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1. Uvod

Kvasinka Zygosaccharomyces rouxpati, stejré jako WtSina ostatnich znamych
druhi kvasinek, doifdy Hemiascomyceted/ rad vlastnosti se podoba modelové kvasince
Saccharomyces cerevisjaga rozdil od ni (a &Siny ostatnich druh kvasinek) je vSak
schopna pezivat v progedi s vysokou koncentraci osmoticky aktivnich latekpiirodé se
negastji jedna o vysoké koncentrace soli nebo éykPodstata této vysoké osmotolerance
dosud neni znama, soudi se, Ze je d&ftarpnosti specifickych gén Jejich identifikace by
vedla nejen k prohloubeni znalosti 0 mechanismeafiotlerancetbec, ale tyto geny by téz
mohly byt vyuZity v biotechnologickych aplikacichejich exprese v fimyslovych kmenech
S. cerevisiady mohla zlepSit vlastnostédhto kmeti pii rustu v koncentrovaném préstli
(nag. pii fermentacich).

Jakkoli jiz byla publikovandada studii zabyvajicich se osmotolerantnimi viagmbd
Z. rouxii z fyziologického hlediska (Jansen al, 2003; Kurtzman a Fell, 1998; Martorei
al., 2007; van Zylet al, 1990), znalost procégrobihajicich na molekulové Urovni je zatim
velmi limitovana. Dosud bylo identifikovano a/nelsbarakterizovano jenc¢kolik geni Z.
rouxii Ucastnicich se odpédi buiky na osmoticky stres,ét8ina z nich progednictvim
heterologni exprese v mutantnich kmen8aterevisiag(hag. Iwaki et al, 1999; Kwonet al,
2003; Wanget al, 2002). Zadny zéchto geri viak nebyl druhay specificky. Je to dano
predevsim tim, Ze dosud neexistoval systém molekiddioiogickych technik pro genovou
manipulaci Z. rouxii. Jednim z Ukdl dizerta&ni prace tak bylo vytvit soubor nastrdj
genoveho inzenyrstvi pio. rouxii.

Naprosta wtSina znamych geénZ. rouxii byla izolovdna ze dvou divokych kmen
ATCC 42981 a CBS 732, coz je typovy kménrouxii. V predkladané dizertai praci jsme
se tedy pokusili blize charakterizovat tyto dvatasgji studované divoké kmeny, a to hlavn
z hlediska jejich osmotolerantnich vlastnosti. Seddm na provazanost signalni drahy
odpowvdi buiky na osmoticky stres a signalnich drah regulaogesli a struktury buné
stny (Garcia-Rodriguezt al, 2005; Mager a Siderius, 2002; Muneb al, 2007) byla
pozornost ¥novana i vliastnostem b&mé seény obou kmen. Cast prace se zabyva studiem
Na'/H*-transportnich systéim Z. rouxii, které se podileji na vysoké osmotoleranci

zaji¥ovanim iontové homeostaze. Kéne& posledni kapitola popisuje proces anotaci
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nasledujicich po systematickém sekvenovani genordNA& Z. rouxii a ¥ dalSich druh
kvasinek, na kterych se autorka této prace podi@ka clen konsorcia Génolevures 3
(http://cbi.labri.fr/Genolevures).

Vysledkovéa a diskuzniast dizerténi prace je prezentovana ve far8esti praci, které
jiz byly publikovany nebo byly ijaty do tisku, jednoho rukopisu, ktery byl odeslan
k recenznimuizeni, a dale dvou kapitol obsahujicich dosud negmaé vysledky a jejich

diskuzi (rukopisy v fipraw).
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2. Sowasny stav problematiky

2.1. Kvasinky ve stresovych podminkéach

Kvasinky jsou jednobustné organismy zvici &kolika mikrometfi, a jako takové
nemohou uniknout zémam prostedi, ve kterém se nachazeji, nybrz musi byt schopny
negiznivé (stresove) podminkye¥it, a pokud mozno se& mdaptovat. Takovymi stresovymi
podminkami mohou byt néixlad zneny teploty, vihkosti, osmolarity, pH, ffpomnost
reaktivnich oxidarit nebo &€Zkych kovi, nedostatek Zivin. V kvasinkach se vilpthu evoluce
vyvinula fada specifickych i obecnych signélnich drah veddudie znénam enzymovych
aktivit a genove exprese, které jintepiti a adaptaci umagnji. Stresové podminky tak
indukuji molekularni mechanismyjfipnichz dochazi k Gpravam metabolismu a ostatnich
buréénych proces. Molekularni odpovd’ buiky spaiva nejen v odstrami pfipadného
posSkozeni zfisobeného néfznivymi podminkami, ale zahrnuje i vybudovanigisblerance k
urcittmu stresovému po¢itu (adaptace jako ¢inné obras pred dalSim poSkozenim;
Hohmann, 2002; Mager a Siderius, 2002).

Velmi ¢astym pipadem stresove zmy podminek prosedi je zndna v osmotickém
tlaku pisobicim na povrch kvasinkové iky. Firozenym Zivotnim progedim jsou
kvasinkam rostliny a jejichtavy s vysokym podilem cuky sladkovodni nebo niiska voda.
Osmoticky stres je tedy obvykle navozen vysokouckotraci cukit nebo soli (NaCl, KCI;
Hohmann a Mager, 1997). ZvySena koncentrace oskyotiktivnich latek ma za nasledek
sniZeni aktivity vody, ktera je definovana jako rieky potenciél volné vody v roztoku.
Nizka aktivita vody v progedi limituje st burgk, kteryzto fakt je jiz po stoleti vyuzivan rrap
pro konzervaci ovoce v suché fafi@ v pritomnosti vysoké koncentrace ctikimarmelady).
Vnitrobunééna aktivita vody utuje, jak vysoky je tlak {sobici na butny povrch, a
ovliviiuje tak tvar budk, jejich velikost a schopnost expanze povrchowstcbktur buiky cili
rast. URity staly vnitrobugény obsah vody je téZ nezbytny pro spravnou funkayen.
Pokud by biika nebyla schopna obsah vody regulovat a ocitlseby prostedi s nizkou vodni
aktivitou (tzv. hyperosmoticky Sok), nastal by psnkentr&nim spadu Gnik vody z iy a
doSlo ke smrgni buiky, snizeny bugny tlak by neumaioval rist a nedostatek vody by
vedl k selhani enzymatickych prodesvV opaném gipac, pokud by se hika ocitla

v prostedi s piliS vysokou vodni aktivitou, nastal by vtok vodg duiky, burecny tlak by
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piilis vzrostl, a doslo by k prasknuti bi#gného obalu a smrti lky (tzv. hypoosmoticky Sok;
Hohmann a Mager, 1997; Hohmann, 2002; Mager a iB&le2002).

Schopnost kvasinkovych béi prizpasobit burcné procesy zeémam aktivity vody
v prostedi, tj. zngndm vrgjSimu osmotickému tlaku, se nazyva osmotolerance.

2.1.1. Osmotolerance kvasinek

JelikoZz se tato dizertai prace tykd kvasinky studované hlavoro svou schopnost
tolerance k vysoké osmolariprostedi, bude se tato kapitola zabyvat odfab\kvasinkové
buiky na hyperosmoticky 3ok, a nikoli na Sok hypoosokgt Nejlépe je odpaxd’ buiky na
hyperosmoticky 3ok prostudovana u modelové kvasiiiky cerevisiae NiZze uvedené
mechanismy tak byly, neni-li zmino jinak, popsany pré&w této kvasince.

Pii hyperosmotickém Soku vudledku sniZzené vodni aktivity fyzik&mechanické
sily bezprosedre zpasobi, Ze biika rychle ztraci vodu, cytoplasma se zahje&§ zmensuje se
burg¢ny objem a vnitrobuwtny tlak. Dochazi k disociaci protéirvazicich se na chromatin
(Proft a Struhl, 2004) a v zavislosti narenhyperosmotického Sokute dojit az ke kolapsu
cytoskeletu a depolarizaci aktinovych viaken. Trédbla znéna vodni aktivity spousti v ramci
sekund obranné procesy zgjigci preziti buiky, tzv. primarni odpo¥’ na stres. V druhé fazi
buré¢né odpo¥di, tzv. osmoadaptai, dochazi k ustaveni tolerance k novym podminkam
(Hohmann a Mager, 1997; Mager a Siderius, 2002).

Prvotni obranny mechanismus umojci preziti hyperosmotického Soku zajige
vakuola. Z té se po koncentram gradientu uva@luje voda do cytoplasmy,igmé v
sowinnosti s N&/H"-antiportnim proteinem Nhx1 (viz kap. 2.1.3.2ZinZ dochéazi Kasténé
kompenzaci ztraty vody #agobené Sokem (Mager a Siderius, 2002; Nass a Fag9).1
Sowasti primarni odpasdi buiky na hyperosmoticky 3ok je dale ureni
akvaglyceroporinového kanalu Fpsl (Hohmann, 20@®eRssoret al, 2005). Mechanismus
regulace funkce Fpslp neni dosud objassoudi se, Ze sdm funguje jako osmosenzor. Jeho
prostednictvim (pokud je otegren) miZze z buiky unikat po koncenttmim gradientu glycerol.
Zavrenim akvaglyceroporinového kanalu taknka okamzi¢ zamezuje Uniku glycerolu.
Glycerol je hlavni osmoreguai latkou kvasinek; jeho akumulaci ika zvySuje
vnitroburé¢nou osmolaritu (aniz by negati&rovliviiovala funkci enzyr), a umozni tak

navrat ztracené vnitrob&gné vody zpt a znovunastoleni p@bného vnitrobutného tlaku a
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enzymatickych procésV primarni fazi odpo&di na hyperosmoticky Sok Blka zamezi Uniku
glycerolu jiz gitomného v biice, a v nasledujici osmoadapta fazi si obsah glycerolu
akumuluje prosednictvim syntézyle novo Krome glycerolu mohou byt jako osmoregéta
latky kvasinkami vyuzivany téz ostatni cukerné hidg, nag. arabitol, mannitol nebo
erythritol (van Ecket al, 1993; Yanceet al, 1982), minoritd téz trehalosa - jeji akumulaci
vS8ak kvasinky uplaiuji spiSe @ jinych druzich stresu nez je stres osmoticky {négpelny
nebo z@isobujici zmrznutéi vysuseni biiky; Arguelles, 2000; Hinet al, 1990).

U kvasinky S. cerevisiaeexistuje signalni drdha vedouci od sefizavySené
osmolarity prosedi ke gefim regulujicim obsah glycerolu v tiee, HOG (lgh osmolarity
glycerol pathway), ktera je aktivovana v primarnzifédpowdi buiky na hyperosmoticky
stres (Hohmann, 2002; Mager a Siderius, 2002). @edba penasi signal od osmosenzor
burnt¢ném povrchu do jadra, kde aktivuje genyasinici se syntézy glycerolu. Procesy
vyvolané aktivaci signalni drahy HOG byvaji jidzeny do pozjSi, osmoadaptai faze
odpowdi (Hohmann, 2002). Molekularni mechanismy pro beggedni eZiti
hyperosmotického Soku a pro naslednou adaptacysekeu osmolaritu se kazdop&dreasti
piekryvaji, neb6é buiky adaptované na minzvySenou osmolaritu prdasti Fezivaji
osmoticky Sok lépe nez neadaptovangkyuHohmann, 2002).

Sowésti signalni drahy HOG jsou senzory Sinlp a Sh&tigyé buika obsahuje na
svém povrchu. Soudi se, Ze se nejediitn@ o receptory detekujici zvySenou osmolaritu
prostedi, nybrz o senzory aktivované fyzikalnimi stimuagisobenymi zrminou vlastnosti
burg¢né membrany v reakci na hyperosmoticky stiesddalenim plasmatické membrany od
burg¢né stny v disledku smréovani bugcného objemu (Haet al, 2007; Hayashi a Maeda,
2006; Hohmann, 2002). Sinlp a Sho¥pdstavuji z&atky dvou ¥tvi signalni drahy HOG,
které aktivuji kaskadu mitogearaktivovanych proteinkinas, tzv. MAPK. Centralni odul
MAPK drahy HOG tvei kinasy Stellp, Pbs2p a Hoglp. Aktivovana kinasally se
presunuje do jadra, kde aktivujeckolik transkrignich faktofi (nag. Msn2p/Msn4p,
Skolp/Acrlp, Smplp, Sgdlp, Msnlp, Hotlp; Hohma@®22 Krantzet al, 2006). Hoglp
dale operuje i v cytosolu, regulujic fosforylacitigitu proteini, nag. Rck2p, coz je kinasa
regulujici transléni mechanismus hiky (Bilsland-Marchesaret al, 2000; Swaminathaet
al., 2006), nebo transportnich proteiNhalp a Toklp, zaji§jicich iontovou homeostazi
(Kinclova-Zimmermannovat al, 2006; Proft a Struhl, 2004).
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Transkrigni faktory aktivované Hoglp reguluji expreszmych gei, mezi nimi genu
GPD1 GPD1 kéduje glycerol-3—fosfat—dehydrogenasu, coz je enaymozujici vznik
glycerolu z dihydroxyacetonfosfatu. Indukci expr&eD1 se tak zvySuje obsah glycerolu v
buice. Glycerol je nicménvelmi mala molekula a e difuzi prochazetips plasmatickou
membranu a 8hu buiky, i kdyz tento pinik je omezen vlastnostmi membrany (Hohmann,
2002). Jakkoli zasenim kanalu Fpslp za hyperosmotického Soku dodh@mhezeni Uniku
glycerolu ven z boky, buitka now syntetizovany glycerol po koncentram spadu nadale
ztraci. V S. cerevisiaebyl identifikovan protein, ktery je schopen aktvitransportovat
uniknuvsi glycerol zgt do buiky. Jedna se o cukernyigmasSe Stllp, jehoz exprese je
indukovana osmotickym stresem a drahou HOG (a mkéustu na nefermentovatelném
zdroji uhliku ¢i pti tzv. diauxickém posunuastu @i vycéerpani glukosy vistovém meédiu;
Ferreiraet al, 2005; Repet al, 2001). Stllp do hiky transportuje glycerol s@asreé s
protony. Proteinové produkty gerkédujici O-acyltransferasy asociované s plasmatick
membranou Guplp a Gup2p byly téxpdre ozna&ovany za penasée glycerolu symportem
s protony (Holset al, 2000); tato jejich funkce se vSak nepotvrdila\®et al, 2004).

Vysledkem aktivace drahy HOG je tedy zvySeny obgigierolu v buice (Alonso-
Monge et al. 2001; Hohmann a Mager 1997). Akumulace glyceradevk vtoku vody do
bunky, ta zvySuje s& objem, aZz dosahne velikosti jen o malo menSi mpEad
hyperosmotickym Sokem. Je opraven cytoskelet dagpovana aktinova vlakna (Bettinger
al., 2007). Po dosazeni kritického objemu je obnovsh a butka se nize z&it lit (Mager
a Siderius, 2002). Odpe&¥ buiky na osmoticky Sok dale zahrnujefepta¥ni burécné sény
(viz kap. 2.1.2.).

Odpowd buiky na hyperosmoticky stres s@sté&né prekryva také s odp@di na
ostatni typy stres tzv. obecnou odp@di na stres (general stress response) nebo natigrida
stres (Bilslandet al, 2004). Mediatory obecné odpal jsou transkripni faktory Msn2p a
Msn4p, substraty kinasy Hoglp. Za norméalnich poeékiijsou tyto faktory lokalizovany
v cytoplasmd, za stresovych podminek sdéepunuji do jadra, kde se vazi na promotory
obsahujici ve své sekvenci specificky Usek STREegstesponse lement), a indukuji tak
expresi ge@r kontrolovanych dmito promotory, coZ ma za nésledek razantni¢rmm

transkrigniho profilu (Mager a Siderius, 2002).
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Krom¢ signalni drahy HOG byla v rdmci odgal buiky na osmoticky stres
detekovana i zvySena aktivita drahy proteinkinasfHahmann, 2002). Proteinkinasa A hap
reguluje lokalizaci Msn2p/Msn4p nebo expresi geBNAl, kddujiciho sodnou ATPasu
plasmatické membrany, ktera je téz aktivovana smgrdrahou HOG a ¢kterymi dalSimi
signalnimi drdhami - TOR, Rim101/Nrgl nebo calchvaw (Marquez a Serrano, 1996;
Plataraet al, 2006). Signalni draha proteinkinasy A je medi&torodpo¥di buiky na
nejrzrejSi typy stres, icastni se obecné odpali na stres. Neni tedy jisté, zda tato drdha
reaguje pimo na osmoticky stres. Mechanismus, jakym je &htiprotein kinasy A
regulovana, dosud neni znam.

Pokud je osmoticky 3ok #poben ionty soli (NaCl, KCI), ty krognosmotického
pusobeni navic naruSuji iontovou homeostazijfipaet sodnych katiorit se gidava jest
toxicky efekt. lonty Na totiZ inhibuji funkci kterych enzym — blokuiji jejich vazebna mista
pro K, Mg®* nebo CA&'. Buitka se tedy snaZi snizovat koncentract Maytosolu, a to hdi
jejich sekvestraci do vakuoly nebo aktivnim vypumovn z butk. V S. cerevisiaebyly
identifikovany dva systémy pro transport ibMa“ z burek. Je to jednak ATPasa plasmatické
membrany kodovana geneBNA kterdvypuzuje ionty Na ven z buky za vyuziti energie
uvolnéné gemenou ATP naADP. V genomu ¥tSiny kmerii S. cerevisiase nachazidkolik
témet identickych gefi ENA pricemZ jednotlivé genyENA se |iSi mirou exprese
(Garciadeblagt al, 1993). Jak je uvedeno vySe, exprese geNAL je indukovana signalni
drdhou HOG a ¢kterymi dalSimi signalnimi dr@hami (Marquez a Seo;,d 996; Platarat al,
2006). Druhym typem systémjsou Na/H*-antiportéry kddované genyHA1aNHX1, které
pumpuji ven z cytoplasmy ionty Naryménou za protony (Nasset al, 1997; Prioret al,
1996). Pojednava o nich blize kapitola 2.1.3. Ojjay tsysténmi se @astni téZ regulace
homeostaze draselnych katibnt

Popsané mechanismy odgdv buiky na hyperosmoticky Sok se patradehravaji (a
obdobné geny a signalni drahy existuji) i v dalSichzich kvasinek. Rozsahla srovnavaci
analyza odhalila fitomnost homolog geni signalni drahy HOG v dalSich dvaceti druzich
taxonu Fungi (Krantz et al, 2006), viad z nich jiz byly tyto geny a jejich produkty
studovany podrol#ji (napr. Bansal a Mondal, 2000; Hernandez-Loge¢zl, 2006; Iwakiet
al., 1999; Kinclovaet al, 2001a; Lenasset al, 2007). Homology gendrPS1 byly jiz
identifikovany u deviti kvasinkovych dril{Petterssort al, 2005), z nicHFPS1Z. rouxii byl
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funkéné analyzovan (Tangt al, 2005). U gkolika druhi kvasinek byla téz zji8ha schopnost
si glycerol uniknuvsi difuzi transportovatétmo buiky, tj. pfitomnost proteinu s podobnou
funkci jako ma Stl18. cerevisiagLageset al, 1999): uDebaryomyces hanserdiZ. rouxii
byl prokazan aktivni transport glycerolu, kterymavdpodobré déje symportem se sodnymi
ionty (Lucaset al, 1990; van Zylet al, 1990), u kvasinkyPichia sorbitophilase nachazi
systém penasejici glycerol pohé&ny gradientem protdn vytvorenym H-ATPasou
plasmatické membrany (Oliveist al, 1996).

Modelova kvasink&. cerevisiasetradi mezi druhy osmosenzitivni¢téina kmei S.
cerevisiaetotiz neni schopnaist pi vyssi koncentracNaCl nez 1,7 M (10%;.a= 0,96;
Hohmann a Mager, 1997). Mezi osmotolerantni kvasigkdruhy sefadi ty, které jsou
schopné fezivat ¥tSi nez 2 M (12%) koncentraci NaCl a 2,8 M (50%ip¢@ntraci glukosy
(Lageset al, 1999). NejvyrazgSimi zastupci osmotolerantnich dfuffsou kvasinky rodu
Zygosaccharomyceslale rodPichia, Candidanebo drulD. hansenii VétSina z &chto druti
kvasinek je schopné tolerovat relativnizSi vodni aktivitu progedi (az @ = 0,62) Zejme
diky tomu, Ze jsou schopny vnitrobigné akumulovat glycerol do vysoké koncentrace. U
kvasinky D. hansenii bylo zjis€no halotolerantni chovani odlisSné df. cerevisiae-
metabolické systémip. hanseniijsou rezistentni k vysokym vnitrob&tnym koncentracim
iontu Na (Gonzalez-Hernande al, 2004), picemZ byl pozorovan i pozitivni efekt sodnych
kationti na st D. hansenii (Almagro et al, 2000), diky¢emuz je ®kdy chovani této
kvasinky ozn&ovano jako halofilni (Gonzalez-Hernandstzal, 2004; Pristaet al, 1997).

Studiu vysoce osmotolerantniho druhwrouxii je vdnovana tato dizeréai prace.
2.1.2. Burééna st€na a osmotolerance

Bunécnd stna kvasinek je dynamicka struktura. Tivgi ctyti typy makromolekul
spojenych navzajem kovalentnimi vazbafhl,3-glukan,p-1,6-glukan, chitin (polymer N-
acetyl-D-glucosaminu) a mannanproteiny (proteirbo&imi fettzci mannosylovych zbytk
spojenycha-1,2 aa-1,3 vazbami, z nichZgkteré jsou v membr&nukotveny tzv. glykosyl-
phosphatidylinositolovou kotvou). &ta je usptadana do dvou vrstev: viif vrstva, tvéena
polysacharidy (z nich hla¥np-1,3-glukanem), funguje jako jakési leSeni pro wusvrejsi,
ochrannou, tvienou mannanproteiny, jejichz dlouhé mannosylde&zce zasahuji do

vngjSiho prostedi. Tato dynamickd, elasticka struktura je v Zasis na potebé adaptace na
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menici se podminky pro&di nebo reakce néané vyvojové programy vysoce flexibilni co se
tyc¢e slozeni i struktury dané provazanosti vazeb mpelisacharidovymtetzci (Klis et al,
2006). Burcna stna tak reaguje ndiklad i na vystaveni hiky hyperosmotickému Soku.
Byla zjiS€na provazanost signélni drahy HOG s dalSimi MAPIgn&inimi drahami
ovliviujicimi vlastnosti buéiné sény (drdhou protein kinasy C, tj. drahou integritynéné
sttny PKC, a signélni drahou sterilniho vegetativriigiu SVG; Mager a Siderius, 2002).

Signélni daha PKC je 8. cerevisia@ktivovana v pipact destabilizace bustné stny
(Gustin et al, 1998). Signal je i@nasen od senZomiitomnych v plasmatické membian
kaskadou MAP kinas do jadra, kde dochazi k aktivleenskrignich faktofi (nag.
Swidp/Swi6bp, RIm1p) regulujicich expresi gefejichZ translani produkty se €astni tvorby
burg¢né stny nebo reguluji busgny cyklus (Mager a Siderius, 2002). Tato signakdihd je
piechodr aktivovana hyperosmotickym Sokem (Garcia-Rodrigeteal, 2005; Wojdaet al,
2003), gicemz jeji aktivace vyzadujergdchozi aktivaci drahy HOG. ZvySeni vnitrok&mé
koncentrace glycerolu gpobené aktivni drahou HOG vede totiZz ke¢ménvnitroburé¢ného
tlaku, ktera je detekovana senzory signélni dralZ.PDochazi tak k festawni burécné
stny v odpowdi na poruSeni osmotické rovnovahy. Signélni drRKL se podili téZ na
burg¢né odpo¥di na hypoosmotickyi tepelny stres (Alonso-Monget al, 2001; Mager a
Siderius, 2002).

