byl pouzivan stejny postup jako v piipadé detekce pienasece Canlp®™
z kvasinky C. albicans exprimovaného v S. cerevisiae (Kinclova, 1997). Pouzita byla
primarni mys$i monoklonalni protilatka anti-c-myc (Santa Cruz Biotechnology, USA)
a sekundarni anti-mysi IgG protilatka konjugovana s kienovou peroxidazou (Sigma,
USA). Protilatka specificky navdzana na pifenase¢ byla detekovana na principu

chemiluminiscence (souprava ECL, Amersham, USA).

3. 2.2 Biochemické metody

Meéreni transportu a stanoveni vnitrobunécné koncentrace alkalickych
kationtii v bunkdch kvasinek
Postup méfeni vystupu a vstupu alkalickych kationtli a stanoveni
vnitrobun&éné koncentrace Na" a K' v kvasinkach je detailng uveden v publikacich &.
1 a 4. Po kyselé extrakci bun€k byl obsah kationtii v jednotlivych vzorcich stanoven

atomovou absorpcni spektroskopii (Haro, et al., 1991; Rodriguez-Navarro a Ramos,

1984).

Stanoveni aktivity f-galaktosidazy

Ke studiu regulace exprese genu NHAI byla pouzita metoda fize promotoru
NHAI s genem lacZ kodujicim bakterialni enzym [(-galaktosidazu (Yocum, et al.,
1984). Aktivita B-galaktosidazy v bunkach kvasinek odpovidajici expresi pod vlivem
promotoru NHAI byla stanovena metodou permeabilizace bunék a naslednym
meéfenim enzymové aktivity (Sambrook, et al., 1989). Pfidany substrat o-nitrofenyl-

B-D-galaktopyranosid (OMPGQG) se ptusobenim [-galaktosidazy Stépi za uvolnéni zluté
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zbarveného o-nitrofenolu. Métenim absorbance pti 420 nm bylo stanoveno mnozstvi
uvolnéného o-nitrofenolu odpovidajici aktivité¢ B-galaktosidazy (Sambrook, et al.,

1989).

Stanoveni glycerolu

Celkové mnozstvi glycerolu syntetizované v bunikdch obsahujicich rtizné
verze prenaSece Nhalp (publikace €. 1) bylo stanoveno pfesné¢ podle navodu v
souprave pro stanoveni glycerolu (Boehringer, USA). Princip stanoveni spociva
vtom, ze glycerol uvolnény zpermeabilizovanych bunék se pievede pomoci
glycerolkinazy za spotieby ATP na L-glycerol-3-fosfat. ADP, které pti této reakci
vznikd je pouZito v dalsi reakci s fosfoenolpyruvatem. Reakce je katalyzovana
pyruvatkinazou a vznikd pii ni pyruvat, ktery je nasledné redukovan pomoci L-
laktatdehydrogenazy na L-laktat, pficemZ se NADH oxiduje na NAD". Mnozstvi
oxidovaného NADH se ur¢i méfenim absorbance svétla o vinové délce 340 nm a

stechiometricky odpovidd mnozstvi glycerolu.

3. 2.3 Fyziologické metody

Mikroskopie kvasinek

Pro mikroskopickou analyzu bun€k nesoucich proteiny znatené GFP byl
pouzivan 1)  fluorescencni  mikroskop Leica DMRXA s fluorescein
isothiokyanatovym filtrem (FITC) pro GFP nebo filtrem pro pozorovani barvené
DNA a 2) fluorescencni mikroskop Olympus BX60 s filtrem U-MWIB. Pro
konfokalni mikroskopii byl pouzivan laserovy mikroskop Bio-Rad MRC600
s imerznim objektivem (60x, NA = 1,4). Jaderna DNA byla vizualizovana pfimo
v rostouci kultufe bunck (barveni Hoechst 33342, Molecular Probe, USA) nebo po
fixaci bun¢k formaldehydem (barveni pomoci 4,6-diamidino-2-fenylindolem

(DAPI), Molecular Probe (USA)).
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Stanoveni tolerance k solim

Tolerance bun€k kvasinek k alkalickym kationtim za riznych hodnot
vnéjsiho pH byla testovany pomoci kapkovych testi na pevnych médiich YNB
obsahujicich LiCl, NaCl, KCI nebo RbCl jako je popsano v publikaci €. 1.

Sledovani riistu bunék v tekutéem médiu

Rist transformantii kvasinek v tekutém médiu byl sledovan v minimalnim
médiu  YNB-NH; sriznym obsahem soli po dobu 24 hodin. Kultury byly
zaockovany do stejné ODgy = 0,02) z pfedem napéstovaného inokula, kultivovany za
stalého tfepani pii 30 °C a rust byl sledovan méfenim OD pti 600 nm (viz. také

publikace €. 4).

Stanoveni bezvodé bunécné hmotnosti (susiny) bunék

Pii méfeni transportu kationtli v kvasinkach (publikace ¢. 1, 2, 4) bylo
potieba prepocist hodnoty koncentraci kationta v jednotlivych vzorcich na hmotnost
suSiny bun€k. SuSina byla u jednotlivych transformanti kmene B31 stanovena
nasledujicim zptsobem: 250 ml minimalniho média bylo zao¢kovano z inokula do
ODgoo = 0,02 a kultury byly kultivovany za stalého tfepani pfi 30 °C. Béhem rastu,
ktery byl sledovan métenim OD pii 600 nm, byly odebrany ctyfi alikvoty kultury (50
ml). Bunky byly dvakrat promyty vodou, rozsuspendovany v 1 ml ledové vody a
pieneseny do piedem zvazenych minizkumavek. Zkumavky byly umistény po dobu 4
h v susarné pii teplot€¢ 90 °C. Po vychladnuti byly minizkumavky zvaZeny a od
ziskanych hodnot byly odecteny hmotnosti prazdnych minizkumavek. Takto ziskané
hodnoty susin byly vyneseny do grafu proti hodnotam ODggg, pii kterych byly
alikvoty odebirdny, a z linedrni zavislosti byla stanovena hmotnost suché vahy bunék
odpovidajici ODgoo = 1,0. JelikoZ se jednalo o buniky stejného kmene S. cerevisiae
(B31), ve vsSech ptipadech bylo dosazeno stejného vysledku, kdy ODgpo = 1,0
odpovidala susina 0,85 mg/ml. Tato hodnota byla pouzivdna pro vypocet
vnitrobunéné koncentrace kationtli pii vSech méfeni transportu i pfi stanoveni
celkovych vnitrobunéénych koncentraci iontt.

Osmoticky Sok a testovani preziti bunéek

Reakce bunék na osmoticky Sok byla sledovana v tekutém médiu YNB
obsahujicim 35 % sorbitol nebo na miskach obsahujicich tuhé médium YNB s

riznymi koncentracemi sorbitolu jak ptesné popisuje publikace ¢. 1. Publikace €. 1
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také obsahuje popis metody, jakou byla testovdna schopnost bunék prezivat nahlé

zmény pH a osmolarity vnéjSiho prostiedi.

Mutageneze
Pro zavedeni mutaci do ptenaSece ZrSod2-22p byla pouzita metoda ndhodné
mutageneze pomoci UV-zafeni (Wagner, et al., 2001). Zavislost pfeziti bun¢k na
dobé piisobeni UV-zafeni byla sledovana tak, Ze burnky rostouci v minimalnim médiu
do ODgyo = 1.0 byly vysety rovnomérné na misky s médiem YPG (10° bunék/misku).
Bohaté médium YPG v této fazi experimentu usnadiovalo buiikdm znovunabyti
normalniho bunééného cyklu po stresu zpisobeném UV-zafenim. Oteviené misky
pak byly ozafeny po rtizn¢ dlouhou dobu (viz. kapitola 4. 2. 6) svétlem o vinové
délce 254 nm ze vzdalenosti 40 cm UV-lampou (Vyvojové dilny CSAV, CR).
Mnozstvi buné€k, které prezilo plisobeni UV-zafeni bylo odhadnuto poctem kolonii,
které na miskach vyrostly za 48 h pti 30 °C.
Pti vlastni mutagenezi genu ZrSOD2-22 bylo na jednu misku s YPG médiem
vyseto 10° bungk a misky byly po ozafeni inkubovany 72 hodin pii 30 °C. Buiiky z
kolonii, které vyrostly na jednotlivych miskach, byly pfeneseny do zkumavky se
sterilni vodou a suspenze bunék byla rovnomérné vyseta vzdy na 5 misek s
minimalnim (YNB) selekénim médiem s vysokou koncentraci KCl (1.8 M)

obsahujicim pfislu§né auxotrofni slozky (viz. kap. 4. 2. 7).
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4  Prehled vysledku a diskuze

Publikace ¢. 1-4, které vznikly na zaklad¢ vysledkd zabyvajicich se
charakterizaci transportnich systém@ rodiny Na'/H -antiporterii plasmatické
membrany kvasinek, jsou zafazeny na konci této kapitoly. V piehledu vysledkl jsou
zahrnuty jednak kapitoly, které odkazuji na tyto publikace, ale také kapitoly
obsahujici vysledky a pozorovani v publikacich neobsazené. Pied zapocetim studia
byly znamy geny kodujici pfenasece rodiny ve tfech druzich kvasinek: S. cerevisiae,
S. pombe a Z. rouxii, klonovani homologniho pfenasece z patogenni kvasinky C.
albicans bylo publikovano v roce 2000 (Soong, et al., 2000). V ramci této prace byl
nejprve studovan transportni systém Nhalp z kvasinky S. cerevisiae, zejména vliv C-
koncové hydrofilni domény proteinu na substratovou specifitu a transportni aktivitu
pienaSecCe a na jeho dalsi funkce v bunikach. Pro porovnani transportnich vlastnosti
Nhalp sjeho homology, byly geny kodujici ptenasece z kvasinek Z. rouxii, C.
albicans a S. pombe heterologné exprimovany za stejnych podminek v S. cerevisiae a
byla stanovena substratova specifita a transportni aktivita jednotlivych ptrenasecu této
rodiny. JelikoZz kvasinky slouzi jako vhodny model pro studium biologickych
pochodii, véetné membranového transportu, probihajicich i ve vysSich eukaryotnich
organismech byla déale studovana moznost exprimovat v kvasinkdch geny koddujici

v N . + +
zivoci$né antiportery Na'/H'.

4.1 Funk¢ni studium C-konce proteinu Nhalp z kvasinky

S. cerevisiae

Jak jiz bylo uvedeno v kap. 1. 4. 2. 1, pfenase¢e rodiny Na'/H -antiportnich
systémi plasmatické membrany kvasinek se skladaji z kratkého hydrofilniho N-
konce, 12 transmembranovych domén a hydrofilniho C-konce. Ackoliv sekvence N-
koncovych ¢asti, transmembranovych domén a hydrofilnich smycek, které je spojuji,
vykazuji u vSech pfenaseCli znacnou podobnost, proteiny se liSi v délce a
aminokyselinovém slozeni hydrofilnich C-konct (viz. tab. 1. 1 a 1. 2 v kap. 1. 4. 2).
PtenaSeC Nhalp z kvasinky S. cerevisiae je nejdelsi ¢len rodiny (985 aa) s extrémné

dlouhym C-koncem (554 aa, t. j. 56,2 % z celého proteinu). Na rozdil od ostatnich
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pienase¢t Na'/H' zraznych organism@i véetné Zivoichi, u nichz se vzdy
ptedpokladalo, Ze transportuji pouze malé toxické alkalické kationty, sodik a lithium,
zprostfedkovava pies plasmatickou membranu také vystup drasliku ven z buiky
(Bafiuelos, et al., 1998). Nejprve bylo tedy studovano, jakou roli hraje dlouhy C-
konec proteinu Nhalp v substratové specifité (transport K") a transportni aktivité
pfenaSece a vysledky tohoto studia popisuje publikace €. 1.

Nejdiive byla zkonstruovana série 13 mnohokopiovych plasmidi
(odvozenych od vektoru YEp352) obsahujicich zkracené verze genu NHAI, od
nejdelsi kodujici kompletni protein (2955 nt, 985 aa) po nejkratsi (1416 nt, 472 aa)
konlici pouze 41 aminokyselinovych zbytkii za posledni transmembranovou
doménou. VSechny verze NHAI byly exprimovany pod vlivem vlastniho slabého
konstitutivniho promotoru NHAI (nt -674 az —1), protoze exprese NHAI pod
kontrolou silnych promotort (PGKI, ADHI, GPDI) nevedla ke zvySeni tolerance
bundk k Na’ (Bafuelos, et al., 1998). Navic, pfi nadmémé expresi membranovych
proteinii mize sice dochazet k vyssi produkci proteinu, ale protein pak nemusi byt
spravné zabudovavan do membrany a jeho nadmérné mnozstvi se miize pro buiku
stat toxickym. Tento jev byl naptiklad pozorovan pii zvySené expresi pienasece
bazickych aminokyselin plazmatické membrany kvasinky C. albicans Canlp pod
vlivem silnych promotori v S. cerevisiae (Kinclova, 1997). Plazmidy nesouci
zkracené verze genu NHAI byly transformovany do mutantniho kmene S. cerevisiae
velmi citlivého k alkalickym kationtim (kmen B31; genotyp enal-44 nhalA,
postradd jaderné geny koédujici transportni systémy pro eliminaci alkalickych
kationtdi z bunék: Na'-ATPazu a samotny Na'/H -antiporter, viz. kap. 1. 2). U
transformantli nesoucich zkracené verze proteinu Nhalp byla sledovana lokalizace
proteinii v bunice, tolerance bunck k alkalickym kationtim, transportni aktivita
jednotlivych verzi prenasece Nhalp (vystup iontl z bunék nesoucich zkracené verze
Nhalp). Ponévadz jiz diive bylo zjisténo, ze Nhalp se podili na regulaci
vnitrobunééného pH (Bafiuelos, et al., 1998; Sychrova, et al., 1999), bylo také
zkouméno, jakou roli hraje C-konec proteinu Nhalp v této funkci. Déle byla
zjisStovana uloha C-koncové ¢asti proteinu Nhalp vodpovédi bunky na
hyperosmoticky Sok. Vysledky ziskané studiem transportni aktivity proteind s rtizné
dlouhym C-koncem obsazené v publikaci €. 1 je mozné je shrnout takto:

Pro urceni lokalizace zkracenych verzi proteinu Nhalp byla pouZzita metoda

znaCeni proteinli zelenym fluorescencnim proteinem (GFP), jak je popséno nize
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v kapitole 4. 1. 1. Pomoci této metody bylo zjisténo, ze C-koncova hydrofilni
doména proteinu Nhalp (aa 472-985) je postradatelnd pro spravné umisténi proteinu

v plasmatické membrané (obr. 2 a 3 v publikaci €. 1).

1600 mM KCl

900 mM NaCl

35 mM LiCl

C 472 568 680 774 883 915 945 985

Obr. 4. 1 Maximalni koncentrace soli NaCl, LiCl a KCI tolerované pfi
vn&j$im pH 5.5 buiikami B31 obsahujicimi jednotlivé verze proteinu
Nhalp (od nejkratsi dlouhé 472 aa az po kompletni s 985 aa).
Podobné rozdily v toleranci mezi jednotlivymi verzemi jako je
vyznaeno pro NaCl byly pozorovany také v ptipadé sledovani
tolerance bun¢k k RbCl. C jsou kontrolni buiiky transformované

prazdnym vektorem.