Signalni draha vegetativnihtstu SVG operuje za normalniho vegetativnitstu a v
piipact absence funini PKC (Gustiret al, 1998; Lee a Elion, 1999). Bylo zj$io, Ze také k
jeji aktivaci dochazi za hyperosmotického stresuorido-Mongeet al, 2001; Mager a
Siderius, 2002). Dlezitou roli @i této aktivaci hraje kinasa Stellp, ktera je spwepro
drahu HOG i drahu SVG. JelikoZ signalni modul dr&WG zahrnujici MAP kinasy Stellp,
Ste7p a Ksslp je totozny s MAPK modulem drahy féatarniho #stu (FG), je obtizné
rozlisit mezi Emito signalnimi drahami, ackteré prace tak udavaji, Zze hyperosmoticky stres
aktivuje téz drahu filamentarnihéstu, kterd zaji@ije adaptivni zény ve slozeni a strukie
buns¢né stny v reakci na limitovanou dostupnost Zivin (opertgdy za jinych podminek nez
drdha SVG; Yangt al, 2007).

Hoglp se &astni téZ regulace biosyntéf}tglukanu (Jianget al, 1995). Bylo
prokazéano, Zze mutantni alely gedrahy HOG zpsobily zvySenou odolnost blay k latce

calcofluor white zpsobujici poSkozeni bétné sény (Garcia-Rodrigueet al, 2000). Tentyz
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fenotyp vykazovala zvySena exprese gelG1 kvasinekS. cerevisia@ Candida albicany
mutantuhogld S. cerevisiadAlonso-Mongeet al, 1999). MutantiS. cerevisiae hogfljsou
téZ citlivi k Zymolyase, coZ je sfa enzyni naruSujicich bustnou stnu (Alonso-Mongeet
al., 2001).

Tato pozorovani naznaji, ze signalni draha HOG se v odpdvS. cerevisiaena
hyperosmoticky stres spolu s drahami PKC a SVG/E&stini regulace slozegi struktury
buré¢né sEny. Provazani signalnich drah HOG a PKC bylo spstu signélni drahou
Cd*/calcineurinu reguluji biosyntézu chitinu popsanokvasinkyC. albicans(Munro et al,
2007). U kvasinkyD. hanseniibyla zjiS€na role buaéné stny pro gedani signalu o
zvySeném osmotickém tlaku priedi dal do biiky - expreseDhGPD1za hyperosmotického
stresu, a tedy i akumulace glycerolu, nebyla zvg3eprotoplastech (. v ddch zbavenych

bung¢né sény) do takové miry jako v neporusenychikéich (Thome, 2007).
2.1.3. Nd/H -antiportni systémy

Pro optimalni fungovani kvasinkové itky je velmi dilezitad stala vnitrobutna
koncentrace draselnych ign{K"), které jsou nepostradatelné pro mnoho fyziologibk
proces - nag. pro regulaci objemu, vnitrob&éného pH, syntézu proteinaktivaci enzynm
atd. (Rodriguez-Navarro, 2000; Sychrova, 2004). W#@né pgirok je draselny kation
piitomny obvykle v nizSich koncentracich, nejroesijSi je kation sodny. Bika se tak
snadno rize dostat do prosidi s vy33i koncentraci Nalonty Na pasobi jak osmoticky
(snizuji vnitrobugénou aktivitu vody), tak toxicky, kdyZ po koncertném gradientu vstupuji
do buiky a blokuji vazebna mista enzgmro K", Mg?* a C&". KvasinkaS. cerevisiagaby si
udrZzela nizkou vnitrobutnou koncentraci sodnych idnta optimalni vnitrobu&nou
koncentraci iont draselnych, obsahujézané transportni systémy jak v plasmatické membran
tak v membranach organel, liSici se svou substoét@pecifitou a mechanismem transportu.
Na'/H"-antiportni proteiny jsouifkladem systému, ktery je schopen z cytoplasmy xgpat
jak sodné, tak draselné iomymenou za protony. V genontb. cerevisiadyly identifikovany
tii geny kodujici N&H -antiportni proteinyNHAL NHX1 a KHAL FunkceNHA1 a NHX1
byla potvrzena: protein Nhalp j¢egmaSeé plasmatické membrany se Sirokou substratovou

specifitou a v této kapitole mu bud€novana nejtSi pozornost, Nhx1p je lokalizovany
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v prevakuolarnich kompartmentech. ProdktAl, ktery je také lokalizovan vnitrobeng,

je ze vSecheéchto proteiri nejmérg charakterizovan.
2.1.3.1. Protein Nhal

GensS. cerevisiae NHARyI izolovan z genomové knihovny na zakiathopnosti jim
kodovaného proteinu zlepSiist halosenzitivniho kmen$. cerevisiaeza Fitomnosti vyssi
koncentrace NaCl (Prioet al, 1996). Protein tvid rettzec 985 aminokyselin s kratkym
hydrofilnim N-koncem, dvanécti hydrofobnimi transm@anovymi doménami a dlouhym
hydrofilnim C-koncem. Ten se sklada z 554 aminokys§. tvoti 56.2 % celého proteinu, a
soudi se, Ze jeho funkce je hlavregul&ni (Kinclova et al, 2001b; Kinclova-
Zimmermannova a Sychrova, 2006; Simet al, 2001). Protein je lokalizovany na
plasmatické membrénjako substrat rozeznava nejmiétyii rizné kationty alkalickych kav
-Na', K, Li* a R, afadi se tak mezifpna3ée se Sirokou substratovou specifitou (Banuelos
et al, 1998; Kinclovaet al, 2001b; Kinclovaet al, 2002). K vystupu katiofitz burgk
vyuziva gradient protanvytvéareny ¢innosti H-ATPasy Pmalp. Transport je elektrogenni,
oproti vystupu jednoho iontu Navstupuje do biiky nekolik protoni (Ohgakiet al, 2005).
Analyza fenotypu mutantniho kmene s delecemiagasdujicich Nhalp a NaATPasy Ena
potvrdila, Ze oba typy transportnich systéjgou nutné pro zabezfEni tolerance butk k
vysokym extracelularnim koncentracim soli. ProtBinalp se vzhledem k zavislosti své
funkce na pitomnosti elektrochemického gradientti ptes plasmatickou membranu podili na
halotoleranci bugk predevsim v progédich s nizkym pH a ATPasa Enalp v pexdits pH
vyssSim. Hladina exprese proteinu Nhalp nicénérstava konstitutivé nizka a nerni se v
zavislosti na zrné podminek progedi, kdezto exprese Enalp je indukovatitomnosti soli
v médiu nebo vysokym pH (Banuelesal, 1998; Harcet al, 1991; Platar&t al, 2006).

Za podminek hyperosmotického stresu je funkce Nh&bulovana kinasou Hogl,
kter4 protein fosforyluje na jeho C-konci. Tato iakte Nhalp fedchazi aktivaci gen
prostednictvim transkripnich faktoti fosforylovanych Hoglp v j&é (Proft a Struhl, 2004).
Fosforylace proteinu Nhalp préednictvim Hoglp ma za nasledek&ma transportni aktivity
- za podminek osmotického stresuigpbeného sorbitolem nejspiSe dochaziiécipodné
inaktivaci Nhalp, a tak ke sniZzeni vystupu drasginkationti z burék, coz umozni udrzet

vySSi vnitrobugicnou koncentraci iofit a tedy peckat nepiznivé osmotické podminky do

20



doby, nez je bika schopna zvySit vnitrob&tnou koncentraci glycerolu (Kinclovéa-
Zimmermannova a Sychrova, 2006); existuje téz stadvrhujici, Ze fosforylace proteinu za
podminek osmotického stresu vyvolaného NaCl zvyflje schopnost eliminovat z iky
sodné kationty (Proft a Struhl, 2004).

Krome¢ své funkce eliminace toxickych kaidnNa a Li* z cytoplasmy hraje Nhalp
dulezitou roli v regulaci homeostaze draselnych kdtica v regulaci vnitrobuitného pH.
Pritomnost Nhalp v plasmatické membféovliviiuje aktivitu trasportniho systému Trk1,
ktery je vysokoafinni fenase pro vstup K do burgk. Vzhledem ke své kapagitransportu
draselnych katiotritje protein Nhal vippact alkalizace cytoplasmy schopen vyuzit gradientu
K" jako zdroje energie pro vstup Ho buiky (Banueloset al, 1998; Kinclovéet al, 2001b).

V souvislosti s funkci regulace homeostaze drasklngnii se protein Nhalpdastni téz
regulace bu&ného objemu a ovliwuje membranovy potencial bék (nhadprodukce proteinu
zpasobuje hyperpolarizaci plasmatické membrany; Kw&leet al, 2001b; Kinclova-
Zimmermannova a Sychrova, 2006). Vediehto funkci souvisejicich s transportni aktivitou
hraje téz dlezitou roli v regulaci buného cyklu - jeho nadprodukce v itkach s
nefunkenimi proteiny Sit4p a Hal3p (proteiny ouiujici prichod bugcnym cyklem) pekona
blok burék v prechodu z faze G1 do faze S (Sinwiral, 2001).

Homology genuScNHALjiz byly identifikovany ve ¥tSiné doposud sekvenovanych
kvasinkovych genomech arac kvasinkovych druh byly alespd ¢ast&né charakterizovany
- v Schizosaccharomyces pom@a et al, 1992; Papouskova a Sychrova, 20QZ)rouxii
(lwaki et al, 1998; Kinclovéet al, 2001a; Watanabet al, 1995),C. albicans(Soonget al,
2000), P. sorbitophila(Banueloset al, 2002),Yarrowia lipolytica(Papouskova a Sychrova,
2006),D. hansenii(Velkova a Sychrova, 2006). Na zalkdaahalyz jejich funkce v hikach je
mozno tyto antiportéry roztit do dvou podrodin: 1) podrodiny obsahujici aotigry se
substratovou specifitou pouze pro*Na Li*, jejichZ role spdiva pra¥ v eliminaci tchto
toxickych kationtt z burek, a 2) podrodiny obsahujici antiportéry se Sirolsnlstratovou
specifitou (. pro K, Na, Li* a RB), které v biice krong eliminace toxickych kationt
zastavaji i dalSi funkce jako jsou regulaceddngho objemu, homeostaze draselnych kationt
a pH (Kinclovaet al, 2002; Sychrova, 2004). U dvou dfyhy. lipolytica (Papouskova a
Sychrova, 2006) &. pombgPapouskova a Sychrova, 2007), byla &jiat gitomnost dvou
antiportnich proteif typu Nhal, z nichZz kazdy spada do jiné podrodithymology SdNhalp
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byly nalezeny i v lidském genomu, dosud vSak nelsyl@lovana jejich exprese, ani funkce
kodovanych proteiin (Brett et al, 2005).

2.1.3.2. Protein Nhx1

Na'/H*-antiportni protein Nhx1 kvasink§. cerevisiaese nachazi v prevakuolarnich
kompartmentech, které jsou ekvivalentni Zgaym pozdnim endosaim, a na eliminaci
kationti z cytoplasmy se podili jejich sekvestraci do vikibNasset al, 1997; Nass a Rao,
1998). Jeho substraty jsou jak sodné, tak dradatiénty (Brettet al, 2005). Transportni
aktivita proteinu takéiejmé hraje roli i odpowdi burgk na hyperosmoticky Sok. Protein
Nhx1 pravépodobré za hyperosmotického Soku transportuje z vakuotiokty, zvySuje tak
koncentraci osmoticky aktivnich latek v cytoplasra tim uvohuje z vakuoly i vodu (Nass a
Rao, 1999). Svodinnosti protein ovliviuje pH uvnit vakuoly i v cytoplasi a diky svému
vlivu na pH uvnit endosomalnich w&u pasobi na jejich spravny pohyb viee, a tim i na
lokalizaci vakuolarnich protein(Ali et al, 2004; Bowert al, 2000; Brettet al, 2005).

Homology ScNHX1byly nalezeny také u hlistic (Nehrke a Melvin, 230hmyzu
(Pullikuth et al, 2006), rostlin a savic V sawich buikach bylo zatim identifikovano takovych
gemi celkem 9, jejichZ proteinové produkty se nachgdjiv plasmatické membréntak v
membranach vnitrob@dnych (Brett et al, 2005; Orlowski a Grinstein, 2004). Taktéz
rostlinné homology Nhx1p byly nalezeny jak v mermgrplasmatické (Shet al, 2000), tak v
membrag tonoplastu (Blumwald, 2000). Heterologni expressstlinnych Nhx ¢asto
komplementuje fenotypy mutantnich knieS. cerevisiagpostradajicich vliastned\hxl1, a
byvéa proto vyuzivana k jejich charakterizaci (hadpukudaet al, 2004; Gaxioleet al, 1999;
Kagami a Suzuki, 2005; Kinclova-Zimmermannataal, 2004; Mohseret al, 2007).

2.1.3.2. Protein Khal

Protein KhalS. cerevisiaebyl nejprve popsan jako ¥H*-transportni protein
plasmatické membrany (Ramirezt al, 1998). Tato jeho funkce ani lokalizace vSak nabyl
potvrzena. Khalp je lokalizovan v membranach Golgiparatu a jeh&éinnost je dlezita pro
preziti burgk za vysokého pH (Fligt al, 2005; MareSova a Sychrova, 2005). Homology

Khalp jiz byly nalezeny ugkolika riznych druli organisni (nag. u bakterii, plisni, rostlin,
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obojzivelniki, hmyzu), zatim jengkteré z nich byly funé&n¢ charakterizovany (Celliegt al,
2004; MaresSova a Sychrova, 2006; 8ral, 2004).

2.2.Zygosaccharomyces rouxii

KvasinkaZ. rouxii paki spolu s naprostou¢tsinou znamych kvasinkovych drufdo
tiidy HemiascomycetesVegetativk se rozmnozuje multipolarnim @enim. Buiky jsou
ovalné nebo protahle, s rozmg (3,0 — 7,8) x (3,5 — 8,1ym. Kolonie tvdaené buikami Z.
rouxii jsou hladké a lesklé. Okraje jsou pIlné neboslalocnaté. Bi rastu na médiu s nizkym
obsahem Zivinvytvareji buiky slal® diferencované pseudohyfy. Kvasinka rouxii tvori
primitivni asky sestyifmi kulatymi nebo ovalnymi askosporami, které mobgtihladké nebo
mirn¢ drsné (Kurtzman a Fell, 1998).cKeré kmeny ve svém jéa&l pirozerg obsahuji
plasmid pSR1, tv@ny dvoudettzcovou cirkularni DNA, kterému jeé¢movana podkapitola
2.2.2. Rizné kmeny obsahujiizny paet chromosori - od Sesti (de Jong# al, 1986) aZ po
dewt (Johnstoret al, 1989). Typovy kmef. rouxii CBS 732 jich obsahuje sedm (Sychrova
et al, 2000a).

KvasinkaZ. rouxii je podobna a blizcefipuznd modelové kvasinc®. cerevisiagv
minulosti byla dokonce nazyvaisaccharomyces rouxiVlastnosti, kterou se d8l. cerevisiae
(a stejrt tak od &tSiny ostatnich druhkvasinek) vyrazalisi, je jeji vysokd osmotolerance. Je
schopna fezivat v prosedi s koncentraci NaCl az 3,4 M (cca 20%) a glukdeg nez 5 M
(90 %; Barnettet al, 1990; Hosono, 1992; Martoradt al, 2007), kdeZto ndfklad wtSina
laboratornich kmeh S. cerevisiaeneni schopna tolerovat vyssi nez 1,7 M (10%) NacCl
(Hohmann a Mager, 1997). Vzhledem k této své vysmk@otoleranci je kvasinka. rouxii
¢astou kontaminaci potravinovych prodiukako jsou tzné $avy, oméky, dzemy nebo
salatove zalivky, také se ale pouzivd pyrob¢ tradicnich slanych japonskych pokém-
sojove oméky (které dodava specifickou chyprodukci vysSich alkohdlpii fermentaci) a
koncentrované slané kenici smisi zvané miso (Arnold, 1974; Martoredt al, 2007; van der
Sluiset al, 2000). Vyskyt kvasinky. rouxii jako ¢asté kontaminace potravinovych produkt
je také dan jeji toleranci k vysokym koncentracilabych kyselin, které seftigavaji do
potravin jako konzervmi prostedek, a vysokou schopnosti fermentovat glukosu tivialt et
al., 2007). Jako hlavni osmoregtihd latku Z. rouxii akumuluje glycerol a také D-arabitol

(Moran a Witter, 1979). Jakkoli byla provedenara#la fyziologickych studii zabyvajicich se
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(nejen) vysokou osmotolerangi rouxii (Janseret al, 2003; Kurtzman a Fell, 1998; Martorell
et al, 2007; van Zylet al, 1990), podstata této jedime vlastnosti astava dosud neznama.
Soudi se, Ze je zajita specifickymi geny. Analyza transk¢ipho profilu kvasinkyZ. rouxii
pii rastu za stresu #Hgobeného NaCl prasdnictvim hybridizace cDNA s membranami
GeneFilter§ obsahujicimi sekvence vSech d@wch stecich ramé S. cerevisiaeodhalila
155 getd, jejichz exprese s&ipomnosti solného stresu zvysila, z toho jich 3Bazpvalo jiny
trend znény exprese nez jejich homolog$. cerevisiadSchoondermark-Stolkt al, 2002).
Na vysoké osmotoleranci by se hamohl podilet systém akti¥ndo buiky transportujici
glycerol - aktivita takoveého transportniho systémpecifického pro glycerol a operujiciho v
gen vSak zatim nebyly izolovany (van &tlal, 1990). V souvislosti s osmotoleraztirouxii
byl téZ studovan vliv vysokych koncentraci NaClmagcny povrch a bylo zjigno, Ze i
solném stresu dochézi k redukci obsahu chitinu nédné séné (lwata, 1996) a ke snizeni
fluidity bunééné membrany (Hosono, 1992).

Mezi nefastji studované kmeny. rouxii pati typovy kmen CBS 732 (jinak téz
ATCC 2623) a ATCC 42981. Kmen CBS 738yl izolovan z vinného mo$tu, kmen ATCC
42981 z tradini japonske slané kenici snsi miso. Kompletni sekvence genomu kmene
CBS 732 bude v brzké dabvetejns piistupna (projekt Génolevures 3, viz kap. 2.4.).uRbs
bylo charakterizovano jergkolik geni Z. rouxii a jejich proteinovych produkt a to hlave v
ramci studia osmotolerance. Zadny z nich nebyl ovirspecificky, tina byla izolovana
a/nebo charakterizovana komplementaci osmosenizitivnutaciS. cerevisiae

Z kmene ATCC 42981 byl izolovan gen kodujici"MerPasuZrENAL homologni k
ENAL1 S. cerevisia@Vatanabeet al, 1999). Expres@rENA1 byla nezavisla na osmotickém
Soku zmisobeném NaCl, na rozdil od ge@@ENA] jehoz exprese je z&chto podminek
indukovana. Na zaklgdanalyzy mutantniho kmen2. rouxii postradajicihoZrEnalp byl
zformulovan pedpoklad, ze NaATPasaZrEnalp se na transportu sodnych kafianburek
Z. rouxii za osmotického stresu igmbeného NaCl podili jen minoréna hlavni Glohu zde
hraji N&/H*-transportni proteiny, o kterych se blizeji anje kap. 2.2.1.

V kmeni ATCC 42981 byl dale identifikovan gefrPMA1, kodujici H-ATPasu
plasmatické membrany (Watanadeal, 1991).ZrPmalp vyuZiva energii ziskanoggagnim

ATP k transportu protanven z buiky a vytv&i tak na membranbuiky protonovy gradient,
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funguje tedy stejh jako jeji homologSdmalp. AktivitaZrPmalp se zvySujeftipvySsi
koncentraci NaCl v prostdi (Watanabe, 1991). Y. rouxii byl dale identifikovan gen
kodujici podjednotky mitochondrialni EATPsynthasy,ZrATP2 (Watanabeet al, 2003).
Takeé aktivitaZrAtp2p vzitista po vystaveni bék osmotickému Soku. Je mozné, Ze zvySena
produkce ATP mitochondrialni ATPsynthasou je vyaha jako energeticky zdroj pro
eliminaci toxickych sodnych Kkatiointz burék - nag. pro funkci N&/H'-transportnich
proteirti, které vyuzivaji gradient protorvytvéreny plasmatickou HATPasou, ktera ke své
¢innosti potebuje ATP.

DalSimi geny identifikovanymi v ramci studia osmwleranceZ. rouxii jsouZrHOG1 a
ZrHOG?2, izolované ze kmene ATCC 42981 (lwadi al, 1999). Tyto geny igdstavuji
homology SCHOG1a kéduji pislusné kinasy. JakrHoglp, takZrHog2p jsou schopny
komplementovat mutadiogl S. cerevisiaea olg jsou také dlezité pro osmotolerand.
rouxii. V kmeni CBS 732byl identifikovan jen jeden gen kéduijici kinasuddp, podobsi
ZrHOG2 kmene ATCC 42981 (Kinclovét al, 2001a). Stejhjako genyHOG kmene ATCC
42981, iZrHOG1 kmene CBS 732byl schopny komplementovat mutdwgl S. cerevisiae
V Z. rouxiitak nejspiSe existuje signalni draha obdobné bkigdéze HOGS. cerevisiae

Dale byly ve kmeni ATCC 4298identifikovany genyZrGPD1 a ZrGPD2, které
koduji  glycerol-3—fosfat—dehydrogenasu, &GCY1l a ZrGCY2, kodujici glycerol
dehydrogenasu (lwaket al, 2001). Fakt, Ze kmen ATCC 42981 ¥knlika pripadech
obsahuje hned @dwkopie rekterych gefi (HOG, GPD, GCY, SOD- viz kap. 2.2.1.) je dan tim,
Ze se prawpodobr jedna o kmen hybridni (Jamesal, 2005).

GenyZrGPD1la ZrGPD2jsou homologni s genefdPD1 S. cerevisiggehoZ produkt
se vS. cerevisiagktastni syntézy glycerolu a hraje ddivou roli za podminek osmotického
Soku, kdy je jeho exprese aktivovana kinasou Hofyip kap. 2.1.1.). JakkrGPD1, tak
ZrGPD2 jsou v Z. rouxii exprimovany konstitutivh a silre. ZrGPD1 byl schopen
komplementovat mutagypdlt gpd21 S. cerevisiaga soudi se proto, ze gedyGPD1 a
ZrGPD2 hraji dileZitou roli @i syntéze glycerolu i . rouxii (Watanabeet al, 2004). Geny
ZrGCYla ZrGCY2jsou homologni s gene@CY1S. cerevisiagktery se vS. cerevisiae
Gcastni naopak disimilace glycerolu v draze zahrijfko meziprodukt dihydroxyaceton.
Také expres&cGCY1lse vS. cerevisiagvysuje za podminek osmotického Soku, a totéz bylo
pozorovano pro expre@rGCYla ZrGCY2v Z. rouxii (lwaki et al, 2001). Sosasti drahy
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disimilace glycerolu fes dihydroxyaceton je dale enzym dihydroxyacetomada (v S.
cerevisiaeDaklp), ktery byl identifikovan téz ¥. rouxii (ZrDaklp; Wanget al, 2002). |
expreseScDAK1je indukovana za osmotického Soku (Real, 2000). Soudi se, Ze v obou
kvasinkach se za podminek osmotického Soku pro®mnyézy glycerolu (Gpd) a disimilace
glycerolu (Gecy a Dak) podileji na regulaci obsalycerolu v buice (Norbeck a Blomberg,
1997; Watanabeet al, 2004). Proteiny Gcy a Dak také mohou hrdteditou roli v
metabolismu redutnich ekvivaleni (Hohmann, 2002). i osmotickém stresu e totiz
dochazet k tvorb kyslikovych radikél, a buika tak potebuje zvysit produkci NADPH pro
jejich eliminaci. K produkci NADPH dochazi pr&wag. pii disimilaci glycerolu pes
dihydroxyaceton. V souladu s touto hypotézou jet,fdle i osmotickém stresu vista
aktivita pentosoveho cyklu, ktery je téz producentdADPH, a také skut@ost, Ze drdha
HOG vS. cerevisiage aktivovana i v odpasdi na oxidativni stres (Bilslanet al, 2004).

V Z. rouxii byl dale identifikovan homolog gersecFPS1jehoz produkt koduje kanal
regulujici obsah glycerolu v boe (viz kap. 2.1.1.ZrFPS1komplementoval mutadpslt S.
cerevisiaea Vv Z. rouxii byla prokazéana jeho funkce uxajici z burtk glycerol (a také D-
arabitol) za hypoosmotickych podminek, tj. obdofurécei Sd-ps1p.

V souvislosti se studiem halotoleran@ rouxii byly dale identifikovany geny
homologni kScTPS1a ScTPS2které se \S. cerevisiagicastni syntézy trehalosy, disacharidu
akumulovaného kvasinkamtigepelném i solném stresu (Kwen al, 2003). VS. cerevisiae
je exprese genScTPSla ScTPS2indukovana stresem, . rouxii jsou ZrTPSla ZrTP
exprimovany konstitutivé a silré. Regulace syntézy trehalosy a jeji funkce wikach Z.
rouxii tak vyzaduje dalSi studium.

V Z. rouxii byly dale charakterizovany gerdyDE2 (Sychrovaet al, 1999),LEU2
(Sychrové, 2001) BIS3(Sychrovéet al, 2000b), viechny ve kmeni CBS 732

Vycet geri a jejich proteinovych produktcharakterizovanych ¥. rouxii tak Zistava
pomerné kratky. Zadny z dosud charakterizovanych tg&n rouxii neni druhow specificky.
Tato ponérna neprobadanost kvasinKy rouxii z molekularg-biologického hlediska je dana
hlavré tim, Ze dosud neexistoval soubor nastrgenového inzenyrstvi pro manipulace
genomuZ. rouxii. Vytvoiit soubor technik pro genové manipulac&.vrouxii bylo jednim z
hlavnich citi této dizertani prace.
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2.2.1. Nd/H-transportni proteiny Z. rouxii

V raznych kmenech kvasinkyg. rouxii byly dosud identifikovany celkentitgeny
kddujici Nd/H*-transportni proteiny homologni k Nha$pcerevisiae

Ve kmeni ATCC 429821 byly nalezer&rSOD2 a ZrSOD22 (lwaki et al, 1998;
Watanabeet al, 1995). Proteinové produktgdhto dvou get si jsou velmi podobné (jsou z
81 % identickeé), oba maji dle predikce topologietrtbhismembranovych domén. Exprese jak
ZrSOD2 tak ZrSOD22 v buikach S. cerevisiaepostradajicich NaATPasy Ena zvysila
toleranci busk k sodnym a lithnym katiofim. ExpreseZrSOD2v buikach Z. rouxii byla
konstitutivni, transkriptyZrSOD22se naopak nepotllp detekovat. Také pouzergruseni
(disrupce) genrSOD2 ¢lo vliv na fenotypZ. rouxii, buiky se staly citlivymi k vySSim
koncentracim soli, zatimco obdobna disrupce greOD22 se fenotypo¥ neprojevila.
ZrSOD22je tedy vZ. rouxii ATCC 42981 exprimovan hkiivelmi slalg ¢i neni exprimovan
vabec, a na toleranci bek ke zvySené koncentraci NaCl se podili hila¥nSOD2 Jakkoli je
expreseZrSOD2konstitutivni, niize byt jeho schopnost transportu sodnych katiaatstresu
zpisobeného NaCl zvySena pii@stnictvim zvy3ené aktivity HATPasy plasmatické
membranyZrPmalp vytvéejici gradient protain pres membranu a také zvySené aktivity
mitochondridlni ATPsynthasy poskytujici ATP fediné pro funkcZrPmalp (Watanabet al,
2003; Watanabet al, 2005; Watanabe, 1991)

Ve kmeni CBS 732byl nalezen pouze g&trSOD2-22(Kinclovaet al, 2001a), velmi
podobny genwZrSOD2 obsahujici na svém 3' konci inzerci 45 nukleotidmolognich ke
genuZrSOD22 ZrSod2-22p je tedy z 99.7 % identickZsSod2p a z 83.9 % sé&rSod22p.
Exprese genZrSOD2-22v buikachS. cerevisiagostradajicich viastni Néd*-antiportér a
zaroveh ATPasy Ena zvysila toleranci btknk NaCl a LiCl v médiu, a to dokonce vice nez
expreseScNHA1 Studie srovnavajici transportni vliastnasyit Na'/H™-antiportnich proteié
kvasinekS. cerevisia¢NHA1), C. albicans(CNH1), S. pombésod? aZ. rouxii (ZrSOD2-22
ukazala, z&rSod2-22p ma transportni kapacitu pro sodné a likatiénty a, steji jakosod2
nerozeznava jako substrat kationty draselné nebidmé. SdNhalp aCaCnhlp naopak maji
Sirokou substratovou specifitu pro vSechny tytoidty (Kinclova et al, 2002). Pro
substratovou specifitu  Né&d*-antiportéfi kvasinek je wejm¢ dilezité sloZzeni paté
transmembranové domény, a to hl&aygiitomnost aminokyselin s hydroxylovou skupinou, a

dale prolinu nachazejiciho seZvSOD2-22na pozici 145, ktery je sice konzervovan ve vSech
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dosud identifikovanych N#H"-antiportnich proteinech kvasinek, ale jehoz sdanza seriri
threonin zméni substratovou specifitu tak, Z&rSod2-22p zéne transportovat draselné
kationty (Kinclova-Zimmermannoveét al, 2005, 2006).

2.2.2. Hirozeny plasmid pSR1

pSR1 je cirkularni plasmid, ktergtina kmei Z. rouxii obsahuje firozerg ve svém
jadre (Toh-eet al, 1982). Svou strukturou je velmi podobnyirpzenému plasmidu 2p
kvasinkyS. cerevisiaea stej® jako 21 se nachazi ve dvou izoformach, A a B (A=tkal,
1985; Volkertet al, 1989).

Struktura plasmidu je naztena na obr. 1. Plasmid dlouhy 6251 bprieve jedingné
sekvence (2654 bp a 1679 bp) dedé dema zcela homolognimi obracenymi repeticemi —
IR1 a IR2, dlouhymi 959 bp. Plasmid obsahtijeotevienécteci ramce (ORF,pen _eading
frame) -P, S, a R, a reguléni oblast Z. Na plasmidu se dale nachazefi awtonomg se
replikujici sekvence (ARS,utonomously_eplicating _gquence) rozeznavaneé replikém
aparatemZ. rouxii i S. cerevisiaga pravdpodobrg dw¢ dalSi ARS rozeznavané jiz jeh
rouxii (Araki et al, 1985; Araki a Oshima, 1989). Sek¢anhomologie s plasmidem 2 u byla

prokadzana pouze v oblasti ORRu

z IR2
T

ARS

(]

IR1 1/6251
»

Obr. 1. Plasmid pSR1 (typ A). Rovnebné gimky znai obracené repetice, Sipky vyzung otevené
¢teci rAmce (v orientaci $3°). Vyznaeny jsou oblasti, ve kterych se nachazeji ARS, dhélast Z a

misto z&atkugislovani sekvence.

Protein R koduje rekombinasu, ktera katalyzuje tmiisspecifickou rekombinaci
v oblasti obracenych repetic (Araki al, 1985; Matsuzaket al, 1988). Tato rekombinace

slouzi pro amplifikaci plasmidu v hostiteli a prb&i pravdpodobrg analogicky jako u
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plasmidu 2u (Futcher, 1986). Proces rekombinacei mzcenymi repeticemi plasmidu
pSR1 je nezavisly na hostitelskych faktorech, @ikrobiha i v heterolognim hostiteli jako je
S. cerevisiaeRekombinasa R je pro rekombinaci, a tedy i pomnaaoplasmidu esencialni,
muze vSak byt poskytnuta jinym plasmidem, ktery obgalyenR, nachézejicim se v hoe.
Stejre tak plasmid postradajici geya S maze vyuzivat produkt geni P a S nachéazejicich
se na jiném plasmidiCteci ramceP a Skoduji produkty podilejici se na stabiliplasmidu
pSR1 v hostiteli, nicmé&nnejsou esencialni, stabilitu pouze vyr@aznysuji (Jearnpipatkut
al., 1987a). Resr¥jsi funkce proteinu Pistava neznama teci ramecS koduje dva faktory,
jednak protein a jednak RNA. Tyta'ggmeé spolupracuji s dosud neznamym hostitelskym
faktorem Z. rouxii, ktery se pak vaze na oblast Z. Tato vazba staf@lipSR1 a umozni
plasmidu existovat v hostitelskéime ve vysokém pidu kopii. Plasmid pSR1 a jeho derivaty
jsou vS. cerevisiaamére stabilni nez \Z. rouxii z divodu absence hostitelského faktoru.
PrestoZze svou funkci je oblast Z podobna analogithésti REP3 plasmiduig strukturi je
naprosto odliSn&Jearnpipatkukt al, 1987a; Jearnpipatkelt al, 1987b) Proteiny kdédované
obéma plasmidy nejsou vzajemrzastupitelné, jsou fugki vzdy jen pro ,suj* plasmid
(Araki et al, 1985).

Plasmid pSR1 byl dosud vyuzit ke konstruke¢kaolika méalo plasmid pro Z. rouxii
(Araki et al, 1985; Jearnpipatkuét al, 1987a; Ushioet al, 1988). \&tSina uvedenych
vlastnosti tohoto plasmidu byla zjiga na zéklagl chovani &chto konstruki v hostitelichZ.
rouxii a S. cerevisiaeVyuzit plasmid pSR1 ke konstrukci stabilnich epiginich plasmidl
pro Z. rouxii obsahujicich polylinker aizné seleéni geny bylo jednim z Ukoltéto dizertani

prace.
2.3. Nastroje genového inzenyrstvi pouzivaneé v kvagach

Nastroji genového inzenyrstvi se rozumi metody manipulaci s genovou vybavou
burgk. Pro pochopeni funkce gea jimi kddovanych proteinjsou zasadni.

Pro kvasinky takovych metod existuje cé&dla, a to hlawhpro modelovou kvasink§.
eukaryotnich mikroorganisim je pra¢ Siroka Skéla nastrdjumoziujicich manipulaci s jeji
genovou vybavou a nen&ny zpisob jeji kultivace. Jde o mikroorganismus dostateychle

se mnoZici (genetai doba v exponencialni faziistu je cca 2 hodiny), Ize s nim pracovat

29



mikrobiologickymi metodami. Bitky se daji uchovavat po velmi dlouhou dobu,inggmédiu
s osmotickym stabilizatorem glycerolem v -80 °Crgkolik let.

Manipulovat s genovou vybavou kvasinBy cerevisiage mozno #iznymi zpisoby.
Bunky kvasinky S. cerevisiaese vyskytuji jak v haploidni, tak diploidni foémHaploidni
formy lze Kizit a ziskavat tak diploidni kultury, jejichz sptaci ziskané haploidni potomstvo
Ize podrobovat tetradové analyze. Haploidni stawiiofe snadnou ipravu mutant, bud
nadhodnou mutagenezi pomoci UMead ¢i chemickymi mutageny, nebo cilenou mutagenezi,
nag. deleci vybraného genu. Cilené deleceigeou umozany znalosti sekvence genor8u
cerevisiaea vysokou frekvenci, se kterou probiha v této ks homologni rekombinace.
Metodou deleci genkvasinek se podrolji zabyva kapitola 2.3.3. Diploidni kvasinkové
bunky Ize vyuzit pro studium funkce esencialnichigefechnika indukované fuze protoplast
umoziuje KizZzeni nezavislé na parovacim typu, ploidii a dé&itérmiry i na druhu kvasinky.
Pomoci fluze protoplasize do bugk vnéset i arteficialni chromosomy (Vondrejs, 2003)

Velmi dilezitou technikou je transformace, pomoci niz jeZzmmokontrolovas vnaset
fragmenty DNA do kvasinkové hilly bez ohledu na jejichtpod a udrzZet je v bice gijemce
— bud’ v rdmci vektoru plasmidového typu, nebo v chroomos recipienta. Cizorodé geny
mohou byt po fipadné vhodné Upravn vitro v buice kvasinky exprimovany. Vzhledem k
tomu, Zefada Zivotnich &u probihajicich v kvasince ma analogii v obdobnycbcpsech
vySSich eukaryot, je funkce gemiznych organisri ¢asto studovana prdetinictvim jejich
heterologni exprese v bkach S. cerevisiagostradajicich vlastni geny analogické gan
studovanym (nap Fukudaet al, 2004; Kinclova-Zimmermannovét al, 2004; MareSova a
Sychrova, 2006; Pullikuttet al, 2006; Sychrova, 2004). Pro tyt@ely lze vyuzit sbirek
stavajicich mutafitS. cerevisiaekteréjsou velmi rozséhlé.

Z kvasinky S. cerevisiaelze dale porrné snadno izolovat jadra, mitochondrie,
celkovou DNA, plasmidovou DNAizné typy buticné RNA a dsRNA z virovych partikuli.
Z mutantnich kmein lze izolovat poSkozeny gen a sekvenovanim zjiggt poSkozeni
(Vondrejs, 2003).

Metody genovych modifikaci byly jiz alesp@ast&éné rozpracovany dady dalSich
druhi kvasinek, jako jsou n#@pC. albicans(Thompsonet al, 1998), Candida glabrata
(Alderton et al, 2006; Kosaet al, 2007), Kluyveromyces lactigKooistra et al, 2004),
Saccharomyces castelidstromskas a Cohn, 20073, pombgSuga a Hatakeyama, 2001),
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Schwanniomyces occidentaffSostaglioliet al, 1994),Hansenula polymorphaFaberet al,
1994) a dalSi. Genové modifikace se kémstudia procesprobihajicich v bikach vyuzivaji i
pro zlepSeni vlastnosti gmyslovych kvasinkovych kmen Nekteré druhy kvasinek jsou
vyuzitelné pro speciélni aplikace - rtapnethylotrofni kvasinky rodPichia pro vysokou
produkci cizorodych protein K. lactisneboY. lipolyticapro sekreci proteily pricné se alici
kvasinkaS. pombepro studium eukaryotického b&imého cyklu (Romanogt al, 1992;
Vondrejs, 2003).

kvasinek technika fenosu DNA do biky prostednictvim vektol (transformace).
Fenotypovy projev hiky ve srovnani s netransformovanou kontrolou pakdzidfunkci
studované DNA (genu). DalSi zasadni technikou prdigm funkce gei a jejich produki je
metoda cilené delece genUmoziuje vyradit z funkce konkrétni gen a studiem fenotypu
mutanta zjistit funkci genu v ige nebo tento mutantni kmen vyuzit k expresi aigtiushkce
jiného genu. Vytviit soubor nastrdj genoveho inZzenyrstvi umidjici studium funkce genv

Z. rouxii prostednictvim transformace bék riznymi plasmidy a za pomoci techniky cilené
delece ge@ bylo jednim z cil této dizerténi prace. Nésledujici podkapitoly se proto

podrobrji vénuji tmto metodam manipulace kvasinkového genomu.
2.3.1. Transformace kvasinkovych buék

Termin transformace byl poprvé pouzit pro popéslithych znmén vyvolanych u
bakteriePneumococcu$Griffith, 1928 v Gietz a Woods, 2001). U této teie je faktorem
zpasobujicim virulenci polysacharidové pouzdro. Autmjektoval do peritonea mysSi
nevirulentni kmen bakterie postradajici polysaadwuy obal spolu s horkem inaktivovanym
virulentnim kmenem s obalem a zjistil, Ze nevirtiérkmen se transformoval na virulentni.
Soudil, Ze transformémim faktorem byla sloZzka polysacharidového pouzddako
transformani faktor v gipact bakteriePneumococcubyla pozdji v pralomové studii ukena
DNA (Avery et al, 1944 v Gietz a Woods, 2001). Pojem transformaggkbse od té doby
pouziva pro vneseni DNA do tiky nasledovany zgmou fenotypu.

Prvni zminky o transformaci kvasinky pochazejiokur 1960 (Oppenoorth, 1960
v Gietz a Woods, 2001), dalSim adiior se vSak nepodiéo vysledky ziskané v této praci

zopakovat (Gietz a Woods, 2001). Prvni &&@ transformace houbového organismu se
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datuje do roku 1973 (Mishra a Tatum, 1973). Autpéstovali mutantni kmen houby
Neurospora crass& pritomnosti DNA ziskané z divokého kmene téhoz drahpodéilo se

jim izolovat klony vykazujici fenotyp divokého kmenO rok pozdi bylo prokadzano, Ze

k takoveé transformaci dochéazi i u kvasinek (Khaea, 1974). Transformace se tedy dosahlo
pouhym samovolnym pchodem DNA pes bugénou sénu a plasmatickou membranu. To je
ponerné ojedirgly jev, vytezky transformarit (tj. pacty kolonii vzeSlych z transformovanych
burgk) byly velmi nizké. Molekula DNA je totiz pogmé velka a nabitd, aips burcny
povrch tedy prochazi jen obt&nPro jeji gesun do biiky je zapotebi burény povrch
rozvolnit.

Zasadnim pro zefektiémi metody transformace bylo objeveni moZnodiipravy
kvasinkovych protoplastsféroplasi (Eddy a Williamson, 1957; Hutchison a Hartwell 679
v Gietz a Woods, 2001) a&gobu jejich transformace (Hinnext al, 1978). Od té doby byla
metoda transformace préstinictvim DNA UspSre aplikovdna na mnoho dalSich déuh
burgk, a to nejen kvasinek a bakterii, ale i rostlirzigocichi. Byla popsana celéada
transform&nich metod, &které &inngjSi, jiné méw Uutinné — v zavislosti na druhu

transformovaného organismu a velikoggmasené DNA (Gietz a Woods, 2001).
2.3.1.1. Transformace protoplasi/sféroplasti

Protoplasty se obvykle rozumiiiky s odstraBnou burénou stnou, sféroplasty pak
buinky se zbytky bu&né stny, rektereé prace ale terminy z&uji. Builky s odstrasnou ¢i
poskozenou buftnou sénou nejsou odolné proti Zzmam osmotického tlaku, musi se proto
udrzovat v osmoticky stabilnim prosti. Nefastji se pro kvasinky pouziva 0,8 — 1 M
sorbitol. Kultivace probiha v tzv. regen&ném seleknim agaru, coz jéidké pevné meédium,
do kterého se hitky v podstat zaliji. Metoda transformace protopléstéroplasi spaiva v
jejich inkubaci s PEG_(@yethylendykol), ionty C&* a plasmidovou DNA v osmoticky
stabilizovaném roztoku. PEG funguje tak, ze ,lgdésmidovou DNA na povrch kiley, a tak
zvySuje pravépodobnost jejiho vstupu do hikg ionty C&* zase rozvaiuji bunsény povrch
(Fincham, 1989; Gietz a Woods, 2001). K transfamhanesi se obvykle pdava ve vysoke
koncentraci tzv. nosova DNA (nap. komeené dodavana chromosomalni DNA z kdn
lososichtestesnebo teleciho thymu). Ta zvySujé&ininost transformace prayplodobr tak, ze

Vysyti“ ptitomné deoxyribonukleasy (Gietz a Woods, 2001)inkbst transformace
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n¢kterych kmeid S. cerevisiaelze zvysit také ochlazenim transforna snési na 4 °C
(Johnstoret al, 1981). V sotasné dob se metodou transformace protoplgstostednictvim
PEG a C4& dosahuije &innosti az 3 x 10transformant/pg pDNA (Gietz a Woods, 2001).
Tato metoda je také jedinou metodou, pomoci kteeevhést do kvasinkové fky umelé
kvasinkové chromosomy (Fincham, 1989), a kteroo bigposud mozZno transformovatiay
Z. rouxii (Ushioet al, 1988).

Transformace protoplagsféroplasi kvasinek je metoda pafimé nar@na - giprava
burgk a manipulace s nimi vyZaduje neustalou osmotiatabilizaci a hrozi zvySena moznost
kontaminaci. Zarove miZze pisobenim PEG dochazet k fuzi kkncoz vede k polyploidii
(Gietz a Woods, 2001). Proto byly vyvinuty metodynaiujici transformaci butk
s neposkozenou b&mnou sEnou. Mezi nejastji pouzivané metody pit transformace

prostednictvim PEG a iofitLi*, a hlavi elektroporace.
2.3.1.2. Transformace buik prostirednictvim PEG a ionti Li*

V prvni préci popisujici tuto metodu atitoa buiky nejprve fisobili kationty N&, K,
Rb" nebo L{, a poté je inkubovali viftomnosti PEG a plasmidové DNA. Nasledoval teplotni
3ok 42 °C (ltoet al, 1983). NejlepSich vysledkbylo dosaZeno s kationty “Li G¢innost
transformace byla 450 transformafpig DNA. To bylo még neZ se dosahujeigransformaci
protoplash, metoda transformace za pouziti katioht” je v3ak rychlejsi a jednodu3si, iy
nemuseji byt osmoticky stabilizovany, vysévany gereergnim agaru.

Existuji tizné modifikace této metody - pro optimalizagininosti transformace je misto
teplotniho Soku mozZzné inkubovat iy s 2-mercaptoethanolem nebo DMSO
(dimethylsulfoxid), misto iont Li* pouzit ionty C&’ &i transformani snés inkubovat v pufru
TE (Tris-EDTA) nebo gidat nostovou DNA. Touto metodou se v zavislosti na
transformovaném kmeni dosahuje &k 10*10° transformani/ug DNA (Gietz a Woods,
2001; Gietz a Schiestl, 2007).

2.3.1.3. Transformace bugk elektroporaci

Transformace elektroporaci je nejpouzigjan metodou pro transformaci kvasinek.
Poprvé byla pouzita k transformaci mySich duiiNeumannet al, 1982 v Gietz a Woods,

2001). V sodasné dob je vyuzivana také pro transformaci blrzivociSnych, rostlinnych a
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je standardnim postupenti pransformaci buék bakterialnich. B transformaci kvasinkovych
bursk se prosednictvim této metody dosahujeirinosti 16 — 1¢ transformant/pg DNA
(Gietz a Woods, 2001).