Role C- konce proteinu Nhalp v toleranci bunck k alkalickym kationtim
byla sledovéana za rlznych pH (3.5, 5.5 a 7.0) pomoci kapkovych testli na miskach
s médiem YNB obsahujicim zvysujici se koncentrace soli LiCl, NaCl, KCI a RbCl.
Jelikoz transportni aktivita antiportniho systému Na'/H' je zavisla na velikosti
gradientu protont pifes membranu, nejvyssi tolerance bun€k nesoucich rizné verze
pfenaSeCe Nhalp byly zjiStény na miskach s kyselym pH 3,5. Kapkové testy dale
prokazaly neocekavany vysledek, ze odstranéni C-koncové domény Nhalp nema
zadny vliv na toleranci bunék k drasliku. Buiiky nesouci nejkratsi verzi proteinu
(Nhalp dlouhy 472 aa) tolerovaly stejné mnozstvi KCI v médiu jako bunky se vSemi
del§imi verzemi, v¢etné kompletniho Nhalp (985 aa) (obr. 4. 1). Pomoci kapkovych
testl bylo dale zjisténo, ze Nhalp je schopen transportovat také dalsi alkalicky kation
rubidium (Rb"). Caste¢né zkraceni C-konce asi o 70 koncovych aminokyselin vedlo

ke zvyseni tolerance bunék k Na", Li" a Rb" (obr. 4. 1). Méfeni vystupu alkalickych
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kationti z bun¢k nesoucich rtizné verze pirenaSeCe Nhalp potvrdila, ze rozdily v
tolerancich bunék k solim pozorované na miskach byly opravdu dany transportni
aktivitou jednotlivych verzi pfenaSece Nhalp (obr. 6 v publikaci €. 1). Podrobnéj$im
studiem byla oblast C-konce pifenaSece Nhalp (aa 883-928) identifikovana jako
transport sodiku a lithia. Tato ¢ast C-konce je zajimava tim, Ze je velmi bohata na
kyselé aspartatové a glutamatové zbytky a Ze podle piedpovézené sekundarni
struktury proteinu se zde nachazi motiv a-helixu (obr. 1. 5 nebo obr. 1 v publikaci ¢.
1). Konformac¢ni zmény oa-helixu by se mohly podilet na regulaci transportni aktivity
prenaSece. Posledni ¢ast C-konce proteinu (aa 945-985) pulsobi pravdépodobné
autoinhibi¢né na aktivitu pfenaSece a zatim neni mozné vyloucit, zda tato ¢ast C-
konce neni néjak posttranslaéné¢ modifikovana (napt. fosforylaci) nebo za urcitych
podminek dokonce upln€ odstépena.

V ptipadé¢ drasliku, C-konec Nhalp nemél vliv nejen na toleranci bunék ke
KCI (obr. 4. 1), ale ani na pocatecni rychlost vystupu drasliku zbunék
prostfednictvim Nhalp. Z bunék obsahujicich Nhalp dlouhy 472 aa vystupovaly
ionty K* za stejnych podminek se stejnou pocateéni rychlosti. Na druhou stranu
hladina vnitrobunééného drasliku se v bunkach s nejkratsi verzi Nhalp (472 aa) vzdy
ustalila na vys$si urovni nez v bunkéch obsahujicich kompletni Nhalp (985 aa) (obr.
6 C v publikaci €. 1), z ¢ehoz vyplyva, ze C-koncova ¢ast proteinu Nhalp by mohla
hrat n&jakou roli v regulaci mnozstvi K* uvniti bungk.

Jiz diive bylo také pozorovéano, Ze pfi ndhlém zvySeni cytoplasmatického
pH dochézi pomoci Nhalp k rychlému vystupu drasliku z bun¢k (Bafiuelos, et al.,
1998), coz naznacuje, ze Nhalp se svoji transportni aktivitou muize podilet na
regulaci vnitrobunééného pH. Podle nasi hypotézy se antiportnim mechanismem za
vyuziti gradientu K' orientovaného smérem ven zbuikky (za danych
experimentalnich podminek byl pouzivan inkubaéni pufr, ktery neobsahoval ionty
K") mohou do buiiky dostat protony, ¢imz dojde k opétnému snizeni pH cytoplasmy.
V ptipadé bunék obsahujicich Nhalp bez C-konce (verze se 472 aa) nebyla odpovéd’
(vystup drasliku) na ndhlou zménu vnitrobunééného pH tak Gc¢inna jako v ptipadé
kompletniho Nhalp (obr. 7 v publikaci €. 1), coz naznacuje dalsi ulohu hydrofilniho
C-konce prenasec¢e Nhal: v regulaci vnitrobunééného pH.

Draslik patfi mezi osmoticky aktivni latky, které se podileji na bunécné

osmotoleranci (Rodriguez-Navarro, 2000). Pozorovani, Ze C-konec proteinu Nhalp
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ziejmé ovliviiuje vnitrobunéénou koncentraci kationti K', vedlo ke snaze zjistit,
jakou roli mize C-konec proteinu Nhalp hrat v odpovédi buiiky na hyperosmoticky
Sok. Bunky obsahujici Nhalp bez C-konce (472 aa) byly v porovnani s bunikami
nesoucimi kompletni verzi Nhalp (985 aa) vice citlivé ke zvySeni osmotického tlaku
pii pokusech provadénych jak v tekutém médiu se sorbitolem (obr. 8 v publikaci €.
1), tak 1 na miskach s pevnym médiem obsahujicim vysoké koncentrace sorbitolu.
Z toho vyplyva, ze Nhalp a jeho C-konec jsou pro bunku vyznamné také
v okamziku, kdy buiika je ndhle vystavena zmén€ osmolarity prostiedi zplisobené
jinym solutem nez solemi alkalickych kovii. Pienase¢ Nhalp tak pravdépodobné
nalezi mezi slozky rychlého zéachranného systému, ktery zajiStuje bunkam S.
cerevisiae preziti nepiiznivych podminek (publikace €. 1 a (Hohmann, 1997)).

V dobé¢ sepisovani této prace bylo publikovano, Ze Nhalp se pravdépodobné
podili také na regulaci bunécného cyklu, jelikoz zvySend exprese genu NHAI
potlacovala v S. cerevisiae za normalnich podminek letalni t¢inek kombinace mutaci
genu sit4 a hal3 (Simoén, et al., 2001). Gen SI74 koduje Ser/Thr-fosfatazu, typ 2A,
kterd je potfebnd jak pro spravnou replikaci DNA, tak pro vznik pupene pii
bunééném déleni. U bun€k postradajicich tento gen dochazi ke zpomaleni ristu nebo
k aplnému zablokovani bun¢k na prechodu mezi G1 a S fazemi bunécného cyklu
(Stark, 1996). Produkt genu HAL3 ovliviiuje toleranci bun€k k vysokym
koncentracim sodiku a lithia (Ferrando, et al., 1995). Hal3p se vSak zda byt také
soucasti aparatu regulujiciho bunécny cyklus a byl identifikovan jako negativni
regulacni podjednotka jiné Ser/Thr-fosfatazy, Ppzlp, kterd hraje opacnou roli
v bunééném cyklu nez Sitdp (Clotet, et al., 1999; Nadal, et al., 1998). Simoén a jeho
spolupracovnici zjistili, ze funkce Nhalp v buné&ném cyklu se nijak nevztahuje
k jeho schopnosti exportovat kationty (Simoén, et al., 2001). Pro zachovani této
funkce byla ale nezbytnd oblast C-koncové hydrofilni domény proteinu mezi
aminokyselinovymi zbytky 800-948. Podobné jako v nasi praci, autofi zkonstruovali
ruzn¢ dlouhé verze proteinu Nhalp, které exprimovali ve stejném kmeni S.
cerevisiae (B31; enal-4A nhalA). Na rozdil od nasi prace, vSak autofi povazuji
oblast C-konce proteinu Nhalp mezi aminokyselinami 800 a 948 za postradatelnou
pro toleranci bunék k Na' (autofi ve své praci netestovali toleranci k lithiu ani
k rubidiu). Podle nasich vysledki se rozdily v toleranci bundk vii¢i Na' v zavislosti
na délce Nhalp projevuji az pii koncentracich vys$sich nez 800 mM NaCl. V jejich

ptipadé byl vSak rtst bun¢k obsahujicich zkracené verze Nhalp testovan v médiich s
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mnohem niz§i koncentraci NaCl (400 mM). Pii této koncentraci autofi tedy nemohli
pozorovat rozdily v ristu mezi buiikami s riznymi verzemi Nhalp. Ackoliv v nasi
praci bylo zjisténo, ze C-konec proteinu Nhalp nema vliv ani na toleranci bunck
obsahujicich Nhalp kdrasliku ani na pocate¢ni rychlost transportu K
prostiednictvim Nhalp (publikace ¢. 1), Simon a jeho kolegové povazuji oblast C-
konce Nhalp (800-948 aa) za nezbytnou pro transport K'. Protichtidné vysledky
tykajici se transportu K™ pomoci Nhalp neni zatim mozné vysvétlit. V soucasné dobé
se vSak snazime navazat spolupraci s autory publikace (Simon, et al., 2001) a pokusit
se o vysvétleni protikladnych pozorovani. V kazdém ptipadé se zda, ze protein
Nhalp obsahuje strukturni domény, které pravdépodobné moduluji jednotlivé funkce
proteinu v bufice. S autory se také shodujeme v tom, Ze Nhalp by mohl byt dal§im z
membranovych signalnich proteinti, jez by prostiednictvim svého C-konce

umoznoval prenos impulst z vnéjsiho prostiedi do bunky.

4.1.1 Studium lokalizace zkracenych verzi proteinu Nhalp v buiice

Vysledky ziskané pii sledovani tolerance bunék k solim ¢i méfeni vystupu
iontli z bun€k (publikace €. 1) naznacovaly, ze vSechny zkonstruované verze Nhalp
jsou v bunkéch funkéni, a tudiz 1 spravné umistény v membrané. Kompletni pienasec
(985 aa) byl jiz dfive lokalizovan v plasmatické membrané imunodetkci (Western
blot) proteinu Nhalp oznaceného na C-konci epitopem c-myc (Bafuelos, et al.,
1998). Tato metoda byla také nejdiive vyzkousena pro ovéteni spravné lokalizace
zkracenych verzi Nhalp v bunikach. Aniz by doslo k pferuseni ¢teciho ramce byla na
urovni DNA na 3’- konce rizn€ dlouhych verzi genu NHAI napojena sekvence
kédujici 11 aminokyselin epitopu c-myc (EQKLISEEDLN).

Plasmidy obsahujici riizné verze genu NHAI s napojenou sekvenci epitopu
c-myc byly zkonstruovany podobnym zptsobem, jako je popsano v publikaci €. 1 pro
neznafené verze. Byl zkonstruovan modifikovany plasmid pNHA1-985"¢
(podobny pNHA1-985 z publikace €. 1), v némz se na 3’°- konci mezi mistem Smal a
STOP kodonem nachézela sekvence kddujici epitop c-myc. Stejnym zplisobem jako
v ptipad¢ konstrukce epitopem c-myc neznacCenych verzi (viz. publikace ¢. 1) byl
usek Clal-Smal (2,3 kb) nahrazen jednotlivymi fragmenty ziskanymi PCR (S470 az

S947) odpovidajicimi zkracenym verzim. Vysledné plasmidy byly oznaceny stejné
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jako v publikaci €. 1 a s indexem c-myc. Bezchybné napojeni sekvenci v misté Clal
genu NHAI a epitopu c-myc na 3’-konci bylo u vSech konstrukti ovéfeno
sekvenovanim.

Osm takto zkonstruovanych plasmidi nesoucich rizné dlouhé verze genu
NHAI fuzovaného s epitopem c-myc (verze pienasece Nhalp s 985, 945, 915, 883,
774, 680, 568 a 472 aa) bylo transformovano do kmene S. cerevisiae B31 (enal-44
nhal A). Piipojeni epitopu nemélo vliv na toleranci bunék k alkalickym kationtiim,
jak bylo zjisténo pomoci kapkovych testi na miskadch obsahujicich zvySujici se
koncentrace soli NaCl, LiCl a KCI. Buniky nesouci epitopem c-myc oznacené verze
Nhalp tolerovaly stejné mnozstvi soli jako buiiky nesouci verze neznacené. Pouze
v pripadé¢ bun€k nesoucich Nhalp dlouhy 915 aa pfipojeni epitopu mirné zvysilo
toleranci bunék k LiCl ve srovnani s buikami obsahujicimi Nhalp-915 bez epitopu
c-myc (z 30 na 35 mM LiCl ptfi pHeyw 5,6). Tento jev byl pozorovan opakované

testovanim nékolika nezavislvch transformantu.

Nhal-928p 915 A'Y E S ETEFERQRR 927

Nhal-915p“™° 915 AV E QKL I S E E D L N 927
epitop c-myc

Obr. 4.2 Porovnani aminokyselinové sekvence oblasti C-konce proteinu Nhalp
mezi aminokyselinami 915 a 927 (zkracend verze s 928 aa)

a odpovidajici sekvence epitopem c-myc znacené verze Nhal-915p.

Verze pienasece Nhalp dlouha 915 aa se napojenim sekvence epitopu c-
myc (obsahuje n¢kolik zdporn¢ a kladn€ nabitych aminokyselinovych zbytki, obr. 4.
2) prodlouzi na C-konci o 12 aa (celkova délka proteinu 927 aa). Oblast Nhalp 923-
928, ktera obsahuje také zaporné a kladné€ nabité¢ aminokyselinové zbytky (obr. 4. 2),
Nhalp pro Na’ a zejména Li" (publikace ¢.1). Tolerance bunék obsahujicich Nhalp
dlouhy 923 nebo 928 aa k LiCl byla vyssi neZ tolerance bunék s Nhalp dlouhym
915 aa. Podobnost sekvence epitopu c-myc a useku Nhalp nasledujicim za aa 915
(obr. 4. 2) mohla vést ke zvyseni tolerance bunék obsahujicich Nhalp-915""“k Li"

vzhledem k bunikdm nesoucim verzi Nhalp-915 epitopem c-myc neznacenou.