Princip metody spiva v tom, Ze na suspenzi kv elektroporani kyvet pasobi
kratkodol& elektricky pulz, ktery lokakh destabilizuje membranu b&lng a umozni tak vstup
plasmidové DNA do hitky. Aby bylo dosazeno dostéteé (Einnosti, je teba elektricky pulz
aplikovat na biiky s rozvolgnymi povrchovymi strukturami. Transformuji se prdiaiky
v exponencialni faziastu, které seiedtim, nez jsou vystavenyigobeni elektrického pulzu,
inkubuji s¢inidlem, které jejich povrchové struktury jedtice rozvolni. Pouziva se napTT
(1,4-dithiothreitol), 2-mercaptoethylamin, 2-mertmgthanol nebo 3-mercapto-1,2-propandiol
(Suga a Hatakeyama, 2001)¢ikhost transformaceékterych druli ¢ kmeni kvasinek se
zvysi, pokud inkub#ni roztok obsahuje navic j€dbnty Li* a/nebo pufr TE (De Backet al,
1999; Thompsowet al, 1998)

Predtim, nez se suspenze Bkinystavi gisobeni elektrickeého pole, je ovSefalia tyto
,fozvolnovate” buniéného povrchu z transforri@i snesi odstranit, jinak by dochéazelo ke
zkratim. Buiky se proto promyiji (néasgji vodou), a poté resuspendu;ji v elektrogoiian
roztoku. Jako elektropotai roztok se pouzivd 1 M sorbitol (Thompsenal, 1998) nebo
elektroporéni pufr (EB, éectroporation_bffer) obsahujici 270 mM sacharosu (Fabel,
1994). Suspenze bék se pak pevede do elektropotai kyvety a pida se plasmidova DNA.
Po aplikaci elektrického pulzu se transfotimiasnes obvykle #edi vodou neboustovym
médiem a ped vysetim na pevnouwigu se ®kolik minut nechd statiplaboratorni teplat,
aby doSlo k regeneraci béln po stresu zjsobeném elektrickym pulzem.éhteré kmeny
kvasinek vSak toto nevyZaduji (Meilhetal, 1990).

Uginnost transformace elektroporaci &esto velmi lisi nejen uienych druli, ale i
kmeni stejného druhu kvasinky. Je to dano tim, ZaéklpuodliSného tvaru a velikosti
odpovidaji na fisobeni elektrického pole odli&nDulezitym faktorem je hustota, tlotka a
struktura buscné stny (Gift a Weaver, 1995; Meilhoet al, 1990). Proto taka kazdy
kvasinkovy kmen vyzaduje jiné podminky elektroperalejkritictéjSimi parametry jsou zde
intenzita elektrického pole a doba trvani pul€im jsou tyto hodnoty vy3si, tim m&bursk
z transformani  sn¥si  zistavad Zivotaschopnych; ¢ianost transformace (. pet

transformant/pug DNA) naopak stoupa.iPvysokych hodnotach nap a doby trvani pulzu
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vSak &innost z&ne klesat - filiS mnoho bugk ztraci Zivotaschopnost. Pro kazdy druh i kmen
je vyhodné stanovit optimalni podminky experimemtal nag. pro rekteré kmeny
S. cerevisiage optimalni elektricky pulz o intenzitL,74 kV/cm a dobtrvani 15 ms (Meilhoc
et al, 1990), pro akteré kmenys. pombd1 kV/cm a 5 ms (Suga a Hatakeyama, 2001) Spro
occidentalis2,17 kV/cm a 18 ms (Costagliat al, 1994), proH. polymorpha7,5 kV/cm a 5
ms (Fabeet al, 1994), prcC. albicans/,5 kV/cm a 5 ms (Thompsat al, 1998) atd.

U¢innost transformace zavisi také na koncentraci nuisvé DNA a busk
v elektroporani snési. Uginnost linearr stoupé jak se zvysujici se koncentracidiumak se
zvydujici se koncentraci plasmidové DNAi BinoZstvibunsk nad 4 x 18 viak uz obvykle
klesd, jednotlivé bitky jsou jiz @ili§ blizko u sebe, a to vede k nestejnorodosikapaného
elektrického pulzu. Zarowese projevuje saturace DNA — u mnoZstvi vyssSiho 188 ng se
acinnost jiz nezvySuje, ale ani nesnizuje (Meilteical, 1990). Zda se vSak, Ze toto neplati u
vSech drufi — u kvasinkyH. polymorphastoupa dinnost transformace az do 1@ pidané
pDNA (Faberet al, 1994).

Metoda transformace bek elektroporaci pét mezi nejjednodussi a neé&jangjsi.
Jednim z cfl této prace bylo optimalizovat pro kvasinkli rouxii prdw tuto metodu

transformace jako s¢ast souboru nastibgenoveho inzenyrstvi.
2.3.2. Plasmidy pouZivané v kvasinkach

Podstatou metody transformace je to, ze se déybunese DNA, ktera je schopna se
replikovat, a penaSet se tak do dalSich generaci. Takova DNAmedy byt sama replikonem
nebo se stat soasti bucného replikonu. Proto se DNA do iiky vnasi prosednictvim
vektoru, plasmidu, ktery se #iusam v hostiteli replikuje (tzv. replikativni plagl)y nebo se
integruje do chromosomuiigemce (integrativni plasmid). Kvasinkové plasmigpu bul’
cirkularni nebo linearni, &Sinou relativé malé, protoZze plasmidétsi nez 15 kbp se jen
obtizre dostava do buik. Pro vkladani &Sich fragmerit DNA (az 500 kbp) se pouzivaji tzv.
unglé kvasinkové chromosomy (YACewst dificial chromosomes; Vondrejs, 2003).

Replikativni cirkularni plasmidy obsahuji sekverdira jim zajisuje pomnozovani v
hostiteli. Tato sekvence se oZog jako ARS a byva druheévspecifickd. Zdrojem ARS
mohou byt plasmidy, jejichZzipozenym hostitelem je hika pijemce (nap plasmid

S. cerevisiae— takové plasmidy mohou v fice existovat v mnoha kopiich, ozog se jako
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mnohokopiové nebo episomalni, YEpe&st pisomal pasmid, viz kap. 2.3.2.1.). DalSim
zdrojem ARS niZze byt DNA chromosomu. Plasmidy obsahujici pouzermbsomalni ARS
se nazyvaji YRp_(@ast_eplicative_giasmid), a poet jejich kopii v buce neni regulovan, ani
neni zaji&no jejich stabilni pomnozovani v populaci hostitéddeome chromosomalniho ARS
proto nesou plasmidy obvykle jéatentromeru organismu, ve kterém se replikuji, @adgi
se pak jako centromerové (YCpeast_entromeric_pasmid, viz kap. 2.3.2.2.). Takove
plasmidy jsou v biice gitomny v jedné az dvou kopiich a v hostiteli jsoeimi stabilni,
téemet jako chromosomy (Gietz a Woods, 2001; Vondrej$320

Pro ziskani #Siho mnozstvi plasmidové DNA se vyuzivd pomnoZglasmidi v
buinkach bakterii. Plasmidy proto ve své sekvenci Krdasinkového replikonu obsahuji
jest sekvenciori umozujici jejich replikaci VEscherichia coli Takové vektory schopné
replikace ve dvou hostitelich se ozop jako podvojné, kyvadlové nehlidunkové. Souasti
plasmidi jsou dale tzv. ,polylinkery”, oblasti DNA obsahcijitakovéa restrigni mista, ktera se
jinde na plasmidu nevyskytuji, coz uniofe definované vkladani fragmé&nDNA, a dale
geny kodujici selektovatelné nebo detekovatelnékyzn@ni nej&inngjsi transformani
techniky totiz nezajisti stoprocentniepos DNA do vSech bgk. Pro rozeznaniiftomnosti
plasmidu v buce lze vyuzit i metodu hybridizace se sondou, metwaloZzené na selekéi
detekci jsou vSak mnohem jednodussi (Vondrejs, 2003

Pro selekci bakterialnich bék obsahujicich vnesenou DNA se daEji pouziva
rezistence ké&kterému antibiotiku (népsgji k ampicilinu ¢i tetracyklinu). Plasmid, kterym
buiky transformujeme, obsahuje gen, jehoZ produktitetistuto rezistenci ugi. Jedna se
tedy o tzv. pozitivni selekci {pziji pouze transformované ity). DalSi casto pouzivany
zpasob je barevna detekce bakterialnich transforinpomoci genlacZ z E. coli

Pro pozitivni selekci kvasinkovych btk obsahujicich vnesenou DNA sétdinou

vyuziva auxotrofnich vlastnosti mutantniho kmentenk je transformovan. Pokud se do
kmene vnese plasmid obsahujici gen, ktery mutanipkementuje, jsou transformanované
buiky schopny idist vmédiu bez auxotrofniho fidavku, ¢imz se liSi od butk
netransformovanych. Pro tento typ selekce séas#ji vyuziva kmeri s mutaci v genech,
jejichZ produkty se dastni syntézy uracilURA3, leucinu LEU2), histidinu HIS3 nebo
adeninu ADE2). VyuZivaji se také tzv. dominantni saelek geny, kdy je podstatou selekce

transformant jejich rezistence k daké toxické latce, kterou jim éhlije gen na plasmidu,
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podobr jako UE. coli. Dominantni seleii geny maji tu vyhodu, Ze se daji pouZit pro sglek
transformant u kvasinek, u kterych zatim nebylyigraveny auxotrofni mutanty, nebo u
kterych je vylr auxotrofnich mutatfit omezeny. Mezi néastji vyuzivané dominantni
selekni geny pat bakterialni kanMX ktery ucli kvasinkovym buikam rezistenci ke
geneticinu (Brown a Tuite, 1998; Fincham, 1989)leDge pouZzivaji ndap gensatl jehoz
produkt misobi rezistenci k nourseothricinu (Reusts al, 2004), genble, ktery umozni
bunkam rezistenci k zeocinu (Aldertat al, 2006), a dalSi. Z hlediska mozného vyuziti pro
dominantni selekci je téz zajimavy geiPR1S. cerevisiagktery koduje N-acetyltransferasu
detoxifikujici L-azetidin-2-karboxylat (AZC), cozjanalog prolinu, ktery nahrazuje prolin
v syntetizovanych proteinech a naruSuje jejich @igghichiri et al, 2001). Pokusit se vyuZzit
gen ScMPR1jako dominantni sel€éki gen proZ. rouxii bylo také jednim z Ukél této
dizert&ni prace. Jako seléki gen Ize pouzit také cDNA kddujici zymocin Klnauhitu k
tomuto ,killerovému® faktoru, pokud je azena za vhodny kvasinkovy promotor.
Transformované klony vytw¥aji na podkladu buik citliveho kmene pthledné inhibini zény
(Vondrejs, 2003).

Pro kvasinkuZ. rouxii byly zatim moznosti selekce transformamimezené. Dosud
existovaly jen dva auxotrofni mutantni kmeny, oligonavené UV mutagenezi: autorkou
piedkladané dizertai prace fipravenyura3 derivat divokého kmen&. rouxii CBS 732
(Pribylova, 2002) a kmen MA11€u2), odvozeny od divokého kmeize rouxii ATCC 42981
(Ushio et al, 1988). Komplementovat mutace bylo mozno g&oUJRA3 ScLEU2 nebo
ZrLEU2. Z dominantnich selé€kich gefi byl zatim vyuZit jenkanMX (Tang et al, 2005;
Ushioet al, 1988).

Plasmidy plni i jiné funkce neZ pouhych rigsgeni. Vybérem vhodného plasmidu je
mozno ovlivnit péet kopii vkladaného genu (a naslédnnozstvi proteinu) v hice. Gen
vloZeny do plasmidu episomalniho se witel nachazi ve vysSim ¢a kopii, gen vloZzeny do
centromerového plasmidu v jedné, maxint&mou. Gen Ize téz do plasniigkladat za izné
promotory, které ovlivni jeho expresi. Existuji protory, které zajisti konstitutivni expresi,
nag. TEF2 ADH1, CYC] GPD1 (Ronickeet al, 1997). Ty mohou ovlivnit i intenzitu, s
jakou se bude gen v bece gepisovat. Nap promotory TEF2 a GPD1 pati mezi tzv.
,Silné“ promotory, které zisobi, Ze se gen v boe @episuje intenzivi Silnych promotak

vyuzivaji i plasmidy wené pro sekreci protain Ty za promotorem obsahuji kodujici
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sekvenci pro signalni peptid (pre-sekvenci)fedstavujici adresu pro vstup do
endoplasmatického retikula (Vondrejs, 2003¢ktdré promotory mohou byt vyuzity pro
regulovatelnou expresi genExprese geih pod kontrolou promotor@GALL1 je indukovana
rastem transformantS. cerevisiaga galaktose a inhibovana na glukose, promGtdP1 je
aktivovan g rastu burk v pritomnosti iéd’natych ionti, MET25 za absence methioninu
(Labbe a Thiele, 1999; Ronicket al, 1997). Pro terminaci transkripce se vyuzivagne
terminatory (nap geni CYC1, TRP1, ADH1 Pro detekci proteinovych prodikgeni, jejich
lokalizaci, purifikaci¢i funkéni analyzu se vyuziva zéeni protei prostednictvim jejich
fuze s molekularni zg&ou. Takovou zng&ou mize byt kratky peptid (n&p FLAG nebo c-
Myc), nebo cely protein, n&pGFP (geen fuorescent mtein, zeleny fluoreséni protein;
Sunet al, 2002). Pro &ely zn&eni existuji plasmidy obsahujici tyto kg, kam lze vlozit
vybrany gen tak, aby vznikl fazni produkt - oZzeay protein. Zn&ni pomoci sekvence GFP
se casto pouziva pro teni lokalizace zkoumaného proteinu wibe. Protein GFP pod UV
zaenim zelen fluoreskuje, a je tak mozno dir misto v buice, kde se zany protein
nachazi (Niedenthatt al, 1996). Jiz bylo ppraveno gkolik variant sekvence GFP, které
vydavaji iznou barvu fluorescence (krérzelené i modrozelenou, Zlutou nelErvenou), a
je tak mozno znat v buice rekolik proteini najednou (Lansfordt al, 2001).

Pro genové manipulace v kvasinkovychikéch se n€pstji vyuzivaji episomalni nebo
centromerové plasmidy - pro klonovani, konstruknihkven, zajid&ini exprese vnaSenych

geni. Nasledujici kapitoly se proto budou zabyvat pré&mito typy plasmid.
2.3.2.1. Episomalni plasmidys. cerevisiae

Episomalni plasmidyS. cerevisiae obsahuji jako replikonc¢ast plasmidu 2
vyskytujiciho se prozert v jade WwtSiny kmer S. cerevisiae 2u je strukturg velmi
podobny plasmidu pSR1 kvasinkiy rouxii, 0 kmz pojednava kapitola 2.2.2. Jeho nazev je
odvozen od jeho konturoveé délky 2 um. Plasmid olygattyti otevienécteci ramce: AELP),

B (REPJ), C REP2J a D RAF), a oblast nutnou pro stabilni udrZzeni plasmideopulaci
burek REP3 (zvanou také STB, analogickou oblasti Z mplda pSR1). Na plasmidu se
nachazi ARS rozeznavana kvasinkducerevisiaeNejdelsi genKLP) koduje rekombinasu
homologni ke genuR plasmidu pSR1. Ta ip replikaci katalyzuje misth specifickou

rekombinaci v oblasti obracenych repetic v Usekd’ F& umouje tak vznik plasmidovych
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rekombinaci je replikace zastavena a multimer ggstihan“ na monomery @p za pomaoci
rekombinasy. Vznika takipjednom inici&nim kroku velké mnoZstvi kopii plasmidu, coz
zvySuje pravdpodobnost, Ze po rozkkni jadra a nasledné cytokinesi budeiitced buka
obsahovat alespionékolik kopii plasmidu (Futcher, 1986).iiPreplikaci zahjené v dalSim
burécném cyklu se p@et kopii plasmidu zase zvySi. RovnémejSimu rozalovani i
segregaci napomahaji proteiny kddované geapl REP2a RAF. Produkty Repl a Rep2
umoziuji pomerné stejnongrné rozaleni kopii plasmidu mezi matgkou a dcénnou buikou
pii bunécném dleni tim, Ze se v koordinaci s histonem Cse4 vazlrlast REP3 nachéazejici
se na plasmidwimz Zejm¢ mimikuji centromeru (Malik, 2006). V populaci htknje 24um
plasmid relativl stabilni, v haploidnim kmenS$. cerevisiaese ztraci s frekvenci asi 10
v diploidnim 10° (Volkert et al, 1989).

Pro konstrukci episomalnich plasmide pouziv&ast dlouhd asi 2,5 kbp obsahujici
pocatek replikace¢ast jedné z obracenych repeatioblast REP3. Tatéast neobsahuje geny
potrebné pro stabilni udrzeni plasmidu v populaci hostitgepto kmen transformovany
takovym plasmidem musi obsahovat vlastni endog@nn{Janderova a Bendova, 1999;
Vondrejs, 2003).

Episomalni plasmidy se v transformante&hcerevisiasmachazeji v ptiu kopii od gti
do rekolika desitek, v zavislosti na vlastnostech kotrkie plasmidu a hostitelského kmene.
V populaci transformaitjsou pordrné stabilni (Romanost al, 1992; Struhkt al, 1979).

V Z. rouxii neni mozno plasmidy odvozené od 2u vyuzit, progge/ence 2 neni v
buikach Z. rouxii rozeznavana jako replikon, a plasmidy se v nioh gddem nepomnoZuji
(Araki et al, 1985; Ushicet al, 1988).

2.3.2.2. Centromerové plasmidy

Plasmidy obsahujici chromosomalni ARS a centronhestitele (YCp) se v populaci
piijemce vyskytuji v jedné, nejvySe ve dvou kopiiehtniiku, a vyuZivaji se procely, kdy je
zapotebi v buice exprimovat pr&v jednu, nejvySe dv kopie genu. Nizky pget kopii
plasmidu v buice je dan tim, Ze vice kopii centromerového plaangdpro buiku letalni.
Centromery na plasmidu totiz kompetuji s centrommérza chromosomech o faktorgastnici

se segregace (proteiny, které se na centromeryméotubuly, misto v &icim vieténku), a

39



vétSi mnoZstvi centromerovych plasrinid buice tak zfisobuje ztratu chromosanpii déleni
(Futcher a Carbon, 1986). Diky sekvenci centronmjsoy plasmidy YCp v hostiteli velmi
stabilni, i kdyZz ne tak jako samotné chromosomyakkd a Carbon, 1980; Dani a Zakian,
1983).

Centromeroveé plasmidy se mohou replikovat i v jingostiteli, nez ze kterého pochazi
jejich centromera; zalezi na tom, zda hostitel zo2e ARS pitomnou na plasmidu jako
replikon. Vzhledem k druhové specificitcentromer vSak heterologni hostitel nerozezna
centromeru plasmidu, a ten je tak viaké&ch nestabilni a neni regulovancebjeho kopii
(Heuset al, 1993). Napiklad centromerové plasmidy. cerevisiaese vZ. rouxii pomnozuji
diky ARS funkni v obou druzich kvasinek, neni vSak zaji§ejich stabilni penos do dalSich
generaci, ani nizky get kopii plasmidu na kiku (Ushioet al, 1988).

Centromery pticich kvasinek jsou dlouhé cca 0,2 kbp, tj. ve sB& s centromerami
jinych organisnmi pomegrné kratké (nap. centromera ificné se élici kvasinky S. pombge
dlouha piblizné 40 kbp, centromerhl. crassa400 kbp a lidska az 5000 kbp). Pro svou délku
se kvasinkové centromery proto nazyvaji bodové. (fz@int centromeres). Centromera
modelové kvasinky. cerevisiage tva‘ena temi konzervovanymi oblastmi CDEdjetromere
DNA element): 8 bp dlouhou oblasti CDE |, 78 - 86 bputiiou oblasti CDE Il bohatou na
pary bazi AT (adenin-thymin) a 25 bp dlouhym UsekeldE 1ll. Obdobr je uspdadana nap
i centromera kvasink¥. lactis pouze jeji oblast CDE Il je asi dvakrat delSi ©GZE Il S.
cerevisiag(obr. 2; Clarke, 1998).

CDE | CDE Il CDE Il
S. cerevisae |PuTCACPuTGH78-86 bp (AT >90%)HTGTTT(T/A)TGNTTTCCGAAANNNAAAA |

CDE | CDE Il CDE Il
K. lactis | ATCACGTGA H161-164 bp (AT >86%) HTNNTTTATGTTTCCGAAAATTAATAT |

Obr. 2. Usptadani konsenzualnich sekvenci centroecerevisiaea K. lactis Oblasti CDE jsou
znazorgny jako obdélniky, usdy representuji Useky DNA je spojujici. Motivy k@rzované v obou

kvasinkach jsou zvyraZny twnym pismem.

Na konzervované oblasti centromer se vazi proteaifgjich komplexy, které vysledn

tvori kompozici centromera/kinetochor. Usadani sekvence centromery do oblasti CDE bylo
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zjisteno i uC. glabrata ale nikoli nap. u kvasinelD. hanseniiY. lipolyticaneboC. albicans
(Dujon et al, 2004; Sanyagt al, 2004).

Vzhledem k tomu, Ze kvasink& rouxii je blizce pibuzna drubm S. cerevisiaea K.
lactis, 1ze usuzovat, Ze sekvence jejich centromer bid®lond usp@dani centromegthto
dvou druli. CentromeryZ. rouxii zatim identifikovany nebyly, a neexistovaly tedgi a
centromerové plasmidy prd. rouxii. Identifikace centromeE. rouxii a jejich vyuZziti pro

konstrukci plasmid bylo jednim z cii prekladané prace.
2.3.3. Techniky cilené delece gérv kvasinkach

MoZnost cilené delece gem kvasinkové biice je zdsadni pro pochopeni jejich funkce.
V kvasinceS. cerevisiadze provadt delece progednictvim homologni rekombinace, kterd
zde probiha s vysokou frekvenci. Postuptdpov gripraw konstruktu skladajiciho se z seku
DNA nachéazejiciho setpd genem wenym k deleci, selékiho genu a useku DNA
nachazejiciho se za genentanmym k deleci. Timto linearnim konstruktem je tfansmiovana
buika, ve které dojde k rekombinaci mezi homologniseky konstruktu a chromosomu tak,
Zze se cilovy gen nahradi salekn genem. US. cerevisiage pro cilenou rekombinaci
zapotebi, aby homologni Useky byly miniméli35 - 45 bp dlouhé. Konstrukty, takzvané
deleni kazety, je tak moznaipravovat progednictvim polymerasoviettzove reakce (PCR,
polymerase _lbain leaction) - seledi gen je namnoZen za vyuZziti oligonukledtid
obsahujicich na svém 5'-konci cca 40 bp sekvertitickou k sekvenci nachazejici se vlevo
nebo vpravo od genu teného k deleci. N&astji pouzivanymi seleénimi geny pro delece
gemi v kvasinkach jsolkanMX (Guldeneret al, 1996), satl (Reusset al, 2004) nebo
auxotrofni seleéni geny - v pipadech, kdy kmen, ve kterém se uskitge delece, méa
piisluSsnou auxotrofni mutaci. Kramdelece je moZno stejnym idgobem pipravit tzv.
disrupci, tj. geruSeni sekvence cilového genu vioZzenim galbk genu.

Jelikoz je v kvasinkactiasto teba ipravit kmen s #kolika delecemi (nap vyradit z
funkce celou genovou rodinu), byly vytemy systémy, které umddji vyS€peni
integrovaného selékiho genu z chromosomu a jehcitmyné vyuZiti pro deleci jiného genu.
Princip sp@iva v tom, Ze se na okraje salekho genu v delmi kazet pripoji sekvence v
podolg primych repetic, mezi kterymi dojde po integraci kszéo genomu k rekombinaci,

kterd zmisobi vySEépeni sele&niho genu z mista delece. Selekgen je pak mozno pouzit ve
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stejném kmeni pro deleci jiného genu. Takovy postuziva nap. rekombinani systéncre-
loxP bakteriofagal. Deleni kazeta je fipravena tak, Ze seléhki genkanMX obsahuje na
svych okrajich 34 bp dlouh&imé repeticdoxP (Guldeneret al, 1996; obr. 3).

) BT BN

Obr 3. Deleni kazetdoxP-kanMX-loxP Prazdné obdélniky zakéené Sipkou znd Gseky homologni

se sekvenci nachazejici sieg resp. za cilovym genemeanym k delecigernou barvou vypkné
¢tverce symbolizuji sekvendexP, Sed& zbarveny obdélnik znazarje selekni genkanMX Upraveno
podle Giildeneet al. (1996).

Po integraci kazetyoxP-kanMX-loxP do genomu se fjpraveny deléni mutant
transformuje episomalnim plasmidem exprimujicimorakinasucre, ktera katalyzuje mistn
specifickou rekombinaci mezi mistgxP, ¢imz dojde k vy3ipeni genukanMX a jedné z
repeticloxP. Na mist delece pakistane jedna kopie sekvenioxP. Exprese genare byva
obvykle pod kontrolou regulovatelného promotdsdL, buiky je tedy teba pro expresi
rekombinasy kultivovat s galaktosou jako zdrojenikuh Pro dalSi vyuZziti pro cilenou deleci
prostednictvim kazetyoxP-kanMX-loxHe plasmid z kmene odién ristem transformanta za
neselektivnich podminek.

Obdobr Ize napiklad vyuZzit pro konstrukci opakovatélrpouzitelnych dekénich
kazet repeticéhisG z histidinového operonu bakterigalmonella(Alani et al, 1987) nebo
systému vyuZzivajiciho rekombinaBuP a mista FRT plasmidu 2u (Storgtial, 1999).

Metoda cilené delece gemrostednictvim homologni rekombinace byla jiz vyuzita
nejenom \S. cerevisiaeale i v dalSich druzich kvasinekéleré kvasinky, napK. lactis Y.
lipolytica nebo rodCandidavSak nemaji frekvenci homologni rekombinace takokgsi jako
S. cerevisiaga pro cilenou deleci je zapebi pouzit dekni kazety obsahuijici ighkolik set bp
dlouhé homologni Useky (Fickeet al, 2003; Kooistraet al, 2004; Sanglaret al, 1997).
Takové konstrukty pak neni moZntigravit pouze PCR, ale pro jejich konstrukci je atpbi
n¢kolika kroki zahrnujicich krort PCR je&t restrikci a ligaci.

(nekolik set bp) useky homologni k oblastem DNA obgation cilové geny z funkce U&gns
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vyfazeny gkteré geny, nap ZrSOD2 (Watanabeet al, 1995) nebaZrHOG1 (lwaki et al,
1999); jednalo se vSak pouze fiuseni gein (disrupce), nikoli delece celych derExistuje
téz prace popisujici deleci geirfFPS1 prostednictvim deléni kazety namnoZzené PCR,
vyuZivajici selekniho genukanMX (Tanget al, 2005). Tyto prace dokladaji, Ze frekvence
homologni rekombinace Z. rouxii je natolik vysoka, ze ji je mozno vyuzit k cilenglelecim
geni; nefedstavily vSak nastroj umnijici vicenasobné delece. Ani jedna z disrupcifdele
nebyla provedena ve kmeni s genetickym pozadim TBZ, ktery je typovym kmenerd.
rouxii, a jehoz kompletni sekvence genomu bude v brzké derejné¢ pristupna. Vytvait

systém pro cilené vicenasobné delecé genr rouxii bylo jednim z cil této prace.

2.4. Hemiascomycetes - modelova skupina pro studium evoluce

eukaryotického genomu

Kvasinky tidy Hemiascomycetesdo které pat naprosta #tSina znamych
kvasinkovych druf véetré Z. rouxii, se od picné se dlici kvasinky S. pombeevoluwné
odclily asi pred 350 miliony az 1000 miliony lety. Evaini zakér této ¥idy je svou
rozsahlosti srovnatelny s kmenem struagfdujon et al, 2004; Dujon, 2005). Tento Siroky
evolwni zakEr spolu s porérné malym a kompaktnim genomem ve srovnani s ostatnimi
eukaryoty a moznosti studia prigestnictvim celé Skaly molekul&fbiologickych metod &a
z kvasinek itidy Hemiascomyceteskupinu idealni pro studium evoluce eukaryotického
genomu. A pra¥ studiem mechanisinpisobicich v pibéhu evoluce tétortdy se zabyva

mezinarodni projekt Génolevures.
2.4.1. Projekt Génolevures

Projekt Génolevures (géne — francouzsky gen, &ewurfrancouzsky kvasinka) byl
zahajen v roce 1998 ve Francii (http://cbi.labiGEnolevures). Smyslem projektu je
systematicky sekvenovat genomyftibuznych drub kvasinek paicich do tidy
Hemiascomycetesa srovnanim sekvenci a strukturni a fimk analyzou geinh ziskat
informace, jeZ pomohou objasnit mechanismy mobgkiilevoluce eukaryotického genomu.

Sekvenovani genoimprobih& v centru Génoscope pobliZiBa (http://www.cns.fr; Dujoret
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al., 2004). Jednim z partrieprojektu je i laboratio Génétique moléculaire, génomique et
microbiologie, kde byla&sti vypracovana tato dizettd prace.

Projekt Génolevures se v s@sné dob nachazi jiz ve svérdti etag. Prvni etapa,
Génolevures 1(Feldmann, 2000), trvala od roku 1998 do roku 2fiBastnilo se ji dest
francouzskych laboratb a tykala secasténé sekvenace a analyzy genomiinacti druhi
kvasinek, mezi nimi Z. rouxii, paticich spolu sS. cerevisia€lo t#idy Hemiascomycetes

Roku 2001 byl pak zahjetilety projekt Génolevures 2(trval do roku 2004), na
kterém spolupracovalo jizihact francouzskych labordfp a ktery se zabyval kompletni
sekvenaci a analyzou genbrikvasinekC. glabratg K. lactis D. hanseniia Y. lipolytica
zastup@ jednotlivych tvi fylogenetického stromu sestaveného na zéklddstupnych
sekvenci genoikvasinek tidy Hemiascomycetd®br. 4).

C. glabrata byla vybrana jako lidsky patogen a protoze, jakkGlandida je
fylogeneticky pibuzrejSi kvasinceS. cerevisiagez diploidni kvasinc€. albicans K. lactis
je pumyslova kvasinka, ktera jiz byla zardviepredmétemrady genetickych studii. Kvasinka
D. hansenii byla vybrana jako zastupce halotolerantniho drytilbbuznéhoC. albicans Y.
lipolytica, kterd jiz také bylaigdmétemiady genetickych studii, je ostatnim ditahpongrné
fylogeneticky vzdalena, zato sdili sp@ié vlastnosti s vlaknitymi houbami. Z hlediska
evolwni studie byl velmi dlezity ten fakt, Ze tytaityfi kvasinkové druhy maji rozdilné
mechanismy pohlavniho cyKlY.. lipolyticamd tzv. haplo-diploidni cyklus (t.j. vyskytuje se
stejre ¢asto v haploidni jako v diploidni fazi), zatimBo hanseniije homothallicka kvasinka
s pouze haploidnim cyklem. Oba druhy maji pouzeneparovaci (MAT) lokus, kdeztG.
glabrata a K. lactis maji MAT lokusy dva, podolinjako S. cerevisiaeU C. glabrataneni
znam pohlavni cyklusK. lactis je heterothallickd kvasinka $qvazi haploidnim cyklem
v kontrastu kS. cerevisiag kterd je druhem pseudo-heterothallickym, ve kterdochazi
k prepinani parovaciho typu. U vSeétyi druhi byl sekvenovan genom haploidniho kmene
(Dujon et al, 2004).
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Chptococals negfovnans (4 species)

Obr. 4. Schematické znaza¥ni fylogenetické fibuznosti gkterych kvasinekitdy Hemiascomycetes
Zvyrazreny jsou kvasinky studované v projektu Génolevurera ilustraci je znazoéna i gribuznost
s nekterymi dalSimi kvasinkami a vlaknitymi houbami, tif@imi do jinych taxof (upraveno dle
http://cbi.labri.fr/Genolevures).

Rozsahla analyza nukleotidovych a proteinovych eekiv vedla k ziskani velkého
souboru informaci o stupni zachovani synteny @chovani ptadi gemi na chromosomu)
mezi jednotlivymi druhy, o genové redundanci a #f€c Transl&ni produkty
identifikovanych ge@ byly spolu s proteinyS. cerevisiaeroztiidény do rodin, které tak
utvorily zaklad pro mezidruhovou srovnavaci analyzu. dhalila, Ze ke speciaci uvhit

studovaného vzorku dochazelo Zespini nékolika raiznych molekularnich mechanigpkteré
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vedly ke ztrat gerni ¢i naopak k ziskani gémovych. Ukazalo se, Ze velmi podstatnou roli ve
speciaci hraji duplikace. Teorie tzv. celkové dkgte genomu (whole genome duplication),
ktera redpoklada zdvojeni celého genonitegka roduSaccharomycea naslednou masivni
ztratu redundantnich génv jeho potomcich, byla publikovana jiz v roce 19Q¥olfe a
Shields, 1997). Projekt Génolevures 2 ukazal, #®eeu duplikaci genomu praéthl i predek
kvasinky C. glabrata (Dujon et al, 2004). Ztrata redundantnich gerfunkéni specializace
jedné ze dvou genovych kopii a rozsahl@sgupovani genomu, které néasledovalo po
celkovém zdvojeni, byly hybnou silou speciace. Takéstatnich druih analyzovanych v
projektu Génolevures, které celkovou duplikaci ganove své evokni historii neprodlaly,
piestavovalyéast&né duplikace tlezity speci&ni mechanismus (Dujoat al, 2004; Dujon,
2006). Jednalo se o zdvojeiizr¢ dlouhych Usek DNA. Pri tzv. segmentalnich duplikacich
dochazelo ke zdvojeni dlouhych U8dBRNA (40 - 650 kb). Takovéto udalosti vSaiepre v
evoluci kvasinkovych genoinnastaly jen vzaen Naopak vyznénou ulohu v evoluci
kvasinek ndly a maji duplikace jednotlivych génzprostedkované nagklad transpozony
(Schachereet al, 2004). DalSim typem identifikovanych duplkéch mechanisfjsou tzv.
tandemové duplikace. fiPnich dochazelo ke zdvojeni UselDNA obsahujicich &kolik
(nejéastji 2 - 3) sousedicich génNagiklad kvasinkaD. hanseniivykazuje zn&né mnoZzstvi
takovychto zdvojeni (Dujon, 2006). Popsané duglikamechanismy vys¥luji pomgrné
rozsahlou redundanci giémozorovanou v kvasinkach. V mensiienge na evoluci kvasinek
podilely i dalSi mechanismy @pobujici vznik get de novojako jsou alternativni segt (v
mensi mie z toho dvodu, Ze v kvasinkovych genomech se introny vygkyitidka; Bonet
al., 2003) nebo horizontalni transfer, hrajici rolisgpv evoluci bakterialnich driai{Dujon et
al., 2004).

Kvasinky tidy Hemiascomycetednes pedstavuji taxon s nejvysSimdtem znamych
genoni.. Tento vysoky péet umouje stale dokonalejSi porozénmi mechanisiiim speciace
eukaryot. Informace ziskané z projektu Génolevutesud vedly k publikovani cel&ady
evolwnich studii (http://cbi.labri.fr/Genolevures/puldimns.php; nap Dujon et al, 2004,
Dujon, 2005, 2006; Shermaat al, 2006). V sotiasné dob probiha za fispeni celkem 15
laboratdi z Francie a Belgie dalSi etapa projekBénolevures 3 Ten se zabyva kompletni
sekvenaci a analyzou genbrikvasinekZ. rouxii, Saccharomyces kluyverKluyveromyces

thermotoleransa K. lactis Tyto druhy byly vybrany pro analyzu z hlediska gwozice ve
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fylogenetickém stromu, ktera je evohd zajimava — jsou si blizcetfipuzné (gkdy se
oznauji jako skupinaKluyveromyces a ve své historii dle dosavadnich zjstneprodlaly
celkovou duplikaci genomu. Genom kvasinky lactis byl jiz sekvenovan v projektu
Génolevures 2, nicménanotace genomu nebyly kompletni a pouzith metodsicn
nevyhovovala pdebam projektu Génolevures 3.

Anotaci se rozumi odhadnuti funkce Useku DNA pqdle sekvence, jde tedy o
predikci geri (jak strukturnich, tj. kodujicich mRNA, tak i gerkodujicich ostatni druhy
RNA), pseudogei (UsekKi DNA, které maji vysokou homologii s futikim genem, ale samy
nejsou pepisovany), mobilnich genetickych elemefnag. transpozof) a dalSich funénich
oblasti DNA (nap. centromer, telomer, replikaich pa@étki). Predikce strukturnich gérse
provadi identifikaci ORE, tj. Useki DNA ohran&enych inici&nim a termin&nim kodonem,
které pravépodobrgé vysledrg koduji proteiny. Anotaci se rozumi téZ odhadnuihkice
kodovaného proteinu, které se provadi na zéktadpoznani homologie se znamymi proteiny
jinych, pribuznych organisin

Nawit se potebné metody a podilet se na rgp@w DNA Z. rouxii pro sekvenaci a
na naslednych anotacich genorsechctyt kvasinek zahrnutych do projektu Génolevures 3

bylo jednim z cii této dizertani prace.
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3. Cile prace

Cilem této dizerténi prace bylo finést vice poznatk 0 nekonvedni kvasinceZ.
rouxii, a to hlave z hlediska jejich osmotolerantnich vliastnosti¢iDdlle je moZno shrnout do
neékolika bodi:

1) vytvorit soubor nastr@j genového inZenyrstvi pro genové manipulacg. wouxii, a

rozstit tak moznosti studia této kvasinky:

a. pripravit systém skladajici se ziané transformeéni techniky, fiznych auxotrofnich
mutanfi a specifickych episomalnich a centromerovych pidsnpro Z. rouxii s

raiznymi seleknimi geny;

b. vytvorit systém pro vicenasobnou deleci @emZ. rouxii pomoci opakovatetn
pouzitelnych delénich kazet;

C. OWiit vyuziti GFP pro lokalizaci proteinv Z. rouxii a zkonstruovat plasmid pro

expresi fuznich proteins GFP VZ. rouxii;
d. zjistit moznost vyuziti promotor8cGAL1pro regulovanou expresi gem Z. rouxii,

2) charakterizovat kvasink&. rouxii z hlediska specifickych vlastnosti, tj. hl&vieji

vysoké osmotolerance:

a. porovnat vlastnosti dvou ngsgji studovanych divokych kmén(CBS 732 a
ATCC 42981) tykajici se osmotolerance;

b. studovat N&H-transportni proteiny, které hraji v kvasinkachileditou roli

prevazré za osmotického stresutgmbeného ionty soli:

i. vdatabazich vyhledat sekvence kvasinkovych ugeédujicich proteiny

homologni kSd\Nhalp,Sd\Nhx1p aSKhalp a tyto sekvence analyzovat;

ii. prostednictvim vytvdeného souboru nastfogenového inZzenyrstvi studovat

funkci Na/H -transportnich protefnZ. rouxii piimo v této kvasince;

3) podilet se v ramci projektu Génolevures 3 na pwwsekvenace a naslednych anotacich

genomuZ. rouxii.
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4. Material a metody

4.1. Material

V této praci byly pouzivany chemikélie nejvysSistippnécistoty kézné uzivané v
molekularni biologii od firem Sigma, Serva a Laclermivod mérk znamych chemikalii je
uveden v jednotlivych publikacich. Pouzivané enzymyly, pokud neni uvedeno jinak, od

firem Fermentas, New England Biolabs, Roche nebeiham.
4.1.1. Kmeny bakterii a kvasinek

Divoké kvasinkové kmeny:

Z. rouxii CBS 732*, ATCC 42981
S. cerevisia¢-L100,X1278b, S288c
S. kluyveriCBS 3082

K. lactisCLIB 210*

K. thermotoleran€BS 6340*

*kmeny studované v ramci projektu Génolevures 3

Mutantni kvasinkové kmeny:
Z. rouxiiMA11 (leuz Ushioet al, 1988),
UL4 (ura3; Pribylova, 2002)

S. cerevisiaeBW31 (MATa ade 2-1 canl-100 his3-11/15 leu2-3/112 mafpQd-1 ura3-1
nhall::LEU2 enald::HIS3::44; Kinclova-Zimmermannovét al, 2005),
FRJ1NMIATa ura2 trpl-4 Schachereet al, 2004),
W3031ANMATa ade 2-1 canl-100 his3-11/15 leu2-3/112 maip0-1 ura3-1,;
Walliset al, 1989)

Kmen bakterii:
E. coli XL1 — Blue SufE44 hscR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl lac F [proAB" lacl?
lacZAM15 Tn10(ter)])
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4.1.2. Kultivaéni pady

Pro gipravu médii byly pouzivany koma® pripravené srési od firmy Difco (USA).
Kultivace kvasinek probihala v médiich YP (1% yeadtact, 2% bacto pepton, zdroj uhliku v
textu), YPG (1% yeast extract, 2% bacto pepton,dgddkosa), YNB (0,17% yeast nitrogen
base without amino acids and NH2% glukosa, 0,1% zdroj dusiku), YNB-NKD,67% yeast
nitrogen base without amino acids nebo 0,17% yeifisigen base without amino acids and
NH;" a 0,5% (NH).SQi, 2% glukosa [pokud neni uveden jiny zdroj uhlikuRultivace
bakterii probihala v médiu LB (1% bacto tryptorg%.yeast extract, 1% NaCl, pH 7 nebo 2%
LB). Pevné jgdy byly pipravovany pidanim 2% agaru. Vifpad médii s pidavky soli byla
sul ptfidana pged autoklavovanim. Auxotrofni figlavky byly gidavany do média po
autoklavovani ze zasobnich rozio& koncentraci 5 mg/ml, které bylygdem sterilizovany
filtraci pres membranovy filtr Millex-GS (gmér péri 0,22um). Selektivni dy pro bakterie
byly pripravovany pidanim ampicilinu v kongné koncentraci 10Qg/ml do sterilniho média
ze zasobniho roztoku o koncentraci 25 mg/ml. Zaisairiok ampicilinu byl fipraven steji

jako zasobni roztoky auxotrofnichigavk.
4.1.3. Plasmidy
V préci byly pouzity tyto plasmidy:

YCplac33 (5,6 kbp, URA3, ScCEN4/ScARS1, Ampri) je podvojny episomalni
plasmid (Gietz a Sugino, 1988).

PSRT5 (12,8 kbp, SCLEU2 pSR1, Amg, ori) je podvojny episomalni plasmid
obsahujici celou sekvenci plasmidu pSR1 (Ustial, 1988).

pLU1 (8,2 kbp, SCURA3, ZrLEU2, ScCEN4/ScARS1, Ammri) je podvojny
centromerovy plasmid odvozeny z vektoru YCplaoB3ahujici Usek chromosomalni DNA ze
Z. rouxiizahrnujici gerZrLEUZ2 (Sychrova, 2001)

pFL34 (3,8 kbp,ScURA3 Amp, ori) je podvojny integrativni plasmid (Bonneaatl
al., 1991).
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PFL38 (4,6 kbp, SCURA3 ScCEN4/ScARSIAmMY, ori) je podvojny centromerovy
plasmid (Bonneausdt al, 1991).

pGRUL1 (5,8 kbp, SCURA3 GFP, 2u,Amg, ori) je podvojny episomalni plasmid
obsahujici sekvenci GFPi{ptupové&islo GenBank AJ249649).

pPMH1 (11,2 kbp,ScMPR1 ScURAS 2, Amg, ori) je podvojny episomalni plasmid
obsahujici geScMPR1(Takagiet al, 2000).

PNHA1-985 (8,8 kbp, SCNHA1 SCURA3 2u, Amgd, ori) je podvojny episomalni
plasmid odvozeny od YEp352 obsahujici @gaNHA1za viastnim promotorem (Kinclowt
al., 2001b).

PNHA1-985GFP (9,3 kbp, SCNHA1 GFP, SCURA3 2u, Amgd, ori) je podvojny
episomalni plasmid odvozeny od pGRUL obsahujici®EMHALlza vlastnim promotorem a
GFP (Kinclovéet al, 2001b).

pPSH47 (7,0 kbp,cre, SCURA3 ScCENG/SCARSAMP, ori) je podvojny centromerovy
plasmid obsahujici promot@ALla gencre (Guldeneret al, 1996).

pUG6 (4,0 kbp,kanMX Amp, ori) je podvojny plasmid obsahujici sekvetakP-
kanMX-loxP(Guldeneret al, 1996).

pZrSOD2-22 (8,3 kbp,ZrSOD2-22 SCURA3 2u, Amg, ori) je podvojny episomalni
plasmid odvozeny od YEp352 obsahujici g@80D2-22za promotorenScNHA1(Kinclova
et al, 2001a).

YCpCJ025 (5,6 kbp, ScCGAP1 GFP, ScCCEN6/ScARSIAMP, ori) je podvojny
episomalni plasmid obsahujici g&tGAP1pod kontrolou promotoriscGALla GFP (De
Craeneet al, 2001).

4.2. Metody

Tato kapitola je shrnutim metod, pouzitych autorkaéto praci. Pokud byla konkrétni

metoda popsana \které z publikaci, které jsou ststi této prace, je pouze stnd nastign
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jeji princip a uveden odkaz naigluSnou publikaci. Detaithjsou popsany pouze metody
neuvedené v publikacich 1-7.

4.2.1. Mikrobiologické metody

Kultivace a uchovavani kultur

Kmeny kvasinek byly kultivovanyipteplo& 30 °C v tekutém meédiu v Blkach nebo
na pevném meédiu na Petriho miskach. Dlouhédsd kmeny uchovavalyripteplot —80 °C
v 30% glycerolu. Kmeny n&ptované na pevnychugach se kratkod@buchovavaly p
teplo€ 4 °C. Kmeny bakterii byly kultivovanyipteplog 37 °C stejnym z@sobem jako

kvasinkové kmeny, dlouhodsise uchovéavaly také stejjako kvasinkové kmeny.

Sledovanidstu burk v médiu

Ristové kivky byly méreny Ehem istu kultur v tekutém médiu. Kultury byly
zaa’kovany do stejné Ofgp z predem nagstovaného inokula a kultivovany za stalétepéni
pii 30 °C. Rist byl sledovan wtenim OD i 600 nm. Konkrétni postup (objem kultur,
pocateini OD, doba kultivace) je popsan v jednotlivych lkdrich (nap. publikaces. 5).

Pro charakterizaci fenotypu kmeiyly pouzivany kapkové testy. Byl sledovaistr
kapek bug¢nych suspenzi na pevném médiu (postup viz publikabe

Mikroskopie kvasinek

Pro fotodokumentaci kvasinkovych kiknbyla pouzita kamera Sony Progressive
3CCD, a to jako sat@st mikroskopu Olympus AX70. Pro mikroskopii kknnesoucich
proteiny zndené GFP byl pouzit filtr U-MWB.