61



Buiiky nesouci verze Nhalp s pfipojenym epitopem c-myc byly pouzity pro
detekci proteind v bunikach pomoci protilatek anti-c-myc. Proteiny Nhal®™ byly
extrahovany z celych bunék, elektroforeticky rozdéleny, pfeneseny na membranu a
detekovany pomoci monoklonalni protilatky anti-c-myc. Ackoliv bylo vyzkouseno
nekolik moznych postupii pfenosu proteini na membranu (,,mokry” nebo
»polosuchy“ blot, riznd doba pifenosu), n€kolik druhit membran (nitrocelul6zova
membrana, PVDF, ZETA-PROBE) a pufrti (Tris-Glycin-SDS-methanolovy pufr,
CAPS pufr), nepodaftilo se touto metodou v zadném piipadé optimalizovat podminky
pokusu tak, aby vSechny verze proteinu Nhalp byly detekovany soucasné, coz byl
nezbytny pozadavek pro kvantitativni srovnani mnozstvi jednotlivych verzi Nhalp v
buiikach. Siroky rozsah molekulovych hmotnosti (od 109,4 kDa pro kompletni
Nhalp az po 52,1 kDa pro nejkratSi verzi) a razné¢ velkd celkova hydrofobicita
proteinti mohly zptisobit, Ze pii kratsi dobé pfenosu proteinli na membranu se verze
s vys§i molekulovou hmotnosti nepfenesly zcela na membranu a zlstaly zachyceny v
gelu, zatimco delsi doba pienosu naopak mohla zplsobit, Ze kratsi verze prosly zcela
pies membranu do blotovaciho pufru. Také velmi nizkd exprese proteinu pod vlivem
vlastniho slabého promotoru zté¢zovala ziejmé jeho detekci. Pro pfesné kvantitativni
stanoveni by bylo pravdépodobné nutné izolovat proteiny z plasmatickych membran
¢1 pouZzit imunoprecipitaci.

Zejména Casova narocnost detekce proteinii pomoci protilatek nas vedla
k pouziti jiné, rychlejsi a snadnéj$i metody, kterd se béhem poslednich let hojné
rozSifila nejen pro detekovani lokalizace proteini v buiikach, ale také pro studium
celych biologickych procest probihajicich uvniti bunék. Jedna se o fuzi studovaného
proteinu (na Urovni genu) se zelenym fluorescencnim proteinem (green fluorescent
protein, GFP) z meduzy Aequorea victoria (Niedenthal, et al., 1996). Protein GFP je
dlouhy 238 aa a obsahuje chromofor (p-hydroxybenzylidenimidazolinon), jenz se
samovolné formuje cyklizaci tfi aminokyselinovych zbytkli 65-67 (Ser-Tyr-Gly) a
naslednou oxidaci zbytku tyrosinu vzduSnym kyslikem. Protein vyzatuje zelené
fluorescencni svétlo o vinové délce 508 nm a jeho vyhoda spociva v tom, ze funguje
bez dodani jakychkoliv exogennich substratt ¢i kofaktori a je tedy vhodny k pouziti
pfimo v Zivych systémech (Tsien, 1998). V neddvné minulosti bylo zkonstruovano
mnoho riznych vektor obsahujicich cDNA genu koédujictho GFP, jez umoziuji
fuzi GFP se studovanym proteinem na N- nebo C-konci. Nasledné pak pomoci

fluorescenéni mikroskopie je mozné wurcit lokalizaci sledovaného proteinu
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oznaceného GFP v buiice (Niedenthal, et al., 1996). Fazi GFP k C-koncim
kompletniho (985 aa) i nejkratSiho (472 aa) Nhalp se podatilo ob€ verze pfenaSece
Nhalp lokalizovat v plasmatické membrané a dokézat tak, ze hydrofilni C-konec
proteinu Nhalp neni dulezity pro biogenezi proteinu a jeho spravné zabudovani
do plasmatické membrany (vysledky zahrnuje publikace ¢. 1). Dale bylo zjiSténo, ze
lokalizace fluorescence v buitkach s obéma verzemi Nhalp ¢aste€né zavisi na stafi
bunc¢k a na rastovém médiu (tekuté vs. tuhé médium). Zatimco u exponencialné
rostoucich bunék (ODgyp =~ 0,2-0,3) byla fluorescence pozorovana vyhradné
v perifériich bun¢k (tzn. v plasmatické membran¢), u bunék rostoucich v tekutém
médiu do pocatecni ¢i pozdni stacionarni faze riistu nebo u bunék rostoucich na
miskach pii 30 °C, popf. u starych bungk, které byly uchovavany na miskéach pii 4 °C
jiz n€kolik dnd, byla fluorescence pozorovdna nejen v plasmatické membrané, ale
také uvnitt bun¢k (zejména ve vakuole a v endoplasmatickém retikulu). Se stafim
bunék se podil fluorescence uvniti bunék zvysSoval. Z toho divodu byly v dalSich
experimentech (méfeni vystupu iontd, sledovani vlivu osmotického Soku na chovani

bunék) pouzivany vzdy buiiky z ¢asné exponencialni faze ristu v tekutém médiu.

4. 1. 2 Vliv transkripéniho faktoru Imp2p na expresi genu NHA1

Buiikky S. cerevisiae postradajici transkripni faktor Imp2p jsou velmi
senzitivni na pisobeni oxidacnich latek poskozujicich DNA (napt. bleomycinu nebo
peroxidu vodiku) (Masson a Ramotar, 1996) a také k vysokym koncentracim
monovalentnich (Na”, Li") a divalentnich (Ca*", Mn®", Zn**, Cu®") kationti (Masson
a Ramotar, 1998). Transkripéni faktor Imp2p tedy patfi mezi proteiny, které se
ucastni bunééné odpovedi na stres zpusobeny vysokymi koncentracemi soli a/nebo
oxida¢nich ¢inidel. JelikoZ bylo zjiSténo, Ze z hlediska tolerance k monovalentnim
kationtim (Na', Li") faktor Imp2p nijak neovlivituje expresi genu ENA/ kédujiciho
Na'(Li")-ATPazu (kap. 1. 2. 1), Na'/H  antiporter Nhalp byl navrZen mezi
kandidaty, jehoz expresi by mohl Imp2p regulovat (Masson a Ramotar, 1998).
Abychom zjistili, zda se Imp2p opravdu podili na fizeni exprese genu NHAI, byl za
promotor genu NHA I klonovan gen lacZ (plazmid pXA1) a nasledné byla v buitkkach

obsahujicich a neobsahujicich transkripéni faktor Imp2p méfena aktivita enzymu [3-
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galaktosidazy. Plasmid pXAl byl transformovan jednak do divokého kmene S.
cerevisiae W303-1A a jednak do jeho mutantu imp2 A.

Bunky S. cerevisiae W303-1A nebo imp2A nesouci plasmid pXAl nebo
prazdny vektor YEp357R (kontrola) byly péstovany v tekutém médiu do casné
exponencialni faze (ODgy = 0,3) a byla stanovena aktivita [-galaktosidazy. S.
cerevisiae postrada za normalnich podminek B-galaktosiddzovou aktivitu, tudiz
v kontrolnich bunkéch obsahujicich prazdny vektor nebyla naméiena zadna aktivita.
Aktivita B-galaktosidazy byla také témet stejna v bunikach divokého kmene (18 U) 1
mutantu imp2A4 (20 U) transformovanych plazmidem pXAl (uvedené hodnoty jsou
prumérem ze tii nezavislych méteni). Z tohoto vysledku vyplyva, ze Groven exprese
genu NHAI ziejmé neni fizena transkripénim faktorem Imp2p. Faktor Imp2p se
pravdépodobné podili na regulaci homeostdze monovalentnich kationti v bunikach
jinym, zatim neznamym zpusobem. Imp2p by napf. mohl svym pusobenim
ovlivitovat expresi systémil, které se ucastni regulace vstupu toxickych ionti do

bunky, popt. akumulace iontl v bunéénych kompartmentech.

4.2 lIzolace a charakterizace gent z dalSich kvasinek

Pro chrakterizaci transportnich vlastnosti (substratové specifity a transportni
aktivity) Na'/H" antiportnich systémi z jinych kvasinek (C. albicans, Z. rouxii a S.
pombe) a jejich porovnani s pfenaSecem Nhalp z S. cerevisiae bylo nutné klonovat
geny kodujici pifislusné prenasece a exprimovat je za stejnych podminek jako NHA!
v S. cerevisiae (viz. kapitola 4. 1. 1. a publikace ¢. 1). Vysledky této ¢asti prace, pii
niz, mimo jin¢, byly klonovany také tii nové alely gent: CNHI-G23 z kmene C.
albicans MEN a ZrSOD2-22 a ZrHOGI z kmene Z. rouxii CBS732, jsou z velké

¢asti obsazeny v publikacich €. 2, 3 a 4.
4.2.1 C. albicans CAN1

V kvasince C. albicans byl poprvé pienasecC (gen CNH1) patiici do rodiny
Na'/H -antiportnich systémi plasmatickych membran kvasinek klonovan v kmeni
SC5314 (Soong, et al., 2000). Gen CNHI byl v ptedklddané praci amplifikovan
pomoci PCR, kde jako matrice slouzila genomova DNA z kmene MEN kvasinky C.

64



albicans. Srovnani sekvence amplifikovaného fragmentu, nazvaného pozdéji CNHI-
(G23 se sekvenci genu CNHI z kmene SC5314 (v této praci byl amplifikovan pomoci
PCR, kde jako templat slouzil plasmid pPBK-CMV-CNHI1 (Soong, et al., 2000) a
ozna¢en CNHI-M18) odhalilo rozdily mezi sekvencemi z obou kment (publikace ¢.
2). Otevieny cteci ramec genu CNHI-G23 kdduje protein dlouhy 800 aa, zatimco
prenase¢ z kmene C. albicans SC5314 je dlouhy 795 aa. V sekvenci CNHI-G23 bylo
nalezeno (i) 22 zdmén nt, které se neprojevily na urovni proteinu, (ii) Sest zamén nt,
které vedly ke zménam aminokyselin a (iii) inzert 15 bp blizko 3’ konce genu, ktery
se v genu CNHI-M18 nevyskytuje (obr. 1 v publikaci €. 2).

Oba geny CNHI-G23 a CNHI-M18 z kmeni MEN a SC5314 kvasinky C.
albicans byly klonovany za promotor NHAI do vektoru YEp352 (plasmidy pCNH1-
G23 a pCNH1-M18), jak je popsano v publikaci €. 2.

4.2.2 Z.rouxii ZrSOD2-22

Kvasinka Z. rouxii je vysoce osmotolerantni mikrorganismus, jejiz
mechanismus osmotolerance je intenzivné studovan. K toleranci Z. rouxii k vysokym
tolerancim NaCl vyznamné pfispivda Na'/H -antiportni systém v plazmatické
membrang, ktery eliminuje toxické ionty z bunék Z. rouxii podobné jako Nhalp v S.
cerevisiae (Watanabe, et al., 1999). Jak jiZ bylo zminéno v kapitole 1. 4. 2, v kmeni
Z. rouxii ATCC42981 byly identifikovany dva homologni geny kédujici Na'/H'-
antiportery plazmatické membrany Z-SOD2 a Z-SOD22 (Iwaki, et al., 1998;
Watanabe, et al., 1995). V nasi praci byla pro amplifikaci genti kodujicich oba tyto
pfenaSece pouzita genomovd DNA z jiného kmene Z. rouxii CBS732. Pii PCR s
oligonukleotidy vhodnymi pro Z-SOD22 nevznikl vibec zadny fragment DNA.
Pouze s oligonukleotidy, které odpovidaly genu Z-SOD2, se podatilo ziskat produkt
PCR o spravné velikosti (2,5 kb). Sekvenovanim vyslo najevo, ze se jedna o novou
alelu genu kodujiciho Na'/H -antiporter pojmenovany pozdé&ji ZrSod2-22p dlouhy
806 aa (gen ZrSOD2-22, Acc. No. AJ252273), ktery je svou aminokyselinovou
sekvenci velmi podobny proteinu Z-Sod2p z kmene ATCC42981. Pouze blizko 3’-
konce genu ZrSOD2-22 se nachazi 45 bp dlouhy inzert koédujici 15 aa, které
odpovidaji proteinu Z-Sod22p (publikace ¢. 3). Dalsi experimenty (Southern blot,
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chromoblot, PCR) prokézaly, ze kmen Z. rouxii CBS732 obsahuje pouze jednu kopii
genu kodujictho Na'/H -antiporter, a to ZrSOD2-22 (publikace &. 3).

Gen ZrSOD2-22 byl klonovén stejné jako geny pro prenasece z C. albicans za
promotor NHA 1 do vektoru YEp352 (plasmid pZrSOD2-22, publikace €. 3).

4.2.3 Z.rouxii ZrHOG1

V Z. rouxii se predpoklada existence podobné¢ drahy signalizujici burice
zvySeni osmotického tlaku okoli jako se nachazi v S. cerevisiae (signalni drdha
HOG - kap. 1. 3. 1). Posledni MAP (mitogen-activated protein) kindza v této
signalni draze se nazyva Hoglp (viz. kapitola 1. 3. 1, obr. 1. 3). Na zaklad¢
podobnosti s genem HOGI kvasinky S. cerevisiae byly vkmeni Z. rouxii
ATCC42981 klonovany dva homologni geny kdédujici MAP-kinazy Z-HOG!I a Z-
HOG?2 (Iwaki, et al., 1999). Kmen Z. rouxii CBS732, jak dokazuji vysledky popsané
v publikaci ¢. 3, vSak obsahuje pouze jeden gen koédujiciho tuto kinazu (ZrHOGI,
Acc. No. AJ132606), ktera na proteinové urovni je ve srovnani s jejimi homology
z kmene ATCC42981 kratsi (380 aa vs 407 a 420 aa) a vykazuje vyssi podobnost se
Z-Hog2p. Exprese genu ZrHOG! v mutantnim kmeni S. cerevisiae hoglA vedla ke
zvySeni osmotolerance bun¢k na troven divokého kmene, coz znamend, Zze ZrHoglp
je schopen plné nahradit funkci chybé&jiciho Hoglp v S. cerevisiae (publikace ¢. 3).
Existence pouze jedné kopie genu kodujiciho tuto MAP-kindzu v kmeni Z. rouxii
CBS732 byla opét potvrzena DNA-DNA hybridizaci (Southern blot), PCR a
lokalizaci genu na chromosomu IV pomoci chromoblotu (publikace €. 3).

Rizné kmeny kvasinky Z. rouxii se vzajemné 1iSi poctem 1 velikosti
jednotlivych chromosomti (Oda a Tonomura, 1995; Torok, et al., 1993). Tento
polymorfismus miize byt jednim z divoda rozdilného poctu kopii genii kodujicich
Na'/H -antiporter a MAP-kindzu Hoglp mezi kmenem Z. rouxii CBS732 a kmenem
ATCC42981 (viz. publikace €. 3).

4.2.4 S. pombe sod2

Gen sod2 kédujici Na'/H -antiporter kvasinky S. pombe obsahuje 77 bp
dlouhy intron (Jia, et al., 1992), proto byla izolovina z mRNA S. pombe pomoci
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reverzni transkripce pfisluSna cDNA, ta byla amplifikovdna pomoci PCR a
klonovéana do vektoru YEp352 za promotor NHA (plasmid pSpsod2, publikace ¢.4).
Paraleln¢ vedle PCR s Tag DNA polymerazou (publikace ¢. 4) byla cDNA genu
sod2 po reverzni transkripci amplifikovana za pouziti stejnych oligonukleotidl s
pomoci soupravy, kterd obsahuje smés dvou termostabilnich DNA polymeraz, Taqg a
Pwo (kap. 3. 2. 1). Tato souprava se vyznacuje vysokym vytézkem, bezchybnosti a
vysokou specifitou polymerdzové reakce. Také touto reakci byl ziskdn DNA
fragment (1,5 kb) odpovidajici cDNA genu sod2, ktery byl nejdiive klonovan do
vektoru pCRII-TOPO (publikace €. 4). Transformaci do E. coli byla ziskana pouze
jedna kolonie obsahujici plasmid s inzertem o spravné velikosti. Pomoci zavedenych
restrikénich mist BamHI a EcoRI byl inzert pteklonovan do vektoru YEp352 za
promotor NHAI (vysledny plasmid pSpsod2-I), jako je popsano v publikaci €. 4.
Sekvenovanim amplifikovaného fragmentu DNA vSak neocekavané vyslo najevo, ze
se nejedna o cDNA genu sod2, ale o cely gen sod?2 i s intronem. Jednim moznym
vysvétlenim tohoto jevu by bylo znecisténi izolované RNA genomovou DNA S.
pombe, coz vsak nebyl nas ptipad, protoze PCR provedenou s DNA polymerdzou za
stejnych podminek, kde jako matrice vSak byla pouzita ptfimo smés izolované RNA,
nevznikl zadny fragment.