Stanoveni tolerance k solim
Tolerance kvasinkovych bgk ke zvySené koncentraci soli byla testovana pomoci
kapkovych test na pevnych médiich YPG nebo YNB-NHBbsahujicich NaCl, KCI nebo LiCl.

Stanoveni pdu burek a susSiny biomasyfpadajici na 1 ml suspenze o @bl
Stanoveni p&u burgk a suSiny biomasy bylo provedeno v 1 ml expondngia
rostouci kultury, ktera doséahla @1 (viz publikace:. 5).
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Sledovani odolnosti bdenych sén kvasinek k lytickym enzym
Na buky v exponencialni faziastu bylo 20 min fisobeno Lyticasou Arthrobacter
luteus(Sigma) a Zymolyasou-100 T (Seikagaku America;puiblikacec. 6). Rezivani busk

bylo stanoveno vysevem na médium YPG.
4.2.2. Molekularré-biologické metody

Manipulace s DNA

Purifikace a precipitace DNA, restéiki S€peni, modifikace a ligace DNA in vitro
byly provagny podle standardnich laboratornich proték¢Sambrooket al, 1989). Pro
izolaci DNA z agarozového gelu byla pouzivana sau@iGENECLEAN Turbo (QBIOgene).

Konstukce plasmid

Plasmidy byly konstruovany resttiim S€penim a ligaci nebo homologni
rekombinaci vS. cerevisiagZaragoza, 2003). Postup konstrukce konkrétnicsmpidi je
popsan vzdy v jednotlivych publikacich. Zde je pops pouze konstrukce plasriid
pripravenych v ramci studia N4d™-antiportéfi Z. rouxii (viz kap. 5.3.2.). Sekvence

oligonukleotidi pouzitych pro PCR-amplifikaci klonovanych gesou uvedeny v tab. 1.

Plasmid YEp352ZrNHAL Gen ZrNHA1l byl namnozen progdnictvim PCR za
vyuziti oligonukleotidi pZrNHA1f a pZrNHALr a genomové DNA kmege rouxii CBS 732.
Fragment DNA namnoZeny technikou PCR byl vloZen rdonohokopiového plasmidu
pNHA1-985 (Kinclova et al, 2001b) za promotoiScNHAL prostednictvim homologni
rekombinace \5. cerevisiag¢ak, aby v plasmidu nahradil g&tNHAL

Plasmid pZEUZrSOD2-22 GenZrSOD2-22byl namnozen progtdnictvim PCR za
vyuziti oligonukleotidi ZSOSAC a ZSOSAC2 a plasmidu pZrSOD2-22 (Kincletaal,
2001a)jako templatu. Ziskany fragment bykgen restriknim enzymenSad, piecistén v

agarozovém gelu a vlozen do plasmidu pZEU do kesiifio misteSad.

Plasmid pZEUZrNHAL GenZrNHA1L byl namnoZen progtdnictvim PCR za vyuZiti
oligonukleotidh pZrNHA1f a pZrNHA1-2r a plasmidu YEp35ZrNHAL jako templatu.
Vysledny fragment byl vioZzen do mnohokopiového plahki pZEU ZrSOD2-22za promotor
ScNHAL prostednictvim homologni rekombinace 8. cerevisiaetak, aby nahradil gen
ZrSOD2-22
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Plasmid pGRU1ZrNHAL Gen ZrNHAL1 byl namnoZen progdnictvim PCR za
vyuziti oligonukleotidi pZrNHALf a pZrNHA1_GFPr a plasmidu YEp352NHA1 jako
templatu. Vysledny fragment byl vioZzen do mnohokegho vektoru pNHA1-985GFP
(Kinclova et al, 2001b) za promotoBcNHA1prostednictvim homologni rekombinaceS:
cerevisiagak, aby v plasmidu nahradil g&tNHA1

Oligonukleotidy pouZité v praci

Sekvence oligonukleotidpouzitych ke konstrukci plasmichebo delénich kazet jsou
uvedeny vzdy v konkrétni publikaci. Tab. 1 je semam sekvenci oligonukleotidoouzitych
pro kostrukci plasmitl s geny koédujicimi N#&H™-antiportéryZ. rouxii nebo pro konstrukci
kazet pro deleckthto gefi v Z. rouxii (kap. 5.3.2).

Tab. 1. Oligonukleotidy pouzité ke konstrukci plasmigbsahujicich genyrNHAL nebo
ZrSOD2-22nebo k delecigchto geri v Z. rouxii.

Oligonukleotid  Sekvence (5'-3")

pZrNHALf ttttttgtacattataaaaaaaaatcctgaacttagctagatattr TTGGGGTCAGCTGGA
pZrNHALr cagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgccaagcttgaalgtr CAGGTGGAACTTTCE

pZrNHA1-2r agcttgcatgcctgcaggtcgactctagaggatccctgyOr TCAGGTGGAACTTTCH

pZrNHA1_GFPr caaaattgggacaacaccagtgaataattctiea@at TTCAGGTGGAACTTTC

ZSOSAC gatagattcggaqtitttttttta**
ZSOSAC2 caggtgagdtmgactgggagaag**

i tcctettgatggtttggegtcagttggaagtcaccaaggcacatgtggtigecttggtatattctcatctater
SOD2-22kanf GTACGCTGCAGGTC

i catactacctaatcagcatggtccttaacaaacaatgctaagtcgtttggtagttctcticticgetttctgrrA
SOD2-22kanr TAGGCCGCTAGTGGA!
NHA1kanf ttattagataatggtttggggtcagctggaaccgacaaaagcccétafijgttgcatcggggtttictcatcga

CGTACGCTGCAGGTCG

NHA1Kkanr tataatccagttatttcaggtggaactttcttcctagggagtccttatitgtigtactgtttttggctcccgat GCA

TAGGCCGCTAGTGGA

*mala pismena, oblast homologni k promot&aNHA1nebo plasmidu YEp352, pZEU nebo pGRU1Z,;
kapitalky, oblast homologni ke geZuNHA1

** podtrzeno restrikni mistoSad

tmala pismena, oblast homologni k lokusu obsamujiajenZrSOD2-22neboZrNHAL; kapitalky,
oblast homologni k plasmidu pUGSE,
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Polymerasovéetezova reakc¢PCR)

Pro analytickou PCR byla pouzivana polymerasa (PP Master Mix, Top-BIO).
Pro poteby klonovéani byly pouzivany polymerasy s tzv. gfreading“ aktivitou, tj. schopné
opravy @ipadré chybreé zarazenych bazitppolymeraci: Pfx (Invitrogen), Pfu (Promega) nebo
smss polymerasy Taq (PPP Master Mix, Top-BIO) a I%1SQBIOgene). DNA byla
amplifikovana v pistroji Master Cycler 5330 (Eppendorf) nebo Mastyrcler Gradient
(Eppendorf).

Elektroforetick&4 analyza DNA

Pro BZnou elektroforetickou analyzu byla DNA migrovand % agarozovém gelu.
Pro analyzu karyotypu pulzni gelovou elektrofordPEGE, plse-feld gel dectrophoresis)
byla DNA izolovana v agarozovych kcich (1,2% Pulse-field certified agaroze, Bio-Rad
Laboratories) a migrovana v apat&io-Rad CHEF (viz publikace 5).

Sekvenovani DNA

Vzdy oba fetzce izolovanych fragmeit byly sekvenovany v automatickém
sekvenatoru ABI PRISM 3100 DNA za vyuziti BigDyerfrenator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems).

DNA-DNA hybridizace (Southern blot a chromoblot)

Prenos elektroforeticky roztené SEpené genomové DNA (Southern blot) nebo
chromosom rozdélenych PFGE (chromoblot) na nylonovou membranu aribizace s
digoxigeninem zngnou DNA-sondou byl prové&d podle standardnich protokalSambrook
et al, 1989) za pomoci soupravy DNA Labelling and DatecKit (Roche). Pouzité sondy

jsou uvedeny v publikad. 3.

Izolace DNA z buk

Plasmidova DNA z bakterii byly izolovana tzv. ,bieg“ metodou (Holmes a Quigley,
1981) nebo pomoci souprav GenEllftePlasmid Miniprep Kit (Sigma) nebo Plasmid Mini
Kit (Qiagen). Plasmidova a genomova DNA z kvasibgla izolovana postupem zaloZzenym
na rozbijeni bukk pomoci sklednych kulicek ve snisi fenolu a chloroformu (Hoffman a
Winston, 1987).
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Chromosomalni DNAZ. rouxii pro poteby analyzy karyotypu prasdnictvim PFGE
byla izolovana v agarozovych Blkdch, aby Bhem manipulace nedoSlo k poruSeni
chromoson. Bylo vyuZito protokolu popsaného pro izolaci DNPAkvasinkyS. cerevisiae
(Vezinhet et al, 1990), ktery byl modifikovan tak, Ze misto Zymady bylo na biky
ptisobeno Lyticasou (Sigma); viz publikateb.

Transformace kvasinek

Bunky S. cerevisiadyly transformovany elektroporaci za pouZzitisgroje GHT 1287-
B Jouan a elektrického pulzu 3.13 kV/cm, 24 miedPelektroporaci byly hikky rostouci v
bohatém médiu YPG do exponencialni fazstu (ODyo0 0,8) promyty vodou, inkubovany 15
min v roztoku 25 mM DTT, oft promyty a resuspendovany v elektrogoian pufru EB (10
mM Tris-HCI, 0,1 mM MgC}, 270 mM sacharosa, pH 7,5).

Transformaci bu¢k Z. rouxii popisuje publikace&. 1, kde je téZ uveden vysledny
protokol elektroporace, ktery vyuZiva stejnélispoje i parametrel. pulzu jako protokol pro
transformaciS. cerevisiaeV pribéhu dizerténi prace byl protokol uvedeny v publikaci 1
mirn¢ modifikovan - elektroporace byla prowdh za vyuZiti fistoje Eppendorf a
elektrického pulzu 9 kV/cm, 6 ms (viz publikate3). V konkrétni publikaci je vzdy uvedeno,
kterd varianta protokolu byla uzita k transformadodifikovana verze byla pouZita pro
elektroporaci bugk Z. rouxii i v kapitole 5.3.2. zabyvajici se studiem’N&-antiportéfi Z.

rouxii.

Delece gefi

Deleini kazety obsahujici modibxP-kanMX-loxPbyly namnozeny PCR a pouzity
k transformaci kmeinZ. rouxii. Po elektroporaci byly kiky inkubovany 2 hodiny v bohatém
médiu YPG, a poté vysety na selekmédium YPG + 10Qg/ml geneticin. Fenotyp mutant
byl owten kapkovymi testy, genotyp PCR. Seélek gen kanMX byl z genomu vy&pen
prostednictvim plasmidu obsahujiciho rekombinase (pZCRE, viz publikace. 4). Tato
metoda byla vyuZita pro delece gedrNHALl a ZrSOD2-22a pro gipravu auxotrofnich
mutanti Z. rouxii.

Oligonukleotidy pouzité k fipraw dele&nich kazet pro deleci auxotrofnich gea.
rouxii jsou uvedeny v publika¢i 4, pro deleci gahZrNHA1aZrSOD2-2 v tab. 1.
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Stanoveni ztraty plasmid burk a paitu jejich kopii

Postupy obou metod jsou popsany v publik&acB. Ztrata plasmiadl z burek byla
stanovena jako procento ki které po 24-hodinové kultivaci kultury v neselekich
podminkach ztratily plasmid. Pet kopii plasmid v buice byl nefen za vyuziti techniky
Southern blot hybridizaci &ené genomové DNA na membéase sondou proti sekvenci
piitomné jak v plasmidu, tak v chromosomu transfort@aa naslednou denzitometrickou

analyzou obrazu programefida 3.28 (Advanced Image Data Analyzer, Germany).
4.2.3. Biochemické metody

Stanoveni produkce glyceroluAkami
Mnozstvi glycerolu produkované ftkemi S. cerevisiaea Z. rouxii bylo stanoveno

prostednictvim soupravy Free Glycerol Determination (§igma); viz publikace. 5.
4.2.4. Metody pditacové analyzy sekvenci

Pro Znou potebu byly sekvence analyzovany pomoci prograbhasergene99
(DNASTAR Inc.) nebo Vector NTI (Invitrogen).

Pfi anotacich bylo vyuZivano softwarového programwingtého speciakh pro
potreby projektu Génolevures 3 (http://cbi.labri.fr/G&vures). Anoténi postup je popsan ve
vysledkovécasti (kap. 5.4.2.). Pro kvasinkové druhy byly pedably zkratky utvéené vzdy
z prvnich dvou pismen rodoveého a druhového jméfia; K. lactis Sakl,S. kluyver; Klth, K.
thermotoleransZyro, Z. rouxii; SaceS. cerevisiaeCagl,C. glabratg Yali, Y. lipolytica

Metody pouzité pro srovnani proteinovych a DNA \&ici antiportér kvasinek
homolognich KScNHA1 ScNHX1aScKHA1jsou uvedeny v publikaei 7.
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5. Vysledky a diskuze

Vysledky této dizerténi prace jsou shrnuty vé&yiech publikovanych pracich (kap.
5.1.1, 5.1.2,, 5.2.1. a 5.3.1.), dvou pracithafych do tisku (kap. 5.1.3. a 5.2.2.), jednom
rukopise odeslaném krecenzi (kap. 5.1.4.) a dvaldich kapitolach obsahujicich dosud
nepublikované vysledky (5.3.2. a 5.4.).

Kapitola Riprava nastrdj genoveho inZenyrstvi pid. rouxii se sklada celkem gyt
praci. Publikace&. 1: Efficient transformation of the osmotoleraetgt Zygosaccharomyces
rouxii by electroporation popisuje optimalizaci protokpho transformacZ. rouxii. Publikace
¢. 2: Expression of th8accharomyces cerevisiae MP&dne encoding N-acetyltransferase in
Zygosaccharomyces rouxiconfers resistance to L-azetidine-2-carboxylatgegiava o
moznosti vyuZiti genlScMPR1jako pomocného selékiho genu VvS. cerevisiaenebo Z.
rouxii. Publikace¢. 3: Characterisation oFygosaccharomyces rouxgentromeres and
construction of firs&Z. rouxii centromeric vectors popisuje identifikatyt a funkni analyzu
dvou centromerZ. rouxii a vyuZiti sekvence centromery pro konstrukci aengrového
plasmidu. Konéné¢ publikace ¢. 4. Development of tools for genetic manipulation
Zygosaccharomyces rouXe souhrnem metod pro manipulaci genodurouxii. popisuje
konstrukci tiznych auxotrofnich mutaintepisomalnich a centromerovych plasimgdtiznymi
seleknimi geny, metodu umaajici vicendsobné delece gen. rouxii a konstrukci vektoru
pro ukeni lokalizace proteinv Z. rouxii pomoci GFP.

Kapitolu Osmotolerantni vlastnos. rouxii tvori dw prace. Publikacec. 5
Osmoresistant yeasfygosaccharomyces rouxithe two most studied wild-type strains
(ATCC 2623 and ATCC 42981) differ in osmotolerarsc® glycerol metabolism se zabyva
srovnanim vlastnosti kme&rz. rouxii ATCC 2623 ¢ili CBS 732') a ATCC 42981 a informuje
hlavré o odliSnostech nalezenych v osmotoleranci a aatind produkci glycerolu. Publikace
¢. 6: Differences in osmotolerant and cell wall prdpes of twoZygosaccharomyces rouxii
strainsse zabyva porovnanim vlastnosti b&mych stn kmeri CBS 732 a ATCC 42981 v
souvislosti s jejich rozdilnou osmotoleranci a r&aje moznou souvislost osmotolerantnich
vlastnosti s flexibilitou buktné stny.

Dal3i kapitola pojednava o N&i*-transportnich proteinech. Jeji gasti je publikace

w

&. 7. Exploration of yeast alkali metal catiori/Hantiporters: Sequence and structure
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comparison, ktera je srovnavaci studii sekvenciHNaantiportéfi kvasinek homolognich s
NHAL NHX1aKHA1 S. cerevisiagPodkapitola ¥novana N&H-transportnim proteiim Z.
rouxii obsahuje dosud nepublikované vysledky popisujientifikaci nového gend. rouxii
CBS 732 kédujiciho druhy N&H*-antiportér ZrNHA1) a srovnani funkce ZrNhalp a jiz
znameéhaZrSod2-22p, ktery byl dosud studovan jen prednictvim heterologni expreseZv
rouxii i v S. cerevisiaeTyto vysledky budou zpracovany do rukopisu aaagk recenznimu
fizeni do konce letoSniho roku.

Posledni kapitola pojednava digraws DNA Z. rouxii CBS 732 k systematické
sekvenaci a o prvni fazi anotaci sekvenci gendétyi kvasinek zahrnutych do projektu
Génolevures 3. Tatéast bude publikovana po dokami anotace a analyzy vSectyt

kvasinkovych genoin
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5.1. Riprava nastroji genového inzenyrstvi prZ. rouxii

Poznani procésprobihajicich v kvasinc&. rouxii na molekularni trovni je dosud
velmi limitované, a to hlavhz divodu chyljiciho souboru metod pro genové manipulace v
této kvasince. Pro identifikaci a charakterizaang&. rouxii se doposud vyuzivalargvazre
jejich heterologni exprese 8. cerevisiaeZ. rouxii je nicmér zajimava pr& z hlediska
svych specifickych vlastnosti, které jsou prgwodobr zajiS€ny specifickymi geny.
Vzhledem k tomu, Ze izolace a studium specifickgelmi nemusi byt prostdnictvim jejich
exprese v heterolognim hostiteli umeédo jednoduSe z tohoutdodu, Ze v heterolognim
hostiteli bul’ nefunguji vibec nebo je jejich funkce odlisna, je pro identfika charakterizaci
specifickych gefi Z. rouxii esencialni moznost genovych manipula@np v této kvasince.

Soubor nastrdj umoziujici manipulovat s genovou vybavod. rouxii dosud
neexistoval. Zatim byly k dispozici pouze dva awafrti mutantni kmenyZ. rouxii UL4
(urad), derivat divokého kmene CBS 73gripraveny autorkou této dizetia prace v ramci
jeji diplomové prace (#bylova, 2002), aZ. rouxii MA11l (leu?), derivat divokého kmene
ATCC 42981 (Ushicet al, 1988). Jedinym dominantnim selekm genem vyuZitym dosud v
Z. rouxii byl kanMX Moznosti selekce transforméntak byly omezeny. Neexistovaly
specifické plasmidy proZ. rouxii s polylinkerem, ani jednoduchd &inna technika
transformace. Jedind publikovand metoda pro tramsfol Z. rouxii byla pracné technika
vyuZivajici protoplasi (Ushio et al, 1988). Nebyl k dispozici ani nastroj uniogici
vicenasobné delece, jakkoli jiz bylo znamo, Ze pilené delece \Z. rouxii Ize vyuZit
homologni rekombinaci (lwalet al, 1999; Tanget al, 2005; Watanabet al, 1995).

V této dizertani praci se nam poéid pripravit soubor nastréj pro genové
manipulace vZ. rouxii, zahrnujici dinnou a jednoduchou metodu transformace, moznost
exprese geh z centromerovych nebo episomalnich plasmia selekce transformant
prostednictvim fiznych sele&nich geri, systém pro vicenadsobné delece, a téZ moznost
zna&eni proteitd v buikach Z. rouxii pro ukeni jejich vnitrobutcné lokalizace. Vysledky

jsme zvéejnili (publikaceg. 1 - 3) nebo odeslali k recenznittimeni (publikace&. 4).
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5.1.1. Publikace ¢. 1: Efficient transformation of the osmotolerant yeast
Zygosaccharomyces rouxii by electroporation
Pribylova, L., Sychrova, H. (2003) Microbiol Method$5(2): 481 - 484

Prvnim krokem pro vytv@ni souboru néstrbjpro genové manipulace: rouxii bylo
optimalizovat metodu transformace. V gasné dob je jednou z nejjednodusSich a nejvice
pouzivanych metod transformace kvasinek elektraymord/ této praci jsme navazali na
vysledky ziskané v autéiné diplomové praci, ve které bylipraven kmenZ. rouxii UL4 s
mutaciura3 (Pribylova, 2002).

Vytvotili jsme jednoduchy protokol pro transformaci dvawstupnych mutantnich
kmeni Z. rouxii - UL4 (ura3) a MA11l (euz Ushioet al, 1988) elektroporaci. Zjistili jsme, ze
kmeny pro dinnou transformaci vyZaduji odliSné podminky inkebas latkami
rozvohujicimi buréény povrch. Na bikky kmene UL4 bylofieba ped aplikaci elektrického
pulzu pisobit krong DTT jese ionty Li*, (&kinnost transformace kmene MA11 s&spbenim
Li* naopak snizovala. Kmen UL4 téZ vyzadoval del3iudpbsobeni latek rozvaljicich

burng¢ny povrch nez kmen MA11.

Vzhledem k tomu, Ze typovym kmenefn rouxii je CBS 732, jehoz celkova sekvence
genomu bude v brzké débverejré¢ dostupna, bylo vyhodnéripravit nastroje genového
inZenyrstvi pro manipulaci DNA ve kmenech s gerkgtic pozadim CBS 732 Pro fpravu
nastrofi pro manipulaci DNAZ. rouxii byl proto v nasledujicich pracich vyuZzit hl&kmen
Z. rouxii UL4.
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5.1.2. Publikaceg. 2: Expression of theSaccharomyces cerevisiae MPR1 gene encoding N-
acetyltransferase in Zygosaccharomyces rouxii confers resistance to L-azetidine-2-
carboxylate

Pribylov4, L., Sychrova, H. (2006jolia Microbiol 51(3): 203 — 209

Pro selekci transformaint a pedevSim delnich mutani se f#i genovych
manipulacich kvasinek vyuzivaji dominantni seétdkgeny. Mezi nejrozgerejSi pati kanMX
jinym genetickym pozadim nez CBS 73granget al, 2005; Ushioet al, 1988). VyuZiti
kanMX pro selekci transformainta delénich mutani odvozenych od kmene CBS 738me
potvrdili v publikaci ¢. 4. Ri genovych manipulacich je vSak vyhodné mit vicezmosti
selekce, a tedy je Zadouciét$i vybsr dominantnich selekich ger.

Za &elem roz&eni moznosti dominantni selekceZy rouxii jsme zkoumali vyuziti
genu MPR1 kvasinky S. cerevisiaejako selekniho genu. ScMPR1 kédujici enzym
detoxifikujici analog prolinu (AZC), byl nalezen keneni S. cerevisiae&1278b (Shichiriet
al., 2001). Tento kmen je proto rezistentnifkgmnosti AZC v médiu. ¥Sina laboratornich
kmeni S. cerevisiadunkeni kopii genuScMPR1neobsahuje, a je kipomnosti AZC citliva.
Pokud exprimuji gerScMPR1 stanou se rezistentnimi. V databazi Génolevuregtdra
piedstavuje soubor sekvenci ziskany¢hdasténé sekvenaci genomzi. rouxii CBS 732,
jsme nenalezli zadny gen homolognSkMPR] dalo se tedy iigdpokladat, ze i hiky Z.
rouxii budou k AZC citlivé.

V této praci jsme potvrdili, Ze kilgy Z. rouxii jsou citlivé k gitomnosti AZC v
rastovém meédiu, ficemZ exprese genu z plasmidu j&nila rezistentnimi. Nicmé# pri
selekci transformantna zaklad jejich rezistence k AZC (tj. selékim médiem bylo médium
obsahujici AZC) dochazelo k vyskytu spontanezistentnich kolonii. GeEBcMPR1ze tedy v
Z. rouxii pouzit pouze jako pomocny setek gen, nikoli dominantni. Totéz jsme potvrdili pro

S. cerevisiae
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5.1.3. Publikace¢. 3: Characterization of Zygosaccharomyces rouxii centromeres and
construction of first Z. rouxii centromeric vectors

Pribylova, L., Straub, M.L., Sychrova, H., de Montigrd. (2007)Chromosome Rew tisku;
DOI 10.1007/s10577-007-1136-2)

Pro expresi ganv kvasinkach jsowasto pouzivany centromerové plasmidy, které
zajisti stabilni penaseni genu do dalSich generaci hostitele a j@oonmost v bitkach v max.
dvou kopiich. Takové plasmidy pi rouxii dosud neexistovaly. Pro expresi @jesice bylo
MoZno pouzit centromerové plasmiflycerevisiagprotoZze ARSS. cerevisiage rozeznavana
i replikacnim aparatenZ. rouxii, ale nebyla zajigha regulace piu kopii plasmidu v biice
ani jeho stabilni pomnozovani (Ushet al, 1988). Sekvence centromeZy rouxii dosud
nebyla znama.

Za elem konstrukce centromerovych plastnigro Z. rouxii jsme v této préaci
identifikovali a funking charakterizovali centromeg. rouxii. V databazi Génolevures 1 jsme
na zaklad homologie s oblastmi DNA blizceripuzné kvasinkyS. cerevisiaebsahujicimi
centromery identifikovali¢tyti fragmenty pedstavujici patfh centromeryZ. rouxii. Dva
fragmenty jsme vybrali pro fugtki analyzu. Usekyiedstavujici pravgpodobné centromery
jsme vlozili do plasmidu obsahujiciho pouze ARScerevisiaga funknost plasmid jsme
sledovali jak v biikach Z. rouxii, tak S. cerevisiaeProkazali jsme, Ze ¥. rouxii plasmidy
funguji jako centromerové, a fragmenty tak sknéepredstavuji centromery. Hybridizai
analyzou DNA-DNA (Southern blot) jsme zjistili, Z& jednd o centromery chromosgboih
resp. VII. Centromery jsme potvrdili jako drultospecifické - plasmid nesouci centromgru
rouxii nebyl rozpoznan jako centromerovysvcerevisia@ naopak.

Zjistili jsme, Ze centromery. rouxii maji obdobnou strukturu jako centromery blizce
piibuznych kvasinelS. cerevisiagmeboK. lactis - téZ jsou usp@dané do oblasti CDE |, Il a
[, pticemz Usek CDE IE. rouxii je delSi nez fislusny UselS. cerevisiaa kratSi nez CDE I
K. lactis Pra¥ rozdilna délka tohoto Useku patrn velkécasti ispiva k druhové specifigit
kvasinkovych centromer.

Vzhledem k sekvemi homologii pravépodobr predstavuji vSechnytyti fragmenty
identifikované v této praci centromed rouxii. Jejich sekvence byla odeslana do databaze

GenBank. Epravené plasmidyfedstavuji prvni centromerové plasmidyrouxii.
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5.1.4. Publikacet. 4: Tools for the genetic manipulation oZygosaccharomyces rouxii
Pribylov4, L., de Montigny, J., Sychrova, H.

odeslano k recenznintizeni do¢asopisUFEMS Yeast Res

Vytvoreni transforméniho protokolu, moznost vyuzitscMPR1jako pomocného
selekniho genu a ipprava centromerovych plasniidoredstavovaly rozgéni do té doby
limitovanych moznosti pro genové manipulaceZyv rouxii. V kvasinkach, a zvlastv
modelové kvasince. cerevisiagvSak nastrdj pro genové manipulace existuje céda.
Velmi ¢asto se najiklad pouzivaji pro expresi gérepisomalni plasmidy (s replikonem 2u),
které zajisti, Ze vnaSeny gen bude vikach stabilt pomnozZovan v ¢kolika kopiich (viz kap.
2.3.2.1.). Tyto plasmidy vSakZ. rouxii neni mozné pouzit, protoze replikdaparaf. rouxii
nerozeznava 2|Z. rouxii nicmérgé obsahuje prozeny plasmid pSR1, ktery je velmi podobny
2u, a ktery jiz byl vyuzit pro konstrukci plasniidqUshio et al, 1988); jednalo se vSak o
plasmidy neobsahujici polylinker, ktery by umozmiSeni gein

DalSi velmi uziténou technikou pro genové manipulace v kvasinkacimggnost
cilené delece gaénprostednictvim delénich kazet a homologni rekombinace (viz kap. 2.3.3.
homologni rekombinaci (lwaket al, 1999; Tanget al, 2005), nebyl vSak k dispozici nastroj
umoziujici vicenasobné delece. Ani jedna z disrupcifdelavic nebyla provedena ve kmeni
s genetickym pozadim CBS 732

Pro expresi genv kvasinkach je téZz vyhodné vyuZit regulovatelnymomotori
(jednim z nejastji pouzivanych regulovatelnych promoloje ScGAL) a zn&eni jejich
proteinovych produki pro ugeni jejich lokalizace v hikach (GFP; viz kap. 2.3.2.). Takové
moznosti praZ. rouxii zatim nebyly.

V této praci jsme proto metody pro genové manigeia rouxii rozsfili do té miry,
abychom ziskali soubor nastioumozujici jak expresi gehn z riznych plasmid, tak
vicenasobné delece denJelikoz jedinym dosud dostupnym auxotrofnim mtean
odvozenym od typového kmere rouxii CBS 732 byl kmenZ. rouxii UL4, rozsfili jsme
moznosti selekce o dalSi auxotrofni mutanty a pidgmbsahujici fislusné seleki geny.
Byly pfipraveny kmeny nesouctizné kombinace mutacira3, leu2 a ade2a zkonstruovany

specifické episomalni a centromerové plasmidyiznymi auxotrofnimi seleiimi geny

64



(SCURA3ZrLEUZ2 a ZrADE2) a polylinkerem. Pro konstrukci episomalnich plaknbyla na
zaklad dostupnych informaci o plasmidu pSR1 vyuzéast jeho sekvence zajifici
replikaci a stabilitu plasmid v buikdch. Sada centromerovych plasiidyla gipravena
odvozenim od centromerového plasmidu zkonstruovawatdmci publikacet. 3. Sekvence
pripravenych plasmitl byly odeslany do databaze GenBank. Byl vigvo systém pro
vicenasobnou deleci g&n Z. rouxii vyuzivajici opakovatethpouzitelné dekni kazetyloxP-
kanMX-loxP pripravené prosgednictvim PCR a plasmidu nesouciho rekombinasu Pro
umozréni lokalizace proteiln v buikach Z. rouxii byl zkonstruovan plasmid pZGFP. Byla
testovana funkce promotoBcGAL1v Z. rouxii— ukazalo se, Ze k expresi gguod kontrolou
tohoto promotoru dochazi Z. rouxiii pti rastu burk na glukose, a tento promotor tak neni
mozno pouZzit pro konstrukci plasnigro regulovatelnou expresi gen

Vytvorené metody jedstavuji soubor nastfojgenového inZenyrstvi vyuzitelny pro
genové manipulace kvasiniy rouxii, a tak vyznamé&rozsiuji moznosti studia specifickych

vlastnosti této kvasinky.
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5.2. Osmotolerantni vlastnostiZ. rouxii

Nejcastji studovanymi divokymi kmeny. rouxii jsou CBS 732a ATCC 42981. Jiz
z vysledk ziskanych v publikadl. 1 bylo patrné, Ze se tyto kmeny ve svych vlasaubslisi.
Bunky jejich derivati vyzadovaly jiné podminky pro rozvaini svych bugcnych povrcli
pied elektroporaci, coZz nazftvalo odliSné sloZenii strukturu bugénych sén. U rekolika
druhi kvasinek jiz bylo prokadzano, ze vlastnosti &tnych sén jsou provazany s vlastnostmi
osmotolerantnimi (viz kap. 2.1.2.). Ze se budostviasti osmotolerantni a vlastnosti bémé
sttny obou kmef Z. rouxii navzdjem ovliiovat, nazn&val jiz fakt, Zze k jejich usgne
elektroporaci bylo zaptgbi buiky kultivovat za mirného solného stresu (itgmnosti 300
mM NacCl; viz publikace. 1).

Rozhodli jsme se proto tyto dva divoké kmeny poady a to hlavé z hlediska jejich
vlastnosti tykajicich se osmotolerance adagich stén. Zjistili jsme vyznamné rozdily v
toleranci k solim, produkci a asimilaci glycerotlipZeni busénych sén, karyotypu. Ziskané

vysledky jsme zviejnili ve védeckych¢asopisech (publikace 5 a 6).
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5.2.1. Publikace¢. 5: Osmoresistant yeastZygosaccharomyces rouxii: the two most
studied wild-type strains (ATCC 2623 and ATCC 4298 differ in osmotolerance and
glycerol metabolism

Pribylov4, L., de Montigny, J., Sychrova, H. (200/@ast24(3): 171-180

Buitky kmenrii Z. rouxii ATCC 2623 (. CBS 739 a ATCC 42981 byly porovnany z
hlediska svych morfologickych, fyziologickych a gemovych viastnosti. Kmen ATCC 42981
vykazoval vy$$i toleranci k solim, vy3si produkisicgrolu a na rozdil od kmene CBS 732
byl schopen asimilovat glycerol. Za podminek osok@tho stresu produkovaly oba kmeay
rouxii vyrazré meér¢ glycerolu nezZS. cerevisiaecoz by nazngmvalo Fitomnost penasée
aktivre transportujiciho uniknuvsi glycerol &pdo buiky nebo schopnost efektivrzadrzet
produkovany glycerol v hice, jak tomu jiZ bylo navrzeno v préci van i al. (1990).
Rozdily byly nalezeny téZ v v karyotypu - kmen AT@2981 obsahuje o jeden chromosom
vice a méa celkoyvétsi genom ne? CBS 732a dale v morfologii butk - buiky kmene CBS
732" jsou elipsoidni aZ protahlé a mensi nez ATCC 4298timco bitkky ATCC 42981 jsou
kulaté a ¥tSi, coZz naznauje odliSné vlastnosti badnych stn téchto kmerd.

Analyza mezigenovych sekvenci ptesinictvim PCR potvrdila, Ze se igs zjiséné
rozdily jedna o kmen¥. rouxii. Nedavno byla zwejnéna hypotéza, Zze kmen ATCC 42981 je
ve skuteénosti Zejm¢ kmenem hybridnim - tedy vznikl pragabdobré slowenim genomu
kmene Z. rouxii a jiného kmeneZygosaccharomycegJameset al, 2005). Tomu by
odpovidaly i nami zjigné rozdily kmet v karyotypu a fakt, Ze ve kmeni ATCC 42981 jsou
¢asto nalézany geny ve dvou kopiich. Zaioye mozné, Ze schopnost kmene ATCC 42981
asimilovat glycerol je dsledkem pra¥ hybridniho fivodu. Resny givod kmene ATCC
42981 zbyva jeststanovit; nami provedena analyza PCR doklada,eimmg ATCC 42981
minimalné zéasti odpovida druhd. rouxi.

Schopnosti kmene ATCC 4298ist v giitomnosti vysSi koncentrace soli nez CBS 732
nebo produkovat vice glycerolu mohou byt dany pitawm, Ze kmen ATCC 42981 obsahuje
geny podilejici se na osmotoleranci (he&OD HOG, GPD; viz kap. 2.2.) ve dvou kopiich.
Jeho vysoka tolerance k solim v médiu prameni patrioho, Ze se jedna o izolat z tradi
japonské slané kenici sndsi zvané miso; kmen CBS 73yl naopak izolovan z vinného
mostu, tedy z pro&di, kde vysokou osmolaritu &gobuji cukry, nikoli sole, a nema tedy

natolik (&inné systémy umdibijici rast v gitomnosti soli.
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5.2.2. Publikace ¢. 6: Differences in osmotolerant and cell wall proprties of two
Zygosaccharomyces rouxii strains

Pribylova, L., Farkas, V., Slaninova, I., de Montigdy, Sychrova, H. (200Rolia Microbiol
(v tisku)

Na zaklad rozdilnych vlastnosti batinych povrcti kmerii CBS 732 a ATCC 42981
zjisttnych v publikaci ¢. 1 (odlisné podminky pro rozvaini buré¢nych stn pred
elektroporaci) a publikaai. 5 (rozdily v morfologii) jsme se rozhodli poroensiozeni a
strukturu bug¢nych sén obou kmefi. Fakt, ze k Gsggné elektroporaci kmérodvozenych od
CBS 732 a ATCC 42981 bylo zapiwhi buiky kultivovat za mirného solného stresu (v
piitomnosti 300 mM NaCl; viz publikac&. 1), nazn&oval, Zze se budou vlastnosti
osmotolerantni a vlastnosti bismé stny obou kmefi Z. rouxii navzdjem ovliiovat, jak jiz
bylo prokazano u dkolika druhi kvasinek (viz kap. 2.1.2.). U obou kniefsme proto
sledovali vliv osmotického stresu na sloZeni, odstra strukturu busné seny.

U burgk jsme sledovali rezistenci k enzym lyzujicim bugénou sténu (Lyticasa,
Zymolyasa), obsah polymertvoricich burc¢nou sénu a mikromorfologii bu&inych sen.
Vlastnosti jsme porovnali jak zéstu v nestresovych podminkach (bohaté médium YR(®),
v podminkach mirh zvySené osmolarity (YPG + 300 mM NaCl). Rozdilyezané mezi
kmeny naznauji, e butky mére osmotolerantniho kmene CBS 732naji rigidrsjsi
buréénou stnu nez biky osmotolerant§jSiho ATCC 42981, jejichz butina stna byla
dokonce mé# odolna k @isobeni lytickych enzyinnez séna burtk osmosenzitivni kvasinky
S. cerevisiaeElastEtejSi bureéna stna mize pravdpodobrji flexibiln &ji reagovat na zgny

osmotického tlaku, a takigpivat k vy3Si osmotoleranci kmene ATCC 42981.

68



5.3. Na/H-transportni proteiny

Na'/H*-transportni proteiny p#t mezi membranovéipnadée kationfi alkalickych
kova, které se podileji na iontové homeostaziky a tedy i na osmotoleranci (viz kap.
2.1.3.). Z tohoto @vodu jim v této praci byladnovana zvysena pozornost.

Abychom zjistili, jak jsou jednotlivé skupiny kvakovych grenaSeéu alkalickych
kova fylogeneticky konzervované, provedli jsme srovr@vanalyzu sekvenci kvasinkovych
pienasén homolognich KSd\halp,Sd\Nhx1p aS&Khalp. Vysledky jsme shrnuli do publikace
¢. 7 (kap. 5.3.1.).

Co se tyge Na/H'-transportnich proteinkvasinky Z. rouxii, zatim byl v typovém
kmeni Z. rouxii CBS 732 identifikovdn pouze {@na3eé s (zkou substratovou specifitou
(ZrSod2-22p, schopny eliminovat z cytoplasmy ionty Na.i*, ale nikoli K'; viz kap. 2.2.1.),
jehoz funkce byla zatim studovana pouze pealstictvim heterologni expreseSy cerevisiae
(Kinclova et al, 2001a, 2002). V jiném kmedi. rouxii (ATCC 42981) byly identifikovany
dva geny kadujici N#2H™-transportni proteinyZrSOD2a ZrSOD23, oba vykazujici vysoky
stupa podobnosti s gene@rSOD2-22 z nichz pouz&rSod2p byl popsan jako podilejici se
na eliminaci sodnych katioitz burek, ZrSOD22 ziejmé neni v biitkdch vibec gepisovan
(Iwaki et al, 1998; Watanabet al, 1995). VZ. rouxii tak dosud nebyl identifikovan Nad*-
transportni protein se specifitou pro transporseiaych kationt.

V této dizertani praci se ndm v genomu kmeiZe rouxii CBS 732 poddilo
identifikovat dosud neznamy gen kédujici transgdogrotein s primarni strukturou velmi
podobnou rodi# kvasinkovych N&H"-antiportéfi plasmatické membrany, ktery jsme nazvali
ZrNhalp. Protein jsme fudké charakterizovali (jak fimo v Z. rouxii, tak prostednictvim
heterologni exprese 8. cerevisiag a utili jej jako prenasé sodnych, lithnych a zaroie
draselnych katiorit Za pomoci nastrdj genového inZenyrstvi vyvinutych peb rouxii jsme
dale studovali i funkci N@H'-transportniho proteinZrSod2-22p gimo v této kvasince.

Funkce obou f&naseéu jsme porovnali. Tyto vysledky popisuje kap. 5.3.2
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5.3.1. Publikace¢. 7: Exploration of yeast alkali metal cation/H antiporters: Sequence
and structure comparison

Pribylova, L., Papouskova, K., Zgal, M., Souciet, J.-LSychrova, H. (2006folia Microbiol
51(5): 413 - 424

Pro zjis&ni vyznamu konkrétnich oblasti M *-antiportéi kvasinek pro jejich funkci
jsme ve véejr¢ dostupnych databazich obsahujicich algéspést€éné sekvence genam
patnacti fiznych kvasinek lokalizovali proteiny homologni k W4 -transportnim systéim
Sd\halp, SdNhx1lp a S&Khalp, a jejich sekvence porovnali na drovni DNAproteini.
Identifikovali jsme konzervované aminokyselinové/y ¢i celé motivy, které tak vypovidaji
o funknim vyznamu d&chto oblasti. Fylogenetickd analyzdibuznosti identifikovanych
prena3én s Na/H'-transportnimi proteiny ostatnich organismkazala, ze proteiny Nhx1
jsou gibuzné sa¥m a rostlinnym penaséim plasmatické membrany i vnitrobtgmych
membran, proteiny Khal jsou podobné bakterialnifengSéam a proteiny Nhal tuo
skupinu, jejiz pedstavitelé byly zatim identifikovany pouze v howupch organismech a
nedavno i v lidském genomu (Brettal, 2005).

Zajimavé bylo, Ze dva kvasinkové druh, lipolyticaa S. pombgobsahovaly hned
dva geny kodujici N#H™-antiportéry homologni KScNHAZ1 z nich pouzeSpsod2 byl
charakterizovany (Jiat al, 1992; Kinclovéet al, 2002). Kolegya Mgr. Klara Papouskova
identifikované antiportéry charakterizovala a #gstZe tyto kvasinky obsahuji kazda dva
Na'/H"-antiportéry lidici se substratovou specifitou ¢edransportujici pouze Na Li",
druhy grednostt K*, a také Naa Li"), které patra hraji rozdilné role v bustné fyziologii.
Ostatni kvasinky obsahovaly jen jeden gen kodyiienase Na'/H"; ve druzich, kde jiz byl
charakterizovan, plnil vzdy funkci transportéru el kationti (tj. Na', Li* i K*; Banuelos
et al, 2002; Kinclovéet al, 2002; Velkova a Sychrova, 2006). Bylavodné gedpokladat, zZe
i kvasinkaZ. rouxii, ve které byl dosud identifikovan pouziepaseé Na™ a Li* (ZrSod2-22p),
bude obsahovat antiportér typu N4’ rozeznavajici jako $y substrat K. Jelikoz penaseé
ZrSod2-22p byl dosud studovan pouze heterologni ekpr&. cerevisiagrozhodli jsme se
sledovat jeho funkciifimo v Z. rouxii. Zarover jsme vyuzili gistupu do zatim nevejné
databaze Geénolevures 3 obsahujici kompletni sekwggrmomu Z. rouxii pro vyhledani

moznych dalSich gérkddujicich penasee typu Na/H*. Ziskané vysledky shrnuje kap. 5.3.2.
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5.3.2. Charakterizace N&H™-transportnich proteini Z. rouxii

Autorce této dizertmi prace byl vzhledem k jejicasti na projektu Génolevures 3
umozrén pristup do databaze obsahujici dosud neanotovanorersgkgenomuZ. rouxii.
Tohoto gistupu jsme vyuzili a databazi prohledali ve snideatifikovat geny, které by mohly
predstavovat dosud neznaméemasee pafici do rodiny N&H'-transportnich protein
Identifikovali jsme gen, ktery jsme nazvairNHAL Funkci ZrNhalp jme studovali jak
heterologg v S. cerevisiagtak @gimo v Z. rouxii.

Déle jsme sledovali, jakou funkci mazv rouxii ZrSod2-22p. Tento N#&H'-
transportni protein byl totiz doposud studovan gopmstednictvim heterologni expreseSv
cerevisiag kde umoznil bitkdm postradajicim vlastni N&d*-antiportér a ATPasy Endist
v pritomnosti sodnych a lithnych ale nikoli draselnyaionti, a buiky jej exprimujici byly
schopny transportovat sodné, nikoli draselné kati¢wiz kap. 2.2.1.). Zajimalo nas, zda se i
v bunkachZ. rouxii ZrSod2-22p podili pouze na trasportu sodnych a lithrkationti, a ne na
trasportu katiorit draselnych, a dale zda existuji rozdily ve furikdélhalp aZrSod2-22p. Ke

studiu jsme vyuZili nastroje pro genové manipulAceouxii vytvorené v této praci.
5.3.2.1. Identifikace a izolac&rNHA1

V dosud neanotované databazi Génolevures 3 obsalkakvenci genomid. rouxii
CBS 732 jsme na zakladhomologie s genemirSOD2-22identifikovali gen kédujici patgn
prenade typu Na/H™, ktery jsme vzhledem k jeho podobnosBaNHAInazvaliZrNHAL

Gen ZrNHAL jsme izolovali prosednictvim PCR a vlozili do mnohokopiového
vektoru YEp352 za promotoScNHAL1 a gipravili tak plasmid YEp352ZrNHAL Pro
potvrzeni spravnosti izolované sekvence byl Usekrmldu obsahujici viozeny ge@mNHAL
sekvenovan. Sekvence nami izolovaného genu i jidokéného proteinu vykazovala mirné
rozdily oproti sekvenci nalezené v databazi. Jélixgla pro izolaci genu pouZzita polymerasa s
tzv. ,proofreading” aktivitou (tedy schopna opraytipadnou nukleotidovou zamu [
procesu polymerace), je rozdil v sekventitggnné v databazi a sekvence izolované mozno
vyswtlit tim, Ze klon kmene CBS 732ouzity pro izolaci genrNHAL nebyl totoZzny s
klonem CBS 732 pouZitym pro sekvenaci (Prof. Jacky de Montigngptmi sdleni). V
sekvenci DNA nami izolovaného genu bylo nalezerdimsaukleotidovych substitucityii z

nich vedly k zariné aminokyselinového zbytku v kdbdovaném proteinu (&R&& G, V694 za
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A, H806 za R a T938 za S, vitil®ha 10.1.). Proteinovou sekvenci nalezenou vidatigsme
spolu s proteinovou sekvenci nami izolovaného gparovnali se sekvencemirgnasSéu
ZrSod2-22 a ScNhalp a zjistili jsme, Ze vSechtyyi nalezené aminokyselinové zény se
nachazeji mimo transmembranové oblasti, v hydrofillC-konci. Vzhledem k tomu, Ze na
funkci prenadeéa Na'/H™ se podili hlavé oblast transmembranovych domén. ve kterych se
sekvence produktu nami izolovaného gene neliSirodyktu genu v databazi, 1z€init zawr,

Ze protein kodovany nami izolovanym gen@mNHAL by mel mit velmi podobné nebo i

totozné transportni vlastnosti jako protein vznigigpisem a fekladem sekvence v databazi.
5.3.2.2. Sekve#ni analyzaZrNhalp

Produkt nami izolovaného genzitNhalp, je tvéen 994 aminokyselinovymi zbytky
(viz Priloha 10.1.). Porovname-li jej s homolognifnSod2-22p é8d\halp, zjistime, Ze svou
délkou se proteirZrNhalp blizi spiSe proteinBd\Nhalp, tj. m4, stefnjako SdNhalp a na
rozdil odZrSod2-22p, powrné dlouhy C-konec (tab. 2 a vizibha 10.2.).