Pro izolaci RNA z bun¢k S. pombe, byly buniky péstovany za ptitomnosti
60 mM LiCl, aby se zvysil pocet kopii genu sod? v bunkach (Jia, et al., 1992).
Toxicita lithia v builkkdch mimo jiné spociva v tom, Ze inhibuje aktivitu enzymui
zajistujicich posttranskripéni Gpravy RNA (Dichtl, et al.,, 1997), proto
pravdépodobnéjsim vysvétlenim klonovani nesesttizené cDNA je, Ze ne ve vSech
buiikich S. pombe v disledku pfitomnosti Li* probéhl sestijh pre-mRNA
odpovidajici genu sod2 zcela spravné. Tato nespravné sestfizena mRNA vsak byla
ziejme prepsana reverzni transkripci do cDNA.

V bunkich S. cerevisiae B31 transformovanych plasmidem pSpsod2
obsahujicim bezchybnou cDNA genu sod? byl antiporter sod2p funkcni (viz.
publikace ¢. 4). Bylo vSak zajimavé zjistit, zda muze byt v S. cerevisiae, v jejimz
genomu se vyskytuje jen velmi malé procento genl s introny (pouze asi 3,6 %),
funkéné exprimovan i gen sod2 obsahujici intron. Proto byl zkonstruovany plasmid
pSpsod2-1 transformovan do kmene S. cerevisiae B31 a byla sledovéna tolerance
bunék k NaCl, LiCl a KCI. Buiky s plasmidem pSpsod2-I vsak tolerovaly stejné

mnozstvi soli v médiu jako kontrolni buiiky transformované prazdnym vektorem, na
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rozdil od transformantii obsahujicich plasmid s cDNA genu sod2 (pSpsod2), jejichz
tolerance k LiCl a NaCl byla vyssi (publikace ¢. 4). Tento vysledek naznacuje, ze
pfenaSe¢ sod2p nebyl v buiikdch S. cerevisiae s plasmidem pSpsod2-1 bud’ viibec
syntetizovan nebo, s vétsi pravdépodobnosti, v disledku nerozpoznani sekvence
intronu v genu sod2 dochézelo k posunu ¢teciho ramce a tim také k pred¢asnému
ukonceni syntézy proteinu (pokud nedojde k vyStépeni intronu, stop kodon se
nachdzi po ptecteni prvnich 244 bazi). Pfestoze aparat i mechanismus sestiihu pre-
mRNA jsou ve vSech eukaryotnich bunikach podobné (Kunze, et al., 2000), sekvence,
které jsou rozpoznavany jako mista sestfihu, se mezi S. pombe a S. cerevisiae lisi

(Kaufer a Potashkin, 2000).

4.2.5 Charakterizace transportnich vlastnosti Na'/H -antiporteri z

kvasinek

Z predchozich udajii vyplyva, Ze rodina Na'/H -antiporterd plasmatické
membrany kvasinek zahrnuje v soucasnosti nc€kolik gent ze Ctyf druhli kvasinek.
Prenase¢ Nhalp z kvasinky S. cerevisiae transportuje kromé sodiku a lithia také
draslik a rubidium ((Bafuelos, et al., 1998), publikace ¢. 1). Ackoliv homologni
systémy identifikované v kvasinkdch C. albicans, Z. rouxii a S. pombe byly
charakterizovany a funk¢né exprimovany i v S. cerevisiae, jejich specifita k iontim
K" & Rb" a transportni aktivita pro viechny kationty nebyly nikdy pfimo stanoveny.

V puvodni praci, ktera se tykala Na'/H -antiportniho systému Cnhlp
z kvasinky C. albicans bylo prokéazano, ze delece CNHI v C. albicans vede ke
zpomaleni ristu a prodlouZeni bunék a Ze snizuje jejich toleranci k sodiku a lithiu
(Soong, et al., 2000). Vzhledem ktomu, ze C. albicans je patogenni
mikroorganismus existujici ve dvou morfologickych formach (jednobunééné a
patogenni vlaknité) a Zze mezi dilezité faktory, které ovliviiuji zménu morfologie
buné€k, patii také zmény pH a koncentrace drasliku uvnitf bun¢k (Biswas, et al.,
2000; Kaur a Mishra, 1991), pokusili jsme se zjistit, zda pfenaSe¢ Cnhlp z C.
albicans se mize podilet na transportu a i na regulaci homeostaze drasliku v bunkach
podobné jako Nhalp z S. cerevisiae. Publikace €. 2 tedy popisuje vysledky srovnani
transportnich vlastnosti obou ptenasecti z C. albicans (Cnhlp-G23 a Cnhlp-M18,
kap. 4. 2. 1) s ptenaSeCem Nhalp z S. cerevisiae. Geny CNHI-G23 a CNHI-M18
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zkmeni MEN a SC5314 kvasinky C. albicans byly funkéné exprimovany v
mutantnim kmeni B31 (enal-4A4 nhalA) kvasinky S. cerevisiae pod vlivem NHAI
promotoru (plasmidy pCNHI-G23 a pCNHI-M18) a pomoci znaceni GFP
lokalizovany v plasmatické membrané€ bunék (obr. 2 v publikaci €. 2). Oba pfenaSece
z C. albicans byly identifikovany, podobné jako Nhalp, jako transportni systémy se
Sirokou substratovou specifitou pro viechny &tyfi alkalické kationty (Na’, Li", K,
Rb"). V piipadé sodiku, drasliku a rubidia byli oba pfenasede Cnhlp méné u¢inné
neZ vlastni pfenaSe¢ Nhalp. Naopak, Uroven tolerance k lithiu byla u bunck S.
cerevisiae nesoucich Cnhl1-M18p a zejména Cnhl1-G23p vyznamné vyS$$i nez
tolerance bun¢k obsahujicich Nhalp. Tyto vysledky byly také potvrzeny métenim
transportni aktivity Cnhlp ve srovnani s aktivitou Nhalp (publikace ¢. 2).

U celého (Bafiuelos, et al., 1998) i zkracenych verzi (publikaci €. 1) Nhalp
bylo prokdzano, ze se podili také na regulaci vnitrobunééného pH, kdyz pii ndhlém
zvySeni cytoplasmatického pH dochazi okamzité k rychlému vystupu drasliku
zbunck pomoci Nhalp (viz. kap. 4. 1). Pii heterologni expresi pienasect z C.
albicans v S. cerevisiae bylo zjisténo, ze oba Cnhlp také zprostiedkovavaji rychly
vystup drasliku z bunék po ndhlém zvysSeni vnitrobunééného pH (obr. 5 v publikaci
&. 2), coz naznaluje, ze Na'/H -antiportni systém Cnhlp by mohl hrat v buiikach C.
albicans dilezitou roli nejen v regulaci vnitrobunécné koncentrace drasliku, ale i
vnitrobunééného pH. Pro objasnéni skute€né role Cnhlp v homeostdzi kationtd
a/nebo v morfogenezi C. albicans bude nutné provést vice experimentl piimo
s bunkami C. albicans (napt. méteni transportu iontd v kvasinkach C. albicans za
ruznych podminek). Préaci ptimo s kvasinkami C. albicans ztézuje fakt, Ze se jedna o
diploidni mikroorganismus, u n¢hoz dosud nebyl prokazan sexudlni cyklus, a bude
tedy nejprve nutné provést vkmeni C. albicans MEN disrupci obou alel genu
kédujiciho antiporter Cnh1p-G23.

Publikace ¢. 4 zahrnuje vysledky studia substratové specifity a transportni
aktivity Na'/H -antiportera ZrSod2-22p ze Z. rouxii CBS732 a sod2p z S. pombe
v porovnani s Nhalp z S. cerevisiae a Cnhlp-G23 z C. albicans MEN.

Oba pienasece ZrSod2-22p a sod2p byly, stejné jako v ptipad¢ antiportert
z C. albicans, funkéné exprimovany v mutantnim kmeni B31 (enal-4A nhalA)
kvasinky S. cerevisiae pod vlivem NHAI promotoru (plasmidy pZrSOD2-22 a
pSpsod2) a byla sledovana tolerance transformantii ke kationtim alkalickych kovi.

Vysledky popsané v publikaci €. 4 prokazaly, Ze na rozdil od transportnich systémil
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Nhalp z S. cerevisiae a Cnhlp z C. albicans, ptenasece ZrSod2-22p z kvasinky Z.
rouxii ani sod2p z S. pombe nejsou schopny transportovat ionty K™ a Rb". Na druhou
stranu, bylo zji§téno, ze ZrSod2-22p je ze viech &étyt studovanych Na'/H -antiportert
nejucinnéjSim systémem transportujicim sodik a lithium. Tolerance bun¢k
obsahujicich ostatni pfenase¢e (Nhalp, Cnhlp a sod2p) kNa" a Li" byla nizsi ve
srovnani s buikami exprimujicimi ZrSod2-22p (publikace €. 2 a 4). Také méteni
vystupu iontli z bun€k nesoucich ZrSod2-22p dokazala jeho vysokou transportni
kapacitu ZrSod2-22p pro ionty Na" a Li". Nejméné efektivnim systémem z celé
rodiny se zda byt ptenasSe¢ sod2p z halosenzitivni kvasinky S. pombe. Jeho nizka
transportni aktivita je pravdépodobné diisledkem velmi kratké C-koncové hydrofilni
domény (pouze 43 aa, tab. 1. 1 vkap. 1. 4. 2. 1), ponévadz, jak bylo naptiklad
zjisténo v pfipadé¢ Nhalp, odstranéni C-konce proteinu vede ke znaénému sniZeni
transportni aktivity pfenasece pro sodik a lithium (publikace €. 1).

Aby bunikka mohla normaln€ rist i za pfitomnosti NaCl v médiu, pomeér
mnozstvi vnitrobunééného Na” k K™ nesmi byt vyssi nez 2 (Banuelos, et al., 1998;
Camacho, et al., 1981). Jelikoz Na'/H -antiportni systémy se svoji aktivitou podileji
na udrzovani poméru koncentraci K™ a Na' uvnité buiiky, bylo pii srovnavani
Na'/H -antiportertt kvasinek také sledovano, jak jednotlivé pienasete prispivaji
k celkové toleranci bun€k k NaCl (publikace ¢. 4). Vysoka kapacita transportu
prenasece ZrSod2-22p pro ionty Na' se odrazela i v tom, Ze pfi riistu v médiu s NaCl
byl pomér koncentraci K" a Na' v buiikach se ZrSod2-22p zachovavan vzdy nejvyssi
v porovnani s buiitkami obsahujicimi ostatni antiportery (obr. 4 v publikaci ¢. 4).
Také expresi ZrSod2-22p v nékterych divokych kmenech S. cerevisiae se podafilo
znacné zvysit toleranci bunék k sodiku a zejména k lithiu (publikace €. 3). Proto
heterologni exprese Na'/H'-antiportniho systému ZrSod2-22p by mohla byt dale
vyuzivdna napi. ke zlepSeni tolerance Na" a Li" u nékterych kmenti kvasinek
potfebnych v rtiznych odvétvich potravindiského primyslu nebo ke zvySeni
osmotolerance zemédélskych plodin v mistech, kde se potykaji s vysokou
koncentraci NaCl v ptude¢.

Hlavni ulohou pfenaseci ZrSod2-22p a sod2p zkvasinek Z. rouxii a S.
pombe, které rozpoznavaji pouze Na™ a Li", je spise eliminace téchto toxickych
kationtli z bun¢k. PtrenaSece Nhalp z S. cerevisiae a Cnhlp z C. albicans, jez
transportuji kromé Na® a Li" také kationty K a Rb', viak ziejmé zastavaji

v bunikach, kromé eliminace toxickych iontd, jesté dalsi funkce (napt. pii regulaci
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koncentrace drasliku uvniti bunék, regulaci vnitrobunééného pH nebo bunécného

objemu).

4.2. 6 Konstrukce chimérniho prenasefe Nhalp-sod2p a jeho ex-

prese v S. cerevisiae

Jak jiz bylo zminéno, aminokyselinové sekvence N-koncovych
hydrofobnich ¢&asti prenasedti rodiny Na'/H -antiporterti kvasinek jsou velmi
konzervativni, naopak 1i8i se v délce a sloZeni hydrofilnich C-konct proteinii (tab. 1.
2). Zvysledkl uvedenych v publikaci ¢. 1 vyplyvd, Ze substratova specifita
pienase¢e Nhalp pro ionty K je dana sekvenci transmembranové ¢asti proteinu.
Jelikoz S. pombe antiporter sod2p byl pii heterologni expresi v S. cerevisiae funkéni
(publikace ¢. 4), zajimalo nas, zda je mozné zaménit Casti transmembranovych
oblasti mezi pfenaseci Nhalp a sod2p a vytvofit tak funkéni chimerni pfenaSec, ktery
by ptipadné transportoval draslik jako Nhalp.

Plasmid pNHA1-985, ktery byl pouzit pro konstrukci vSech zkracenych
verzi genu NHAI (publikace €. 1), byl vyuzit i pro konstrukei plasmidu pNHA1-
sod2 kodujiciho chimérni protein Nhal-sod2p (obr. 4. 3). Chimérni DNA obsahovala
usek genu NHAI s promotorem NHAI (od mista Xbal v promotorové oblasti az po
unikatni restrik¢éni misto Clal) kdédujici aminokyseliny 1-240, na néjz navazovala bez
pferuSeni Cteciho radmce Cast cDNA genu sod2 kédujici aminokyseliny 241-468.
V genu sod2 se normalné sekvence rozpoznavana enzymem Clal ve stejné oblasti
jako v genu NHAI nevyskytuje, ale zaménou jednoho nukleotidu (T”* — C) bylo
mozné toto misto v dané oblasti vytvofit, aniz by doSlo k zaméné odpovidajiciho
aminokyselinového zbytku v proteinu. Fragment kddujici useku cDNA genu sod?2
byl syntetizovan PCR, pfi¢emz vySe zminéné misto Clal bylo zavedeno pomoci
oligonukleotidu SODCLA (5’-TACCGTTTAATCGATGCTATTA-3’). Pouzitim
druhého oligonukleotidu SODXMA (5’-TAATCCCGGGCGTAATCTTCCTGT -3°)
bylo vytvofeno misto Smal tésn€ pied kodonem STOP genu sod2. Plasmid pNHA1-

sod2 obsahujici chimérni gen pak vznikl nahrazenim useku Clal-Smal (2,3 kb) v
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pNHA1-985 za 0,7 kb dlouhy PCR fragment cDNA genu sod?2 §tépeny enzymy Clal

a Smal (obr. 4. 3). Spravné napojeni sekvenci bylo ovéteno sekvenovanim.

A
pPNHAT-985
1124 200 1484
sod2—pp —
ATG STOP
SODCLAP> 4-SODXMA ——— NHAI (2,96 kb) — P
Xbal ATG o Clal e Smal STOP Sphl
PCR T
Clal Smal-STOP
B
Nhalp 238 N 1 1 D R E s 244
AAC ATT ATC GAT GCT ATT AGT
CGT TTA ATT GAT GCT ATT AGT
Cc
sod2p 238 R L I D A 1 S 244

Obr. 4.3 Schéma konstrukce plasmidu pNHAI-sod2. (A) Pomoci PCR byla
syntetizovana ¢ast cDNA genu sod2, pficemZ pouzitim oligonukleotidu
SODCLA (hybridizuje s nukleotidy 786-807 ¢cDNA genu sod2) bylo
v této oblasti zavedeno restrikéni misto Clal a pomoci oligonukleotidu
SODXMA misto Smal pted STOP kodonem. Po $tépeni enzymy Clal a
Smal byl fragment genu sod2 zaménén za Usek Clal-Smal v plasmidu
pNHA1-985. (B) Knapojeni sekvenci doslo v oblasti odpovidajici
aminokyselinam 240 a 241 (prolozen¢ je vyznacena zaména nukleotidu,

tuéné je vyznacena sekvence v chimérnim proteinu).

Aminokyselinovy zbytek D241, kde doslo k napojeni sekvenci, patii mezi
Ctyfi aminokyselinové zbytky, které jsou konzervativni v sekvencich vsech ¢lenti

rodiny Na'/H -antiporterd, jez byly identifikovany jako ddleZité pro zachovéni
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transportni aktivity ptrenaSeCe sod2p (obr. 1. 5 vkap. 1. 4). Mutace D241 — N
v sod2p neméla zZadny vliv na transport sodiku, av§ak kmen S. pombe nesouci takto
mutovany pienase¢ nebyl schopen rlstu za pfitomnosti LiCl (Dibrov a Fliegel,
1998). Mutace stejného zbytku v sekvenci Nhalp také neméla vliv na toleranci
bundk k Na', ale takto modifikovany pfena$e¢ netransportoval K™ (Simén, et al.,
2001). Z téchto dvou vysledkli vyplyva, ze D241 je pravdépodobné dilezity pro
zachovani transportni aktivity u obou pfenaSecl. Z hlediska pravdépodobné
sekundarni struktury proteinu se D241 nachdzi v hydrofilni smycce mezi
transmembranovymi doménami VII a VIII (obr. 1. 5). Ackoliv nedoslo ke zméné
D241 pti vzniku chimérniho proteinu Nhal-sod2p, sekvence v okoli D241 jsou u
Nhalp a sod2p méné konzervativni (obr. 4. 3). Navic na vzniku vazebného mista pro
ionty se pravdépodobné podili strukturni motivy z riznych oblasti transmembranové
¢asti proteinu, které u jednotlivych ptenaseci Nhalp a sod2p nemusi byt zcela
shodné. Vsechny tyto zmény v sekvenci mohly zapiiCinit, Ze chimérni pfenasec
Nhal-sod2p netransportoval K a byl témé&f nefunkéni i v piipadé iontd Na™ a Li'.
Pro pfesné objasnéni velmi nizké aktivity kombinovaného pfenasece Nhal-sod2p by
vSak byla zapotfebi mnohem podrobné;jsi analyza (napt. ovéfeni spravné lokalizace
chimérniho proteinu v membrané ¢i meéfeni vystupu iontd zbunék nesoucich

kombinovany ptfenasec).

4.2.7 Mutageneze genu ZrSOD2-22

Srovnani aktivit Na'/H -antiportnich systémt kvasinek (publikace ¢&. 4)
ukazuje, ze prenase¢ ZrSod2-22p rozpoznava jako své substraty pouze ionty sodiku a
lithia. Zajimalo nés tedy, zda by bylo mozné mutaci nékterého aminokyselinového
zbytku vsekvenci ZrSod2-22p rozsifit jeho substratovou specifitu tak, aby
transportoval draslik. Pro mutagenezi genu ZrSOD2-22 byla zvolena metoda pomoci
UV zéafeni (Wagner, et al., 2001). Tuto, u kvasinek velmi rozSifenou metodu lze
pouzit jednak k zavedeni mutaci do chromosomalnich gend, ale také do gena
umisténych na plasmidech, které jsou v bunikach obsaZeny v jedné nebo né¢kolika
malo kopiich (centromerové vektory). Pfi pouziti mnohokopiovych vektori, kdy
v jednotlivych bunkach je 20-30 kopii daného genu, velky pomér poctu plasmidi

obsahujicich gen nemutovany vu¢i tém, u nichz dosSlo k mutaci, vjedné burice
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snizuje pravdépodobnost izolace plazmidu nesouciho mutovany gen. Fenotyp, ktery
by burka ziskala pfitomnosti mutovaného genu, by mohl ptekryvat fenotyp ziskany
z dalsich kopii dané¢ho genu, kde nedoslo k mutaci.

Gen Zr-SOD2-22 bylo proto nejdiive nutné pieklonovat z mnohokopiového
plasmidu YEp352 (plazmid pZrSOD2-22 v publikacich €. 3 a 4) do centromerového
vektoru (obr. 4. 4). K tomu byl vyuZit podvojny vektor p416GPD (Mumberg, et al.,
1995). Z plasmidu pZrSOD2-22 byl §tépenim restrikénimi endonukledzami Sacl a
Sall ziskan fragment (3,04 kb) odpovidajici promotoru genu NHAI a genu ZrSOD2-
22. Tento fragment byl vlozen do p416 GPD namisto promotorové oblasti GPD (obr.
4. 4). Vysledny centromerovy plasmid obsahujici gen ZrSOD2-22 s promotorovou
oblasti NHA 1 byl oznafen p4G-ZrSOD2-22.

CEN6/ARSH4

p416 GPD
(5,80 kb) CYCl-term.

Xhol
= Sall

Xbal

Saci'. i

Sacl e Sall

- I— <«—— 7rSOD2-22

STOP ATG Xbal

Obr. 4. 4 Schéma konstrukce plasmidu p4G-ZrSOD2-22. Usek Sacl-Sall ve
vektoru p416 GPD byl nahrazen Sacl-Sall fragmentem DNA
vystépenym z plasmidu pZrSOD2-22 obsahujicim promotor NHAI a
gen ZrSOD2-22.

Plasmid p4G-ZrSOD2-22 byl transformovan do kmene B31 kvasinky S.
cerevisiae a u transformantii bylo ovéreno sledovanim jejich tolerance viici NaCl a
LiCl, Ze ptenase¢ ZrSod2-22p exprimovany z plasmidu p4G-ZrSOD2-22 je funk¢ni.
Pritomnosti plasmidu p4G-ZrSOD2-22 v buiikach doslo ke zvySeni tolerance bunék
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k LiCl i NaCl vzhledem ke kontrolnim bunkadm s prazdnym vektorem (tab. 4. 1).
Tolerance bun€k obsahujicich centromerovy plasmid p4G-ZrSOD2-22 k sodiku a
lithiu byla niz$i v porovndni sbunkami nesoucimi mnohokopiovy plasmid
pZrSOD2-22 (tab. 4. 1) ztejmé v dasledku nizsiho poctu kopii genu ZrSOD2-22
v buikdch a tim 1 nizS§iho poctu molekul pienaseCe. Transformanty obsahujici

plasmid p4G-ZrSOD2-22 byly déle pouzity pro mutagenezi pomoci UV-zafeni.

Tab. 4. 1 Maximalni koncentrace NaCl a LiCl tolerované buiikami kmene S.
cerevisiae B31 obsahujicimi vektor p416GPD, mnohokopiovy
plasmid pZrSOD2-22 nebo centromerovy plasmid p4G-ZrSOD2-22.

LiCl NaCl
B31 (enal-44 nhalA) [mM] [mM]
[p416GPD] 20 200
[pZrSOD2-22] 150 2000
[p4G-ZrSOD2-22] 60 1400
100
100 -
90 -
S 80
~ 704
,-q:: 60 57
2 50 -
s 40 1
S 30 1 22
& 20 1 8
10 1 0,3 0
0 -

0 5 10 15 25 30

Doba piisobeni UV zaieni [min]

Obr. 4. 5 Graf zavislosti preziti bun¢k na dobé plisobeni UV-zateni.

Nejprve bylo nutné zjistit zavislost preziti bunék na dobé ptisobeni UV-
zateni. Jak je popséano v metodach (kap. 3. 2. 3), stejné mnozstvi bun¢k B31 [p4G-
ZrSOD2-22] bylo vyseto na misky s bohatym médiem YPG a jednotlivé misky byly

ozateny ultrafialovym zafenim po rtizné dlouhou dobu (0, 5, 10, 15, 25, 30 s). Na
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obr. 4. 5 je zndzornén graf zavislosti poc¢tu ptezitych bun¢k (odhadnuto poctem
kolonii, které na miskach po plisobeni UV svétla vyrostly) na dob& ozareni. Aby
mutageneze byla dostatecné U€inna je potieba, aby ozéieni nepiezilo 50-95 % bunék
(Evans, 1996). Z grafu na obr. 4. 5 vyplyva, Ze pfi ptisobeni UV zatfeni po dobu 10
s preziva kolem 22 % bunék. Tato doba pusobeni byla také vybrana pro dalsi
experimenty.

Pro pfipad statistického vyhodnoceni pravdépodobnosti vzniku mutace
v daném misté se pii mutagenezi genu ZrSOD2-22 vychézelo z osmi nezavisle na
sobé napéstovanych kultur bun¢k B31[p4G-ZrSOD2-22] a s kazdou kulturou byl
proveden stejny postup jako je popsano v metodach (kap. 3. 2. 3). Suspenze bunéck
po mutagenezi (pochdzejici plivodné z jedné nezavislé kolonie) byly rovnomérné
vysety vzdy na 5 misek s minimalnim (YNB) selekénim médiem s vysokou
koncentraci KCl (1.8 M) obsahujicim piislusné auxotrofni slozky (adenin a
tryptofan). Toto selekéni médium bylo vybrano z né€kolika divoda: (i) Kmen B31
obsahuje mutaci ura3-1 a nemtze rust na médiich bez uracilu. Minimalni médium
bez uracilu tedy umoznovalo rist pouze builkdm obsahujicim plasmid p4G-
ZrSOD2-22 s neposkozenym genem URA3. (ii) Buiikky kmene B31 transformované
nemutovanym plasmidem p4G-ZrSOD2-22 jsou velmi citlivé k vysokym
koncentracim KCl. Pokud by doSlo mutaci v genu ZrSOD2-22 k rozsifeni
substratové specifity pfenaSece ZrSod2-22p o draslik a pfenase¢ by transportoval
ionty K", buriky by mohly za&it rfist i na vysokych koncentracich KCI. Koncentrace
1,8 M KCIl byla nakonec pouZzita, protoze pfi selekcich na nizSich koncentracich KCl
(1,2 M, 1,4 M) v pilotnich experimentech se vzdy objevovalo velké mnozstvi
spontannich mutantl. Na vSech miskéach se selekénim médiem se po sedmi dnech
inkubace pii 30 °C objevilo nékolik kolonii kvasinek, z nichz bylo celkem 23 (vzdy
2-4 kolonie pochazejici z jedné nezavislé bunécné kultury na pocatku pokusu)
dvakrat po sobé preockovano na nové misky se selekénim miniméalnim médiem
YNB + 1,8 M KCl, aby se ovéfila rezistence bunék k vysokym koncentracim KCI.
Ctyfi z 23 kolonii na novych miskach s KCl jiz nevyrostly.

Zda schopnost ristu mutantli na vysokych koncentracich KCI byla vazana
na pritomnost plasmidu p4G-Zr-SOD2-22 nebo zda se jednalo o mutaci
v chromosomalni DNA, bylo zjistovano tak, ze ze vSech 19 kolonii byla izolovana
plasmidova DNA a pomnozena v E. coli. Z E. coli byla plasmidova DNA izolovana

minipreparaci a restrik¢ni analyzou plasmidi bylo zjisténo, ze ve vSech 19 ptipadech

76



izolovand plasmidovda DNA odpovidala plasmidu p4G-ZrSOD2-22. Zpétnou
transformaci z E. coli izolovanych plasmidii do kmene B31 byly ziskdny nové
transformanty, u nichz byla testovana tolerance ke KCIl pomoci kapkovych testt.
Ani v jednom piipadé¢ vSak nedosSlo k obnoveni ptiivodniho fenotypu (schopnosti
rustu bun¢k za piitomnosti 1.8 M KCl), z ¢ehoz vyplyva, ze tolerance ptivodnich
mutantd ziskanych po UV mutagenezi k drasliku nebyla zavisla na pfitomnosti
plazmidu p4G-ZrSOD2-22. Timto zplsobem se tedy nepodafilo rozsifit
substratovou specifitu prenasece ZrSod2-22p. Mutageneze plasmidové DNA in vitro
pomoci chemickych ¢inidel (napf. hydroxylaminu) nebo cilend mutageneze
nekterych zbytkli v transmembranové oblasti pienaSece ZrSod2-22p jsou dalsi
metody, kterymi by se mohlo podafit modifikovany ZrSod2-22p ziskat. Pro tuto
praci bude mozné vyuzit zkonstruovany plasmid p4G-ZrSOD2-22.

4. 2.8 Studium lokalizace ZrSod2-22p a sod2p exprimovanych v S.

cerevisiae

Vysledky uvedené v publikacich ¢. 3 a 4 (zvySeni tolerance bun¢k a méfeni
vystupu iontli z bun¢k nesoucich heterologni pienasece ZrSod2-22p ze Z. rouxii a
sod2p ze S. pombe) ukazuji, ze oba transportni systémy jsou v bunkéach funkéni a
tedy 1 spravné¢ lokalizovany v membrdané. Pro potvrzeni lokalizace obou
heterolognich systémii sod2p a ZrSod2-22p byla pouzita stejnd metoda znaceni
proteinii GFP na jejich C-koncich jako v pfipadé proteini Nhalp a Cnhlp (publikace
¢. 1 a 2). Pro klonovani genu ZrSOD2-22 a cDNA genu sod2 do vektoru pGRUI
(obsahuje sekvenci kodujici GFP protein), byly fragmenty DNA odpovidajici
promotoru NHAI s ptipojenou sekvenci genu ZrSOD2-22 nebo cDNA genu sod2
nejdiive syntetizovany pomoci PCR. Jako matrice pro PCR slouzily plasmidy
pZrSOD2-22 a pSpsod2. Pii této polymerdzové reakci bylo uobou fragmenta
pomoci oligonukleotidu ZSOSAC2 (5’-CAGGTGAGCTCTAGACTGGGAGAAG-
3’) zavedeno misto Sacl pted misto Xbal promotoru NHAI a pomoci oligonukleotida
ZSOSMA (5’-TCCCCCGGGAATCAGCATGGTCCTTAAC-3’, pro ZrSOD2-22) a
SpsodSMA2 (5’ TCCCCCGGGAAACGTAATCTTCCTGTG -3°, pro sod2)
zavedeno unikatni restrikéni misto rozpoznavané enzymem Smal namisto kodonu

STOP. Pomoci téchto mist byly fragmenty klonovany do vektoru pGRU1 tak, aby
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nedoslo k preruseni ¢teciho ramce mezi sekvencemi kodujicimi pienaSeCe a sekvenci
GFP. Zkonstruované plasmidy kodujici prenaseCe znacené GFP byly nazvany
pZrSOD2-22GFP a pSpsod2GFP. Spravné napojeni sekvenci bylo opét ovéfeno
sekvenovanim.

Oba plasmidy byly transformovany do kmene B31 kvasinky S. cerevisiae a
nejdiive bylo testovano, zda pfipojeni GFP na C-konce proteinti nemé vliv na funkci
heterolognich pfenaSect v S. cerevisiae. Z kapkového testu na obr. 4. 6 je patrné, ze
buiiky obsahujici plasmid pZrSOD2-22GFP tolerovaly stejné mnozstvi NaCl a LiCl
jako bunky ZrSod2-22p bez GFP. Podobny vysledek byl ziskan také s transformanty
nesoucimi plasmidy pSpsod2GFP nebo pSpsod2. Ztoho vyplyva, ze piipojeni
sekvence GFP nemélo vliv na aktivitu pfenaSect a zfejmé ani na jejich mnozstvi v
bunkach. AvSak pfi pozorovani bunék (v exponencialni i stacionarni fazi rlstu) ve
fluorescenénim  mikroskopu, nebyla fluorescence lokalizovana v buinkach
exprimujicich pfenase¢ ZrSod2-22p znaceny GFP na periferii bunky jako v ptipadé
Nhalp nebo Cnhlp (publikace €. 1 a 2), ale v ohrani¢enych shlucich (obr. 4. 7).
Pozorovani bun¢k v konfokalnim mikroskopu, pomoci n€hoz jsme se snazili zjistit,
kde se tyto shluky v buiice nachazi, prokazala, ze shluky nejsou lokalizovany
v plasmatické membran¢ bunck, ale uvnit buiikky avSak mimo vakuolu. V bunkach
obsahujicich ptenase¢ sod2p znaceny GFP nebyla pozorovana viibec Zadna

fluorescence.

S. cerevisiae
B31(enal-4A nhalA) - 1600 mM NaCl 60 mM LiCl

[YEp352]

[pZrSOD2-22]

[pZrSOD2-22GFP|

Obr. 4. 6 Tolerance bunék kmene B31 transformovanych prazdnym vektorem
(negativni kontrola) nebo plazmidem koédujicim neznaceny (pZrSOD2-22,
pozitivni kontrola) ¢i GFP znaceny (pZrSOD2-22GFP) pienaSe¢ ZrSod2-
22 k sodiku a lithiu byla sledovana na YNB-miskach obsahujicich NaCl
nebo LiCL
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Obr. 4. 7 Buiikky kmene B31 kvasinky S. cerevisiae exprimujici pfenaSec Z.
rouxii ZrSod2-22p znaceny GFP ve fluorescen¢nim mikroskopu.

Tento neoCekavany vysledek by mohl znamenat, Ze pfenaSece ZrSod2-22p i
sod2p znadené GFP jsou v bunkdch Spatné lokalizovany, ¢emuz ale neodpovida
zachovani fenotypu bun€k nesoucich GFP znacené verze (zvySend tolerance bun¢k
k NaCl a LiCl, viz. obr. 4. 6). Nezda se také, ze by v bunkéach exprimujicich GFP
znaCenou verzi ZrSod2-22p dochazelo krychlému metabolismu celého
heterologniho proteinu a zbyly protein GFP, ktery je relativné rezistentni k
proteolyze vakuolarnimi protedzami (Burd, 2000), by se v buiikdch akumuloval.
Pravdépodobnéjsim vysvétlenim ziejmé je, ze v bunikdch dochézi k odstépeni GFP
z proteinu  ZrSod2-22°"" n&kterou protedzou v endoplasmatickém retikulu nebo
Golgiho aparatu (napt. na C-konci ZrSod2-22p se nachazi n¢kolik restrikénich mist,
KK, RR, KR, RK, kterd jsou rozpozndvana protedzou Kex2p nachazejici se
v cisternach Golgiho aparatu (Fuller, et al., 1989; Zhang, et al., 2001)). V tomto
ptfipadé by prenase¢ ZrSod2-22p bez GFP byl spravné lokalizovan v plasmatické
membrané, aby zajiStoval bunkam toleranci k sodiku a lithiu, a pozorovana
fluorescence by byla vysledkem akumulace pouze odstépeného proteinu GFP.
Subcelularni frakcionace bunék a nasledna imunodetekce proteinu GFP pomoci
protilatek anti-GFP by umoznila ovéfit, zda k odSt€peni GFP opravdu dochazi a kde
je protein lokalizovan. U bunék s prenaseem sod2p®" je mozné, 7e adkoliv protein
sod2p obsahuje sekvenci GFP, je spravné lokalizovan v membrang, ale napt. ze
stérickych davodii, neni chromofor GFP spravné poskladan (vznika samovolnou
cyklizaci tfi aminokyselinovych zbytkl, viz. kapitola 4. 1. 1) a nedochéazi tak

k vyzatfovani zadné fluorescence.
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4.3 Exprese Zivo¢iSnych genti koédujicich Na'/H'-

antiportni systémy v S. cerevisiae

Vzhledem k podobnosti struktury vSech eukaryotnich bunék a procest
probihajicich v nich, se kvasinky s ispéchem vyuzivaji jako modelové organismy i
ke studiu biologickych systémi z vysSich eukaryot. V zivoc¢isnych bunkéch, jak
popisuje také kapitola 1. 4. 4, Na'/H -antiportery vyuzitim koncentraéniho spadu
sodnych iontl pfes membranu zprostiedkovavaji aktivni vystup protonii z bun¢k a
podileji se tak na regulaci vnitrobunécného pH, na zachovavani bunéé¢ného objemu a
také na transportu sodnych iontd mezi vrstvami epitelidlnich bunék (Wakabayashi, et
al., 1997). V této praci bylo studovano, zda je mozné funkéné exprimovat Zivocisné
Na'/H -antiportery (izoformy NHEI1-3) v kvasinkach, coz by vyznamné usnadnilo

jejich charakterizaci na molekulové trovni.

4.3.1 Klonovani cDNA geniit NHE1-3 za promotor NHA1

DNA koédujici prenase¢e NHEI-3 pouzité v této praci byly izolovéany
z raznych tkéani potkana (R. norvegicus) (Collins, et al., 1993; Orlowski, et al., 1992).
Pro expresi v S. cerevisiae byl nejdiive zvolen stejny expresni systém jako v pripadé
exprese heterolognich antiporterit z kvasinek (promotor NHAI, mnohokopiovy
vektor YEp352). Pro konstrukci plasmidi nesoucich jednotlivé izoformy, byly
cDNA gent NHEI1-3 nejprve amplifikovany PCR, pfi niZ pomoci oligonukleotidli
uvedenych na obr. 4. 8 a v dalSim textu byla zavedena vhodna restrikéni mista pro
jejich klonovani do vektoru YEp352. Jako templaty pro reakce PCR slouzily
plasmidy pCMV-NHE1, pCMV-NHE2, pCMV-NHE3 obsahujici kompletni cDNA
kodujici jednotlivé izoformy Na'/H™ antiportert (Collins, et al., 1993; Orlowski,
1993), které se lisi svou délkou (obr. 4. 8) i funkci v zivocisSnych buiikach (viz. kap.
1.4.4).

V piipadé¢ cDNA izoformy NHEI, bylo pomoci oligonukleotidu NIBAM
(5’-GGGGATCCGTATGATGCTAAG-3’) zavedeno restrikéni misto BamHI pied
startovni kodon a pomoci oligonukleotidu NI1ECO (5°-
GGAATTCCAGGAGGCAGGAGCAAG-3’) restrikéni misto EcoRI za kodon
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STOP ¢DNA genu a PCR syntetizovany fragment (2,5 kb) byl pomoci téchto mist
vlozen do vektoru YEp352. Vysledny plasmid byl oznacen pNHEIL. VloZeni
sekvence promotoru NHAI ptfed cDNA genu NHE1 bylo provedeno nésledujicim
zpusobem: Pomoci PCR byl nejdiive syntetizovan fragment DNA odpovidajici
promotoru NHAI (-674 az —2). Jako templat slouzila genomova DNA z kmene S.
cerevisiae ~ FL100;  byly  pouzity  oligonukleotidy = NHAXBA  (5’-
TTGCATTTGGAAGTAGCC-3") hybridizujici se sekvenci nachazejici se tésné pred
mistem Xbal v promotoru NHAI (nt -674), a oligonukleotid NHABGL (5’-
CATAAGATCTAGCTAAGT-3’), pomoci n¢hoz byla na konec promotoru NHAI
zavedena sekvence rozpoznéavana restrikénim enzymem Bg/Il. Fragment promotoru
po Upravé restrikénimi enzymy Xbal a Bg/ll bylo mozné ve spravné orientaci vlozit
do plasmidu pNHE]1 linearizovan¢ho enzymy Xbal a BamHI. Vysledny plasmid byl
nazvan pPNHA1-NHE1. PCR-fragment Xbal-Bg/Il promotoru NHAI byl zaroven
vloZen do prazdného vektoru YEp352 stépené¢ho enzymy Xbal a BamHI a vysledny
plasmid pPPROMNHA1 byl déle pouzit pro klonovani verzi NHE2 a NHE3 (viz. také
publikace €. 2, 3, 4 - klonovani gentt CNH1, ZrSOD2-22 a sod?).

A pCMV-NHE1 (NHEI™™ 2463 nt, 820 aa)

-761 +1 +2463 +3820
NHE] ——»
ATG STOP
N1BAM —» <4—N1ECO

B pCMV-NHE2 (NHE2"™ 2094 nt, 697 aa)

546 +1 +2094 +3413
| NHE2 ——»
ATG STOP
N2SMA —» <4—N2SAC

C pCMV-NHE3 (NHE3"™" 2496 nt, 831 aa)

44

\: +2493 +4288
NHE3 —»
Kpnl
ATG STOP
N3SMA —» <4—N3ECO
N3KPN—» <4— N3SSE
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Obr.4.8 Schéma PCR reakci pomoci nichZz byly amplifikovany cDNA genl
kodujicich verze Na'/H" antiporterti z potkana: NHEI (A), NHE2 (B) a
NHE3 (C).

Pro amplifikaci cDNA genu NHE2 byly pouZzity oligonukleotidy N2SMA
(5’-TGTCCCGGGGAGCTGTCTTCTC-3") a N2SAC (5°-
CTTTGAGCTCATATCATGGCTTTTC-3) (obr. 4. 8), pomoci nichz byly zavedeny
sekvence rozpoznavané¢ enzymem Smal pred startovnim kodonem a Sacl za
kodonem STOP cDNA koédujici NHE2. Smal-Sacl fragment (2,1 kb) byl vloZen ve
spravné orientaci za sekvenci promotoru NHAI do plasmidu pPROMNHAI
linearizovaného stejnymi enzymy. Vysledny plasmid byl nazvan pPNHA1-NHE2.

cDNA genu NHE3 byla nejprve amplifikovana pomoci oligonukleotid
N3SMA (5’-GGCTCCCGGGGCTGAGCAGCAG-3’) a  N3ECO (5-
GGGAGGAATTCGTGCTGGGCAGC-3’). Sekvenovanim vsak bylo zjisténo, ze
syntetizovany DNA fragment je o 288 nt krat$i na 5’ konci (na urovni proteinu
zkraceni o 96 aa na jeho N-konci), pravdépodobné¢ v disledku toho, ze
oligonukleotid N3SMA hybridizoval nespravné se sekvenci DNA pifedchazejici nt
289 (je podobna sekvenci na 5’ konci pfed startovnim kodonem cDNA NHE3).
V sekvenci nasledujici za nukleotidem 289 se nachazi kodon ATG ve vzdalenosti
382 nt od ptivodniho pocatecniho ATG, ktery by piipadné mohl byt rozpoznan jako
startovni kodon pro syntézu zkraceného proteinu. Doslo by vSak ke zkraceni proteinu
na N-konci o 127 aa, coz by pravdépodobné ovlivnilo jak lokalizaci, tak i funkci
proteinu. Také exprese tohoto konstruktu v kmeni B31 S. cerevisiae neméla viibec
zadny vliv na toleranci bunck k alkalickym kationtiim. Vzhledem k tomu, ze ani
navrzenim novych oligonukleotidii (N3KPN (5’-GCACGAGGTACCACGGTATG-
3”) a N3SSE (5’-GGAATTCATGCATGCGTGTGTGGACTCAGGGGAAGCG-3),
Obr. 4. 8) se nepodaiilo cDNA genu NHE3 naklonovat, pro dalsi praci byly pouzity
pouze plasmidy pPNHA1-NHE1 a pPNHA1-NHE2 obsahujici bezchybné klonované
cDNA potkanich antiportert NHE1 a NHE2.
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4. 3.2 Exprese NHE1 a NHE2 v kvasince S. cerevisiae

Plasmidy pPNHA1-NHE1 a pPNHA1-NHE2 byly transformovany do kmene
B31 a byla sledovéana tolerance transformantii k Na', Li" a K pomoci kapkovych
testh na miskdch obsahujicich 1Gzné mnozstvi chloridovych soli téchto ti
alkalickych kationtd. Jelikoz oba ptfenase¢e NHE1 a NHE2 v Zivo¢iSnych buikach
transportuji protony ven zbuitky a Na' (Li') ionty do bungk, v p¥ipadé funkéni
exprese prenasSeci v S. cerevisiae a jejich spravné lokalizaci v plasmatické
membrané, by buriky kvasinek byly vice citlivé ke kationtiim Na" a Li". Na miskach
s NaCl a KCl nebyl pozorovan zadny rozdil v toleranci mezi buikami obsahujicimi
plasmidy kodujici savéi antiportery a kontrolnimi builkami transformovanymi
prazdnym vektorem. Pouze na miskach s 15 mM LiCl (kationty Li" jsou pro buiiku
desetkrat vice toxické nez Na') buiiky obsahujici plazmid pPNHA1-NHEI rostly
pomaleji nez kontrolni buiiky a naopak, buiniky obsahujici plazmid pPNHA1-NHE2
rostly nepatrné 1épe. Rozdil mezi buitkami na miskach, kdy byl riist bun¢k pozorovan
po dobu nékolika dnti, se vSak neprojevil pii sledovani ristu bunék v tekutém médiu
(béhem 24 hodin) za ptitomnosti LiCl (5, 10, 15 mM LiCl). Rychlost d¢leni bun¢k
obsahujicich prazdny vektor nebo plasmid pPNHA1-NHE1 ¢i pPNHA1-NHE2 byla
za danych podminek stejnd, coz alespont naznacovalo, ze cDNA odpovidajici
zivociSnym genlim neni pro buiiky kvasinek toxicka.

V dalsi praci bylo provedeno nékolik pocatenich experimentl (exprese
NHE1 pod vlivem silnéjsiho promotoru a fuze proteint NHE1 a NHE2 s proteinem
GFP), které by mohly vést k objasnéni, zda nepatrny fenotyp pozorovany na miskach
je opravdu déan transportni aktivitou prenaSecl, a které by v budoucnosti mohly

prispét k optimalizaci exprese zZivo¢isnych membranovych proteinti v kvasinkéach.
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CEN6/ARSH4

p426 ADH
(7,46 kb) CYCl-term.

NHEI (2,5 kb)——>

Sacl

ATG — STOP

Obr.4.9 Schéma konstrukce plasmidu pADH-NHE1. c¢DNA odpovidajici
prenaseci NHEI byla vystépena z plasmidu pNHEI pomoci enzymi
rozpoznavajicich restrikéni mista BamHI a EcoRI a vlozena do
odpovidajicich mist v polylinkeru plasmidu p426-ADH za promotor
ADH.

Zvysena citlivost bun¢k kvasinek obsahujicich plasmid pNHA1-NHE1
k LiCl naznacovala, ze by pfenase¢ NHEI mohl byt alesponi nepatrné aktivni i
v bunikach S. cerevisiae. Potom zvySeny pocet kopii pienaseCe v bunikdch by mohl
vést ke zvyraznéni fenotypu (rozdilu v citlivosti na LiCl mezi buitkami obsahujicimi
pienaSe¢ a bunikami s prdzdnym vektorem), proto byl dalsi v fazi ptfenase¢ NHEI1
exprimovan v buiikdch B31 pod vlivem silnéjSiho promotoru
(alkoholdehydrogenazového promotoru, ADH (Hitzeman, et al., 1981)). Jak je
vyznaceno na obr. 4. 9 pomoci restrik¢nich mist BamHI a EcoRI byla cDNA kodujici
prenaSe¢ NHE1 klonovana ve sprdvné orientaci za promotor ADH do
mnohokopiového plazmidu p426-ADH (Mumberg, et al., 1995). Vysledny plasmid
byl nazvan pADH-NHEI].

Plasmid pADH-NHEI byl transformovéan do kmene S. cerevisiae B31 a opét
byla sledovéana tolerance bun¢k k solim. Bunky exprimujici NHE1 antiporter pod
vlivem siln¢jS$iho promotoru byly opravdu vice citlivé k LiCl (buniky uZ nerostly na
15 mM LiCl) nez buiiky s plasmidem pNHAI1-NHEI a nez buiiky kontrolni,
transformované prazdnym vektorem. Na miskdch s NaCl nebyl pozorovan zadny

rozdil. Z tohoto vysledku se zda, Ze Zzivodisny Na'/H' antiporter NHEI1 je
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v kvasinkach skute¢né exprimovan, ale jeho transportni aktivita je pravdépodobné

velmi nizka.

4.3.3 Studium lokalizace a funkce prenase¢ci NHE1 a NHE2

exprimovanych v S. cerevisiae

Ke studiu lokalizace zivocisnych prenaseci NHE1 a NHE2 exprimovanych
v S. cerevisiae byla pouzita stejnd metoda jako v pfipad€ transportnich systémil
z kvasinek: fuze fluorescencniho proteinu GFP k C-konclim pienaseci NHEI a
NHE2.

Ke klonovani cDNA kodujicich prenasece NHE1 ¢i NHE2 s promotorem
NHAI do vektoru pGRUI (obsahuje sekvenci kodujici GFP protein) bylo v obou
ptipadech vyuzito restrikéni misto Xbal nachazejici se v sekvenci promotoru NHA I
(pro PCR bylo vyuzito univerzalniho oligonukleotidu, ktery hybridizuje se sekvenci
nachazejici se ve vektoru YEp352). Restrikéni misto Sphl (bylo zavedeno pii
polymerazové reakci namisto kodontit STOP pomoci oligonukleotidu N1SPH2 (5°-
GCCTGGCATGCCTGCCCTTTGGGGATG-3> pro NHEIl) a N2SPH2 (5’-
TCATAGCATGCCTTTTCGTTGCCAAGGCGG-3" pro NHE2)) umoznilo bez
preruseni ¢teciho ramce napojeni sekvence kodujici dany prenase¢ se sekvenci GFP
pfi ligaci do vektoru pGRUI. Zkonstruované plasmidy kodujici GFP znacené
pfenaSece byly nazvany pPROMNHAI-NHE1IGFP a pPROMNHAI1-NHE2GFP.
Spravné napojeni sekvenci bylo ovéfeno sekvenovanim.

Plasmidy pPROMNHAI1-NHE1IGFP a pPROMNHAI-NHE2GFP byly
transformovany do kmene B31 kvasinky S. cerevisiae a buniky rostouci na miskéach i
v tekutém médiu (v exponencidlni i1 stacionarni fazi rlstu) byly pozorovany ve
fluorescenénim mikroskopu. Stejné jako v pfipadé exprese Na'/H -antiporteru
z kvasinky S. pombe oznaceného GFP (kap. 4. 2. 8), fluorescence specifickd pro GFP
nebyla nalezena za Z4ddnych podminek v bunkdch obsahujicich plasmid
pPROMNHAI1-NHE1GFP. Na druhou stranu, jak ukazuje obr. 4. 10, v buitkach
obsahujicich plasmid pPROMNHA1-NHE2GFP byla fluorescence lokalizovana
uvnitt bunék v cytoplasmé mimo vakuolu. Pfenase¢ NHE2 znaceny GFP se tak zda
byt bud’ zadrzovan v membranach endoplasmatického retikula nebo by mohl byt

smérovan do jinych bunécnych kompartmentli, napi. podobné jako S. cerevisiae
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vlastni ~ Na'/H -antiporter =~ Nhxlp, ktery je lokalizovan v pozdnich
endosomalnich/prevakuolarnich kompartmentech, kde se podili na vnitrobunééné
sekvestraci Na® (Nass, et al., 1997; Nass a Rao, 1998). Akumulace proteinu
v membranach uvniti bunky by vysvétlovala také nepatrné zvySenou toleranci bunék
obsahujicich neznadeny pienase¢ k LiCl (kapitola 4. 3. 2). Cinnosti NHE2 by se

ionty Li" uvnitf buriky transportovaly do bun&énych kompartmentil, ¢imz by se

sniZila toxicita ptisobeni lithia v bunééné cytoplazmé.

A

Obr. 4. 10 Mikroskopicka pozorovani (A - Nomarski, B - fluorescence) bun¢k B31
transformovanych plasmidem pPROMNHA 1-NHE2GFP

z exponencialni faze rastu v tekutém médiu.

V kvasinkdch byla uspéSné exprimovana celda fada rozpustnych proteint
savcl, na druhou stranu exprese zivociSnych membranovych proteintl v kvasinkach
neni tak snadna. Mezi transportni systémy izolované z vysSich eukaryot, které se
podafilo v kvasinkach funk¢éné exprimovat patii naptf. sodno-fosfatovy symportni
systém izolovany zledvin potkana (Bernhardt, et al., 1999). V ptfipad¢ exprese
podjednotky o a B epitelidlniho sodného kanalu savcti ENaC bylo zjisténo na zakladé
imunodetekce, ze v kvasinkdch dochazi k expresi proteinu, jeho funkénost vSak byla
pfedpovézena také pouze na zaklad€ sledovani rastu na médiich s NaCl (zvySena
citlivost bundk k Na') (Gupta a Canessa, 2000). Transportni aktivita pienasede
nebyla piimo stanovena. Podobné tomu bylo také v ptipadech exprese draselného
kanalu gpIRK1 izolovaného ze srde¢ni tkdné¢ morcete (Tang, et al., 1995) nebo pii
expresi dvou podjednotek Kir 6.1 a Kir 6.2 tvoricich pér savéiho draselného kanalu
senzitivniho k ATP (Graves a Tinker, 2000). Navic, exprese lidského transportniho
systému pro glukosu Glutlp v S. cerevisiae ukazala, ze ackoliv byl protein v buiikach

spravné lokalizovan v plazmatické membrang, byl neaktivni. Aktivni forma byla
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ziskdna pouze, pokud v genomu S. cerevisiae byl mutovan gen FGYI kodujici
protein, ktery pravdépodobné reguluje v S. cerevisiae Kkatalytickou aktivitu
hexosovych pienaseci (Boles, et al., 2000). Pro rtizné membranové proteiny
z vyS$ich organizmi je pravdépodobné nezbytné vyvinout v kvasinkach specifické
podminky zajistujici jejich funkéni expresi. V laboratofi Dr. M. Montero-Lomeli se
pokouseli také o expresi Na'/H" antiporteru NHE1 izolovaného z prase¢i ledvinové
tkan¢ v kmenech S. cerevisiae (Montero-Lomeli a Facanha, 1999). V jejich ptipadé
bylo zjisténo pomoci protilatek proti tseku 40 aa na C-konci proteinu, Ze, piestoze
dochazi ksyntéze proteinu NHEI1, protein je zadrzovan v membranach
endoplasmatického retikula. Transportni aktivita specificka pro NHEI byla
detekovana pouze v proteoliposomovych vaccich, které byly rekonstituovany z
membran izolovanych z bunék kvasinek nesoucich cDNA kodujici NHE1 (Montero-
Lomeli a Facanha, 1999). Zadrzovani zivoc¢iSnych proteinti uvniti bun¢k muize
zpusobovat kontrolni systém kvasinek, ktery rozpozndva abnormalni proteiny
syntetizované na drsném ER a zabranuje jejich postupu sekre¢ni drahou koncici
v plasmatické membrané (Ellgaard, et al., 1999). Transportni aktivita Na'/H'-
antiportnich syst¢émtt NHE je v zivociSnych buikach také regulovana pomoci
posttransla¢nich modifikaci (glykosylace, fosforylace) (Orlowski a Grinstein, 1997).
Pravé proces glykosylace proteini v sekre¢ni draze je v builkdch kvasinek a
zivo€ichl velmi odliSny (Munro, 2001). Proto pro objasnéni vsech vysledki
dosazenych v této praci a pro optimalizaci exprese Zivo¢isnych Na'/H' antiporteri
v kvasinkach bude potieba provést mnoho dalSi experimentalni prace, kterd by
odhalila jednotlivé limitni kroky heterologni exprese (napi. detekce produktl
transkripce cDNA, pfesné urceni lokalizace proteinli pomoci protilatek, méteni
transportni aktivity). V kazdém piipad¢ se kvasinky zdaji jako vhodny expresni
sytém uziteCny ke studiu struktury a funkce zZivociSnych proteinti, ktery muze
napomoci k charakterizaci proteinii na molekulové Urovni, napiiklad k identifikaci
mutaci, které maji vliv na transport iontll pomoci pfenaSect a na regulaci transportu.
V neposledni fad¢ je exprese v S. cerevisiae vhodnym néstrojem ke studiu citlivosti

transportnich systémt k toxickym latkam, popft. k 1é¢iviim.
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5 Zavér

Hlavnim cilem této prace bylo (1) funkéné charakterizovat Na', K'/H'-
antiportni systém Nhalp z kvasinky S. cerevisiae, zejména vyznam extrémné dlouhé
hydrofilni C-koncové domény proteinu na jeho aktivitu a funkci v bunice, a (2)
porovnat transportni vlastnosti Nhalp s chovanim Na'/H -antiporteri z jinych
kvasinek (C. albicans, Z. rouxii a S. pombe) exprimovanych za stejnych podminek

v S. cerevisiae.

Bylo zjisténo, Ze hydrofilni C-koncova cast prenaseCe Nhalp z kvasinky
S. cerevisiae, ktera tvofi vice nez 56 % proteinu, nema vliv ani (i) na lokalizaci
proteinu v bufice ani (ii) na substratovou specifitu pienasece. Naopak, C-koncova
oblast (iii) ovliviiuje transportni aktivitu Nhalp pro sodik, lithium a rubidium
(nalezeno jako Ctvrty substrat prenaseCe). Byla identifikovdana oblast C-konce
proteinu (aminokyseliny 883-928), kterd je nezbytnd pro zachovani maximalni
transportni aktivity pfenasecCe pro sodik a lithium. Dale bylo zjisténo, ze se C-
koncova c¢ast proteinu Nhalp podili (iv) na regulaci hladiny draselnych iontl v burice
a (v) na odpovédi bunky k ndhlym zméndm vnitrobunééného pH a osmolarity
prostiedi (publikace €. 1). Navic, pomoci fuze promotoru NHA!I s genem kodujicim
B-galaktosidazu, byla vyvricena hypotéza (Masson a Ramotar, 1998), ze by
transkripéni faktor Imp2p, ktery se v S. cerevisiae podili na zajisténi tolerance bunék

k vysokym koncentracim monovalentnich kationtd, mohl fidit expresi genu NHA .

V ramci charakterizace Na'/H -antiporterti z jinych kvasinek bylo zjisténo,
7e podobné jako Nhalp, Na'/H -antiporter z patogenni kvasinky C. albicans
zprostfedkovava transport nejen sodiku a lithia ale i drasliku a rubidia, a je také
schopen se podilet na regulaci vnitrobunééného pH pii heterologni expresi v S.
cerevisiae (publikace €. 2). Tyto vysledky by mohly vyznamné ptispét k poznatkiim
zabyvajicim se morfologickymi zménami a patogennimi vlastnostmi C. albicans.
Ptenase¢ ZrSod2-22p z osmotolerantni kvasinky Z. rouxii byl shledan jako velmi
ucinny systém s vysokou transportni kapacitou pro sodik a lithium, avsak, stejné jako
antiporter sod2p z S. pombe, neni schopen rozpoznat jako své substraty ionty

drasliku a rubidia (publikace ¢. 3 a 4).
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Dosazené vysledky srovnani vlastnosti (substratové specifity a funkce)
homolognich pfenase¢ti umoziiuji rozdélit rodinu Na'/H -antiporterti plasmatické
membrany kvasinek (TC 2.A.36) na dvé podrodiny:

(1) Podrodina antiportnich systémil se substratovou specifitou pouze pro sodik a
lithtum (S. pombe, Z. rouxii), jejichz hlavni funkci v buitkach je eliminace
toxickych kationta.

(2) Podrodina s antiportnimi systémy (S. cerevisiae, C. albicans), které
zprostiedkovavaji transport vSech alkalickych kationtd (Na', Li", K', Rb") a
které zastavaji v bunkach vice funkci. Krom¢ odstranovani toxickych kationti se
ziejme podileji na regulaci vnitrobunécéné koncentrace drasliku, vnitrobunééného

pH ¢i bunééného objemu.

Ttetim cilem této prace bylo pokusit se v kvasince S. cerevisiae funkéné
exprimovat Na'/H'-transportni systémy savéich bunék. Byly zkonstruovany
plasmidy pPNHA1-NHEI a pPNHA1-NHE2 obsahujici ¢cDNA kédujici Na'/H"
antiportery NHE1 a NHE2 ze srdce a z epitelidlni tkan¢ tenkého stfeva potkana za
promotorem NHAI zS. cerevisiae, které byly transformovany do kmene S.
cerevisiae B31 (enal-4A nhalA). Na zakladé sledovani tolerance bun¢k B31
obsahujicich expresni vektory s cDNA geni NHEI a NHE2 k solim alkalickych
kovl se zd4, ze dochazi k expresi obou pfenasSecu, ale jejich transportni aktivita je
velmi nizkd. Pouzitd metoda urceni lokalizace pfenaSect v buiikach pomoci znaceni
GFP neni ziejmé v pfipadé savéich Na'/H -antiportera piili§ vhodna. Ziskané
poznatky budou slouzit pro dal§i experimenty tykajici se exprese zivociSnych

membranovych proteinl v S. cerevisiae.

Kromé toho se v ramci této dizertacni prace podafilo naklonovat nové alely
gentl koédujicich Na'/H -antiportery v kvasinkach C. albicans MEN (CNHI1-G23,
Acc. No. AF375984) a Z. rouxii CBS732 (ZrSOD2-22, Acc. No. AJ252273) a také
alelu genu kodujiciho v Z. rouxii CBS732 MAP-kindzu ZrHoglp (ZrHOGI, Acc.
No. AJ132606).
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6

Seznam pouzitych symboli a zkratek

aminokyselina, aminokyselinovy zbytek
alkoholdehydrogenaza

adenosindifosfat

rezistence k ampicilinu

autonomné se replikujici sekvence
adenosintrifosfat

pary bazi
3-[cyklohexylamino]-1-propansulfonova kyselina
centromera

cytochrom-c-oxidaza

deoxyribonukleova kyselina

endoplasmatické retikulum

green fluorescent protein
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza

kilobéaze, 1000 part bazi

kilodalton

mediatorova (messenger) ribonukleova kyselina
nikotinamidadenindinukleotid

redukovand forma nikotinamidadenindinukleotidu
nukleotid

absorbance (optical density) pfi vinové délce 600 nm
otevieny Cteci ramec

pocatek replikace v E. coli
polymerazova fetézova reakce
fosfoglyceratkinaza
ribonukleova kyselina
dodecylsulfat sodny
ultrafialovy

delece
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8 Résumé de la these de Doctorat en co-tutelle

1 Introduction

Le maintien d’ions a des concentrations intracellulaires constantes est essen-
tiel 4 la survie des cellules. Les principaux cations concernés sont le potassium (K"),
qui est indispensable au bon fonctionnement des levures, ainsi que le sodium (Na") et
le lithium (Li") qui sont toxiques lorsqu’ils sont présents en concentration trop im-
portante dans la cellule.

En effet, le potassium est indispensable a de nombreuses fonctions physio-
logiques et intervient dans le maintien de la pression osmotique. Ce cation ne pré-
sente pas de toxicité pour la cellule mais sa concentration doit étre limitée afin que la
pression osmotique intracellulaire soit compatible avec le bon fonctionnement de la
cellule. Par contre, les ions Na™ et Li" sont toxiques pour la plupart des levures. Les
seuils de tolérance aux ions toxiques et a la pression osmotique sont tres variables
d’une souche de levure a une autre.

Le maintien de la concentration intracellulaire de ces ions compatible avec
le fonctionnement cellulaire est assurée chez les levures par des mécanismes actifs
ayant pour fonction de transporter les cations monovalents. Chez Saccharomyces
cerevisiae, K', Na' et Li" sont exportés par les mémes systémes de transport
(Bafiuelos et al., 1998). Le systeme le plus efficace, et en particulier a pH voisin de
la neutralité, est constitué d’ATPases codées par les génes ENAI-4. La dégradation
de ’ATP fournit dans ce cas I’énergie nécessaire au transport. Par ailleurs, 1l existe
un antiporteur codé par le gene NHAI qui fonctionne a pH acide parce qu’il utilise le
flux entrant de protons (H") pour assurer I’efflux de cations. L’expression du géne
NHAI (YLR138w) est constitutive et faible. Il code pour une protéine de 985 ami-
noacides localisée dans la membrane plasmique. Enfin il faut noter que des travaux
antérieurs effectués au laboratoire suggerent que le transporteur Nhalp aurait des
fonctions plus générales dans la cellule et il participerait en particulier a la régulation
du pH intracellulaire (Sychrova et al., 1999).

Sur le plan de la structure, Nhalp posséde une extrémité N-terminale courte,

un domaine intermédiaire hydrophobe formé de 12 segments transmembranaires et
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un domaine C-terminal hydrophile probablement a localisation intracellulaire. La
structure a ¢été comparée aux produits de genes orthologues des levu-
res Schizosaccharomyces pombe (Jia et al., 1992) et Zygosaccharomyces rouxii
(Iwaki et al., 1998; Watanabe et al., 1995) les 2 seuls connus au début de ce travail,
ainsi qu’a celui trouvé plus récemment de Candida albicans (Soong et al., 2000). Le
degré de similarité entre les protéines est important dans les parties N-terminales et
intermédiaires tandis que le segment C-terminal présente des différences notables:
chez Saccharomyces cerevisiae, il est exceptionnellement long (554 aa, 56,2 % de la
protéine total) en comparaison des autres levures. Par ailleurs, les antiporteurs des
autres levures avaient été décrits comme étant uniquement des transporteurs a Na' et
Li". Ceci semblait donc suggérer un réle particulier pour ce long domaine hydrophile
de Nhalp: role dans le transport de plusieurs cations, dans la réponse au stress osmo-
tique ou encore dans la régulation du pH intracellulaire. C’est ce que nous nous

sommes attaché a tester au cours de ce travail.

2 Résultats

2.1 [Etude fonctionnelle du domaine C-terminal de la protéine

Nhalp de Saccharomyces cerevisiae

Une série de délétions de la partie codant le domaine C-terminal du géne
NHAI a été construite par PCR. Nous disposions ainsi de 13 all¢les allant du geéne
complet (2955 nt, 985 aa) jusqu’a la version la plus courte (1416 nt, 472 aa) ne com-
prenant que 41 aminoacides aprés le dernier domaine transmembranaire. Les ver-
sions délétées ont été clonées derriere le promoteur de NHAI (faible et constitutif)
dans un plasmide épisomique a nombre de copie élevé (YEp352). Les plasmides por-
tant les différentes versions du géne NHAI ont été introduits dans la souche B31
(enal-4A nhalA) de S. cerevisiae dont les génes chromosomiques, ENA -4 codant
pour des ATPases a Na' et le géne NHAI, ont été délétés. Cette souche est donc trés

sensible aux métaux alcalins.
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2.1.1 Le domaine C-terminal de la protéine Nhalp n’est pas important pour

sa localisation dans la cellule

Nous avons d'abord vérifi¢ que le raccourcissement de la protéine n'avait
pas d'effet sur sa localisation membranaire a 1’aide de techniques de marquage a la
GFP (green fluorescent protein (Niedenthal et al., 1996)). Le géne codant pour la
protéine GFP a été fusionné dans les domaines C-terminaux de la version compléte
(985 aa) de la protéine Nhalp et de la plus courte (472 aa). L'observation des deux
protéines marquées par microscopie fluorescente et confocale a montré alors que les
protéines étaient localisées dans la membrane plasmique de la cellule. Ces résultats
démontrent donc que le domaine C-terminal de la protéine Nhalp n'est pas impliqué

dans la localisation subcellulaire de la protéine.

2.1.2 Roles du domaine C-terminal dans la spécificité de substrat

et dans P’activité de la protéine Nhalp

La tolérance aux cations Na", Li", Rb" et K™ des cellules portant les diffé-
rentes délétions de Nhalp a été testée sur milieu de culture solide a différent pH. Le
Rb" (rubidium) a été identifié comme le quatriéme substrat de Nhalp. De méme, la
cinétique d’efflux des cations a ét¢ mesurée. L'ensemble des résultats démontre que
le domaine C-terminal de Nhalp contient des régions importantes impliquées dans la
tolérance au sodium, lithium et rubidium. En effet, la délétion des 70 derniers acides
aminés faisant passer la protéine de 985 a 915 aa améliore la tolérance aux 3 cations.
Par contre, une délétion plus importante (Nhalp longue 883—472 aa) diminue la tolé-
rance & ces cations. Par ailleurs, pratiquement aucun effet sur la tolérance au Li" n’a
été noté en présence de la version de Nhalp la plus courte (472 aa). L’activité maxi-
male du transport de ces 2 ions semble liée a la région de Nhalp située entre les aa
883 et 928, région riche en résidus acides.

Dans le cas du quatriéme substrat de Nhalp, K', le raccourcissement pro-
gressif du domaine C-terminal n’a aucun effet sur le niveau de tolérance ni sur la
vitesse initiale de transport suggérant fortement que ce domaine ne joue pas de role
dans le transport de potassium. Par contre, ce domaine joue un rdle dans la régulation
de la concentration intracellulaire du potassium. En effet, les cellules contenant la

version la plus courte de Nhalp (472 aa) entierement dépourvue du domaine C-
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terminal ont un niveau de K" intracellulaire a celui des cellules possédant la protéine

native (985 aa).

2.1.3 Roles de Nhalp et de son domaine C-terminal dans la réponse de la cel-
lule au changement du pH intracellulaire et dans la réponse au choc

osmotique

L’antiporteur Nhalp a la capacité dans des conditions de brusque alcalinisa-
tion intracellulaire de fonctionner a I’envers de sa fonction classique et d’exporter
massivement les ions K'. Ceci a pour conséquence de provoquer une entrée équiva-
lente de protons et donc de baisser le pH intracellulaire afin de le ramener a une va-
leur physiologique (Bafiuelos et al., 1998). Dans ce cas, Nhalp joue un rdle que nous
avons nommeé ,, valve de sécurité “ étant capable de réguler rapidement le pH intra-
cellulaire quitte & subir une perte important de K.

Les résultats montrent que la réponse des cellules possédant la version la
plus courte de Nhalp est moins efficace a réguler son pH intracellulaire que celle des
cellules sauvages. Quoi qu’il en soit, les deux types de cellules survivent a ce stress
ce qui suggere que la perte du domaine C-terminal n’affecte pas significativement la
fonction de ,, valve de sécurité .

Les expériences précédentes ont montré que 1’élimination du domaine C-
terminal de Nhalp influence le niveau de potassium intracellulaire qui est un compo-
sant supposé impliqué dans la réponse de la cellule a un choc osmotique. Nous avons
donc étudié la possible participation de Nhalp a la réponse des cellules a un choc
osmotique qui se décompose en une phase précoce de quelques minutes puis une
phase plus tardive de plusieurs heures. Les levures contenant Nhalp compléte (985
aa) ou Nhalp raccourcie (472 aa) ont été cultivées dans des conditions classiques
puis exposées a une concentration de sorbitol suffisante pour provoquer un choc os-
motique. Les expériences ont été réalisées en milieu liquide et en milieu solide. Dans
toutes les conditions, la survie et la croissance de cellules aprés le choc ont été tes-
tées. Les cellules contenant Nhalp dépourvu du domaine C-terminal (472 aa) sont
significativement plus affectées que les cellules renfermant la forme native de Nhalp
(985 aa) lors la phase précoce de la réponse. Ces résultats montrent 1’importance du
domaine C-terminal lors de la réponse précoce au stress osmotique. La phase tardive

par contre ne semble pas affectée.
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2.2 Comparaison des propriétés de transport des différents anti-

porteurs de levures

Pour caractériser les propriétés des antiporteurs homologues a Nhalp, nous
avons recloné les génes orthologues de S. pombe (sod?2), Z. rouxii (ZrSOD2-22) et C.
albicans (CNH1) par des techniques de PCR. Les génes ont été mis sous le controle
du promoteur NHA dans le plasmide YEp352. Les plasmides ont alors été introduits
dans la souche de S. cerevisiae B31 (enal-4, nhal) décrite précédemment et les pro-
priétés de transport des différents antiporteurs (spécificité de substrat et activité) ont

¢été testées ainsi que leurs effets sur la tolérance des cellules aux sels.

2.2.1 Spécificité de substrat et activité des antiporteurs Na'/H" homologues

de levures

La spécificité de substrat a d’abord été établie par culture sur des milieux s¢-
lectifs contenant des quantités croissantes des différents ions et dans différentes
conditions de pH. L’activité des antiporteurs était examinée par mesure d’efflux des
cations métaux alcalins. Pour la détermination de la contribution des différents anti-
porteurs a la tolérance aux sels des cellules, la croissance des cellules en milieu li-
quide additionné de NaCl et la concentration intracellulaire de cations étaient suivies.

L’antiporteur ZrSod2-22 de la levure Z. rouxii a la plus grande capacité de
transport de sodium et du lithium, mais, comme 1’antiporteur sod2 de S. pombe, ne
reconnait ni K" ni Rb" comme étant un de ses substrats. Seul I’antiporteur Cnhlp de
C. albicans présentait comme Nhalp de S. cerevisiae une large spécificité de substrat
et transportait les quatre métaux alcalins (Na', Li", K et Rb"). Par contre, il est
moins efficace dans la tolérance globale des cellules aux fortes concentrations exter-

nes de cations toxiques (Na' et Li") que les antiporteurs de S. pombe et de Z. rouxii.
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2.1.2 L’antiporteur Cnhlp de C. albicans est impliqué dans la réponse de la

cellule au changement du pH intracellulaire

Comme I’antiporteur Cnhlp de C. albicans est capable de transporter le po-
tassium comme Nhalp, nous avons testé son rdéle dans la réponse de la cellule a
I’alcalinisation du milieu intracellulaire et obtenu des résultats comparables:
I’antiporteur Cnhlp exprimé chez S. cerevisiae, tout comme 1’antiporteur Nhalp, est
capable d’exporter les ions K en réponse & 1’augmentation de pH cytosolique. Les
résultats suggerent que Cnhlp est peut étre aussi impliqué dans la régulation de pH
intracellulaire et dans le maintien de la concentration de potassium dans les cellules

de C. albicans.

3 Conclusions

Ce travail contribue a la caractérisation des propriétés des antiporteurs
Na'/H" identifiés jusqu’a présent dans différents levures. Sur la base des résultats
obtenus et, en dépit de la grande similarité entre les séquences des protéines, la fa-
mille des antiporteurs Na'/H" de la membrane plasmique des levures peut étre divi-
sée, en considérant a la fois la spécificité de substrat et probablement la fonction cel-
lulaire, en deux sous-familles distinctes: (1) la sous-famille d’antiporteurs spécifique
des ions Na' et Li" uniquement (antiporteurs de S. pombe et Z. rouxii) et ayant pour
fonction primaire la détoxication de la cellule, et (2) la sous-famille d’antiporteurs (S.
cerevisiae, C. albicans) effectuant le transport de tous les cations métalliques alcalins
qui, en plus de I’¢élimination des cations toxiques, joue probablement un role dans
d’autres fonctions cellulaires comme la régulation de la concentration intracellulaire
de K", du pH interne, du volume cellulaire et la réponse précoce au choc osmotique.

Enfin, cette étude démontre le role spécifique du domaine C-terminal de
Nhalp qui pourrait entrer en interaction avec d’autres facteurs cellulaires permettant
ainsi de transmettre des signaux nécessaires aux différents processus. Cette observa-
tion ouvre la perspective d’identifier ces éventuels facteurs par une approche de type

double-hybride en utilisant comme appat le long domaine C-terminal de Nhalp.
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