Tab. 2. Struktura penaseén ZrNhalp,ZrSod2-22p é&sd\halp podle modelu navrzeného @dNhalp
(Kinclovaet al, 2001b).

Antiportér P@et aminokyselinovych zbytk

Celkem N-konec TMS+sntky C-konec
ScNHAl 985 12 419 554
ZrS0OD2-22 806 11 418 377
ZrNHA1 994 11 419 564

TMS, transmembranova oblagafisnembrane sgment).

Srovname-li sekveéni identitu celkovych protein a sekvedtni identitu
konzervovanych transmembranovych oblasti antipirtéteré jsou kbové pro transportni
specifitu proteid, je ZrNhalp v obou fipadech podohisi spiSeSd\Nhalp neZZrSod2-22p
(tab. 3). Na zakladpozorované homologietimeme odhadnout, Ze proteinNhalp obsahuje,
stejré jako Sd\halp, kratky cytoplasmaticky N-konec, 12 transmembvych domén a
dlouhy cytoplasmaticky C-konec. Tyto vysledky naanely, Ze tento dosud neznamy

pienaseé by mohl v butkadchZ. rouxii plnit funkce obdobné funk@d\halp vS. cerevisiae
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Tab. 3. Sekverni identita (%) celych proteiftransmembranovych oblasti + stey antiportéi.

Antiportér Sd\halp ZrSod2-22p  ZrNhalp
ZrSod2-22p 45,6/76,6 - 47,5/76,6
ZrNhalp 52,6/79,5 47,5/76,6 -

K porovnani sekvenci byl pouzit program ¥edNTI (Invitrogen).

5.3.2.3. Heterologni expres&rNhalp vS. cerevisiae BW31

Abychom zjistili substratovou specifitu, transportvlastnosti a pravgbodobnou
funkci identifikovaného fenasée, byl izolovany gen iftomny v plasmidu YEp352 pod
kontrolou promotoruScNHAL heterologl exprimovan v bilkach kmeneS. cerevisiae
postradajiciho viastni systémy pro vystup kafioakkalickych kowi (kmen BW31,nhald
enal-4; Kinclova-Zimmermannovéet al, 2005). Takto bylo mozno porovnat vlastnosti
proteinu ZrNhalp s vlastnostmi ipnasét ZrSod2-22p a Sd\halp, které byly

charakterizovany za stejnych experimentélnich padkn(Kinclovaet al, 2002).
5.3.2.3.1. VlivZrNhalp na toleranciS. cerevisiae BW31 k solim v médiu

Tolerance bu¢kk BW31 exprimujiciciZzrNHAL ke zvySené koncentraci soli NaCl, KCI
a LiCl v médiu byla porovnana s toleranci BkirexprimujicichZrSOD2-22nebo ScNHA1
(pozitivni kontroly) a bu&k obsahujicich prazdny vektor (negativni kontrol@itomnost
funkéniho genasSée byla detekovana jako zvySeni tolerance, podndirschopnosti proteinu
eliminovat nadbyténé kationty z cytoplasmy. ProteftNhalp umoznil bikkam rist za vyssi
koncentrace vSechittestovanych soli, a je tedyemé schopen eliminovat z cytoplasmy
vdechny i typy kationti (Na', Li* i K*; obr. 5). Na médiu s NaCl nebo LiCl byla schopnost
proteini ZrNhalp aSd\halp eliminovat kationty srovnatelna, nejvySSetahci vykazovaly
buiky exprimujiciZrSod2-22p. Tyto vSak, na rozdil od BurexprimujicichZrNhalp nebo
Sd\halp, nebyly schopnyistu za vysSiho obsahu KCI (v souladu s jiz publémmi
vysledky; Kinclovaet al, 2002). NejvysSi tolerance ke KCI v médiu dosahouaiiky
exprimujiciSdNhalp.
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bez soli 1000 mM NaCl 1000 mM KCl1 20 mM LiCl

YEp352 ZrNHAI
YEp352 ZrSOD2-22
YEp352_ScNHAI
YEp352

Obr. 5. Rast burkk S. cerevisiaeBW31 exprimujicich #zné Fenasée na médiu YNB-NH

obsahujicim zvySené koncentraéenych soli.

5.3.2.3.2. Lokalizac&ZrNhalp v buikach S. cerevisae BW31

Abychom oviili, Ze ZrNhalp je penaSéem plasmatické membrany a ne
vnitroburgénych organel, byla na 3' konec gefWNHA1 pripojena sekvence GFP tak, aly p
expresi genu v hikach vznikl fazni protein. Toto bylo provedeno tdk, byl gen vlioZen do
plasmidu pGRU1 pod kontrolou promoto8cNHAL Bunky S. cerevisiagnesouci plasmid
pGRU1 ZrNHA1 pak obsahovaly fuzni protedrNhalp-GFP.

Bylo potvrzeno, Ze GFP neovlivnil aktivitu protain protoZe tolerance béik
exprimujicich fazni protein byla totozna s toleriaborek exprimujicich nezrigeny ZrNhalp.
LokalizaceZrNhalp-GFP v biikach rostoucich v médiu YNB-NHoez gidanych soli byla
zjistena fluorescetni mikroskopii. Obr. 6 ukazuje, Ze protein je lokavan pobliz bu&ného
povrchu, a nikoli v membranach vnitrokignych. Tento vysledek je potvrzenim, Ze protein
ZrNhalp je penaSéem plasmatické membrany.

Obr. 6. Lokalizace proteinu ZrNhalp

zn&eného GFP v hikachS. cerevisiae
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5.3.2.3.3. Vystup kationii z bunék S. cerevisiae BW31 exprimujicich ZrNHA1

Pro owreni, Zze zvySena tolerance k solim &urBW31 produkujicich fenasé
ZrNhalp, patrna z obr. 5, byla sk&né zpisobena exportem katiang burgk, jsme sledovali
vystup sodnych a draselnych katibre burek BW31 produkujicichZrNhalp. Funk&nost
proteinu byla porovnana s aktivitou druhého antgror Z. rouxii (ZrSod2-22p), majiciho
Uzkou substratovou specifitu, a protei@d\Nhalp kvasinkyS. cerevisiaetransportujiciho
z burek i draselné kationty. Rfeni vystupu a analyzu obsahu katioprovedla Mgr. Klara

Papouskova prastdnictvim metody plamenové atomove absoip spektrofotometrie

(Kinclovaet al, 2001b; obr. 7).
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Obr. 7. Vystup sodnych (A) a draselnych (B) katitort burgk S. cerevisiadBW31 produkujicich
rizné N&/H-antiportéry plasmatické membrany Buiky transformované YEp352 (negativni

kontrola), m buiiky produkujici SdNhalp, ¢ buiky produkujiciZrSod2-22p,A buiky produkujici
ZrNhalp.

Z obr. 7A je patrné, Ze v bBkach exprimujicich kterykoli z antiportnich protéin
dochazi kvyraznému exportu sodnych kafiofibbsah N& v buikach postup# klesd).
Aktivita ZrNhalp je pitom nizSi nez aktivita druhych dvourgmaSeéd, nejvySsSi aktivitu
vykazuje penaseé Sd\halp. NiZSi vystup sodnych katiént burgk exprimujicichZrSOD2-
22 nez z budk exprimujicichScNHAlje v souladu s jiz publikovanymi vysledky (Kinckbet

al., 2002).
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Z obr. 7B je patrné, Ze nepatrny vystup draselr§ationti z burgk byl nangren i v
piipact burgk exprimujicichZrSOD2-22 jehoZz produkt nerozpoznava' iako substrat, a z
burgk obsahujicich pouze prazdny plasmid YEp352. MgpdasSkova sestavila tabulku, ktera
ukazuje pimerny Ubytek draselnych katiainz burgk exprimujicich ézné genasée za dobu

meteni 120 min (tab. 4).

Tab. 4. Pramérna ztrata K z burgk S. cerevisiadW31 produkujicichzné antiportéry &hem 120

min.
Prenase Primérna ztrata K (nmol/mg suché vahy)
Zadny (YEp352) 96,63+ 2,54
Sd\halp 290,07+ 26,29
ZrSod2-22p 70,85+ 3,70
ZrNhalp 160,00+ 10,78

Tab. 4 dokazuje, Ze bky neobsahujici systém pro vystug Kobsahujici prazdny
plasmid YEp352 nebo exprimujiZzrSOD2-22 ztraci v ptibéhu 120 min piblizn¢ 70 — 100
nmol K'/mg suché vahy b@k. V tomto gripads se Zejmé na Ubytku K z burgk podileji
nezndmé nespecifické transportérynByexprimujiciZrNHAL exportuji za 120 minifblizné
1,7 az 2,3krat vice draselnych katibnez olg negativni kontroly. NejvysSi vystup draselnych
kationti byl v souladu s vysledky kapkovych tiestaméien u bugk exprimujicichScNHAL |
zdanliv pomaly vystup K z burgk nangieny u bugk obsahujicictZzrNhalp je ¥ejmg zcela
dostaujici pro umozani ristu burtk za gitomnosti vy3ich koncentraci’ K médiu (viz obr.
5).

Ziskané vysledky potvrzuji, Zze zvySena toleranggitbmnosti NaCl a KCI kmene
BW31 produkujicihoZrNhalp v porovnani s negativni kontrolou (obr. S5)dfma aktivnim
exportem sodnych resp. draselnych kafianburek S. cerevisiae

VySe uvedené vysledky ukazuji funkctepaSeéu exprimovanych heterolognv S.
cerevisiae Abychom zjistili, zda tyto proteiny zastavajizv rouxii stejné funkce, jako kdyz
jsou heterologh exprimovany \S. cerevisiaestudovali jsme podilipnaséa na halotoleranci

burgk Z. rouxii prostednictvim sledovani fenotypu detéch mutani.
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5.3.2.4. Delece genZrSOD2-22 a ZrNHAL1 v Z. rouxii

Ve kmeniZ. rouxii UL4 byly pomoci metody vyuzivajici deld kazetyloxP-kanMX-
loxP (viz publikace¢. 4) vytvaeny delece ganZrSOD2-22a/neboZrNHAL, a byly tak
piipraveny mutantni kmenyra3 Zrsod2-221::loxP (S2), ura3 Zrnhal4::loxP (N2) aura3
Zrsod2-221::loxP  Zrnhald::loxP (NS2). Pro ppravu delénich kazet byly vyuzity
oligonukleotidy SOD2-22kanf a SOD2-22kanr (pro del@rSOD2-22 a NHAlkanf a
NHAlkanr (pro deleciZrNHAL viz kap. 4.2.2. tab. 1). Delece derbyly owieny
prostednictvim PCR.

5.3.2.5. Vliv delecZrSOD2-22 a ZrNHA1 na halotoleranci bungk Z. rouxii

Podil genaseén ZrSod2-22p &rNhalp na halotoleranci bék Z. rouxii byl sledovan
prostednictvim @istu delénich mutani S2, N2 a NS2 zaiffomnosti soli NaCl a KCI (200 —
2000 mM) na bohatém meédiu YPG a na minimalnim méadNB-NH, s uracilem. Rst
mutanti v piitomnosti LiCl (10 — 60 mM) byl sledovan pouze néadiu YNB-NH; s uracilem,
protoZe jiz velmi mirna koncentrace LiCl (10 mM) naédiu YPG znemaibvala (st
rodicovského kmené&. rouxii UL4, a tedy i od &§ odvozenych mutantnich km&nTento
rozdil v toleranci k LiCl bu#k rostoucich v médiu YPG oproti tkém rostoucim v médiu
YNB-NH4spaiiva zejmeé v tom, Zze médium YPG ma vySSi pH (cca 6.2) nez YWB, (cca
4.8), tj. ve vijSim prostedi burk rostoucich v médiu YPG se nachazi nizsi konceetra
protoni, a proteiny tak nemohou fungovat efektiw disledku snizené hnaci sily gradientu
protoni pres membranu, jiz ke své funkci vyuzivaji.

Obr. 8 ilustruje toleranci kmé&nS2, N2 a NS2 ke zvySené koncentraci soli v médiu.
DeleceZrSOD2-22snizila schopnost bk rist v médiu obsahujicim zvySenou koncentraci
NaCl nebo LiCl, ale nedta vliv na st burgk v piéitomnosti KCI (viz fist S2). Samotna
deleceZrNHAL zhorsila schopnostistu burgk v pfitomnosti zvySené koncentrace KCI, a do
mensi miry také NaCl nebo LIiCl (viZist N2; na vybraném obrazku neni zhorSerstu
v médiu s LiCl patrné; rozdil oproti kontrole bylepny az za vysSich koncentraci LiCl, viz
dale). Delece obourenaseu zarova rust burgk v médiich s NaCl nebo LiCl v porovnani

s jednotlivymi delecemi jeStvice omezila (vizist NS2).
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A B

bez soli 200 mM NaCl 1000 mM KClI

bez soli 10 mM LiCl

NS2
S2
N2
UL4

Obr. 8. Rist kmer Z. rouxii postradajicichZrSod2-22p (S2)ZrNhalp (N2) nebo obaignasSeée
(NS2) a kmene UL4 (pozitivni kontrola) z&itomnosti zvySené koncentrace soli na médiu YPGa(A)
YNB-NH, (B).

DeleceZrSOD2-22zhorSila schopnostistu burk v pritomnosti NaCl na obou typech
médii (YPG i YNB-NH,) obdobri — i na médiu YNB-NHbylo pozorovano obdobné omezeni
rastu jako na YPG (viz obr. 8). Ndist burgk v piéitomnosti KCI nendla delece vliv ani na
jednom typu médii, v médiu s LiCl (testovan byl peutist v YNB-NH,;) byl rist burgk
Zrsod2-221 vyrazré omezen (viz obr. 8).

Samotna delecrNHA1L, na rozdil od jejiho zasadniho vlivu na tolerabginek ke

KCI (na médiu YNB-NH bylo pozorovnano obdobné omezeitu jako na médiu YPG, viz
obr. 8),ovlivnila toleranci bugk k NaCl nebo LiCl jen mira Vliv na toleranci buék k NaCl
byl pozorovan pouze na médiu YPG iy nerostly za vySSi nez 400 mM koncentrace NacCl,
oproti buikam kontrolniho rodiovského kmene UL4, ktery skaboste az do koncentrace 1 M
NaCl); na médiu YNB-NH rostly buiky stejre dokre jako kontrolni kmen. V médiu YNB-
NH; s LiCl bylo omezeniistu burk se samotnou deleZrNHAL pozorovano az za velmi
vysokych koncentraci LiCl (40 mM). Na médiu YNB-I NaCl nebo LiCl je iejm¢ efekt
mutace Zrnhald komplementovan druhym zgnaseéi. Médium YPG jiz vzhledem
k vy$Simu pH nedovolujefpnaseéi ZrSod2-22p pracovat takiinné jako médium YNB-NH,
a deleceZrNHAL se pak projevi zhorSenyniistem bugk v piitomnosti soli. Vliv delece
ZrNHA1 na st burgk v médiich s NaCl a LiCl byl zdsadni vitikaéch, které jiz postradaly i
ZrSOD2-22(viz rast NS2, obr. 8)

Pro riist burgk v piitomnosti KCI byl tedy dlezity pouzeZrNhalp, nikoliZrSod2-22p,
a deleceZrSOD2-22mela vétsi vliv na toleranci busk vici Na™ a Li* neZ delec&ZrNHAL

(coz je v souladu s vysledky prezentovanymi na pkde je patrna vyssi schopnost proteinu
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ZrSod2-22 eliminovat sodné nebo lithné kationty opldsmy). ProteingZrNhalp aZrSod2-
22p se tedy ve funkci eliminace sodnych a lithnkationt z burgk navzajem doplu;ji.

Pro o¢feni, Ze zji&iny fenotyp mutantnich kménZ. rouxii N2 a S2 byl zfisoben
praw chykgjicim prenaséem, jsme provedli komplementaci mutacestopnym vlozenim

genu na plasmidu.
5.3.2.6. Komplementace mutacrsod2-224 a Zrnhald vloZzenim genu na plasmidu

Vzhledem k tomu, Ze ani jeden z plasinMEp352 nebo pGRU1 nesoucfigiusné
geny nebylo mozno pouzit pro transformaci kin@n rouxii, protoZze nejsou schopny se v
buinkach Z. rouxii pomnoZovat (Ushieet al, 1988), byly genyZrSOD2-22a ZrNHA1 pod
kontrolou promotoruScNHA1lvloZzeny do plasmidu pZEU (episomalni plasnzid rouxii
piipraveny pro v ramci této prace, viz publikace4). Plasmidem pZEWrNHAL byl pak
transformovan kmed. rouxii N2 a plasmidem pZEWrSOD2-22kmen S2.

Byly provedeny kapkové testystu transformairit na médiich YNB-NH se zvySenou
koncentraci soli. Transformované kmeny &zhto meédiich rostly stefndolre nebo i mirt
lépe nez kmen kontrolni (UL4 transformovany plasmdpZEU). Tento mirny rozdil mohl
byt zpisoben tim, Ze geny byly exprimované z mnohokopiovy@asmidu pZEU, takze se v
bunkach trasformarit nalézalo vice produktgeni kédujicich penasée nez v rodiovském
kmeni.

Tento vysledek potvrdil, Ze geny vnesené na pldsmine komplementovaly mutace
Zrsod2-221 resp.Zrnhald, a tedy Ze pozorovany fenotyp citlivosti knie®2 a N2 uci solim
(viz obr. 8 a kap. 5.3.2.5.) je Egoben pra¥ deleci gefi ZrSOD2-22resp.ZrNHAL

ZrSod2-22p byl dlezity pro fist burgk Z. rouxii v pritomnosti zvySené koncentrace
NaCl nebo LiCl, ale nikoli KCI. Protei@rNhalp naopak udavéa fkam toleranci ke viem
ttem testovanym katiofun, i kdyZ na toleranci buk k Na" a Li* se podili v men3i rré nez
ZrSod2-22p. Totéz bylo pozorovano ii peterologni expresi obou protéiv S. cerevisiae
(viz obr. 5). Proteiny tak maji ¥. rouxii shodné substratové specifity jakéi peterologni
expresi VS. cerevisiae
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5.3.2.7. Vzdjemna komplementace funk&drSod2-22p aZrnhalp

Abychom zjistili, do jaké miry jsouipnaSée schopny komplementovat své funkce
eliminace sodnych nebo lithnych kationprovedli jsme pokus, ve kterém jsme pozorovali, d
jaké miry zvySena exprese jednoho iEermaseéid umozni komplementovat halosenzitivni
fenotyp mutantaZ. rouxii NS2 (tj, postradajiciho obagnasée). Geny jsme v mutantnim
kmeni NS2 exprimovali z mnohokopiového plasmidu pPZE

Kmen NS2 transformovany plasmidem pZEAUNHAL tak obsahoval &kolik kopii
genu ZrNHA1 a Z2a&dnouZzZrSOD2-22 a naopak kmen NS2 transformovany plasmidem
pZEU_ZrSOD2-22 obsahoval &kolik kopii genu ZrSO®-22 a ZadnowrNHAL Obr. 9.

ukazuje schopnostistu transformairitza vySsi koncentrace soli v médiu.

bez soli 600 mM NaCl 10 mM LiCl 60 mM LiCl

N2 [pZEU]
S2 [pZEU]

NS2 [pZEU]

NS2 [pZEU_ZrSOD2-22]
NS2 [pZEU_ZrNHAI
UL4 [pZEU]

Obr. 9. Rist burgk kmene NS24rnhald Zrsod2-221) exprimujicichZrNHAL neboZrSOD2-22z
plasmidu pZEU nebo obsahujicich prazdny vektor pZ&ggativni kontrola) a kmérmN2 Zrnhala),
S2 (grsod2-224) a UL4 obsahujicich prazdny vektor pZEU (pozitikohtroly) na médiu YNB-NH

obsahujicim zvySené koncentrace NaCl nebo LiCl.

Z obr. 9 je ¥ejmé, Ze fenasSeé ZrNhalp je schopedasté&éné komplementovat mutaci
Zrsod2-221: riast kmene NS2 obsahujiciho plasmid pZEENHAL, tj. nékolik kopii genu
ZrNHA1 a ZadnouZrSOD2-22 je totiz v médiu obsahujicim 600 mM NaCl ngilepsi nez
rast kmene s deledrSOD2-22(obsahujiciho tedy pouze g&nNHAL na chromosomu; viz
rast S2 [pZEU]). Obdobny efektifpomnosti rkolika kopii ZrNhalp na idst kmene S2
[pZEU] za gitomnosti LiCl vSak nebyl pozorovanrdmaseé ZrNhalp tak fenotyp mutace
Zrsod2-221 na médiu s LIiCl neni rejm¢ vzhledem ke své nizké kapacischopen
komplementovat, nicménpii absenciZrSOD2-22je pro fist burgk v piitomnosti i nizSich
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koncentraci LiCl jako je 10 mM vyzZadovan (viz rdzdistu kmeri S2 [pZEU] a NS2 [pZEU],

obr. 9, a téz viz obr. 8).fRomnost vice kopii gendrSOD2-22na druhou stranu do velkée
miry komplementuje muta@rnhald, coz je vidt na istu burk za vysoké koncentrace LiCl
(60 mM; srovnej ist kmert NS2 [pZEU ZrSOD2-22 a UL4 [pZEU]). Ri rastu na médiu

s KCI vzhledem ke své substratové speciimezené na Naa Li* ZrSod2-22p fenotyp

mutaceZrnhald nekomplementoval.

Tyto vysledky ukazuji, Ze zvySend exprez@Nhalp je schopnacast&ne
komplementovat mutacZrsod2-221 pii rastu burk za vysSi koncentrace NaCl a zvySena
expreseZrSod2-22p zase mutadrnhald pii rastu bugk za vysSSi koncentrace LiCl.
PrenaSée jsou tak schopny se nejen fink vzajemi dophovat, ale pi rustu za zvySené
koncentrace NaCl a LiCl i alesp@ast&né komplementovat své funkce. Kgsnému uieni
funkci prenaseén v buinkach Z. rouxii bude zapdebi podrobgjSi analyzy (nap studium

exprese gainza fiznych podminek).
5.3.2.8. Fylogeneticky vztalZzrSOD2-22 a ZrNHA1

Abychom zjistili fylogeneticky vztah gé&nZrNHAL1 a ZrSOD2-22 porovnali jsme
uspdadani (synteny) ORFje obklopujicich s usgadanim homolog téchto ORR a genu

ScNHA1na chromosomech blizcéilpuzné kvasinkys. cerevisia€obr. 10).

A B

Z. rouxii | | ZrNHAI |

7.«‘{11)7.22. I
. Chrd A chrd HE@AYCHd HA Chrl2 EHA [y chrl2 @R chrl2 @AY Chv12 BB
S. cerevisiae SAC3 S5Y1 YDR161W PDR8 SEC22 DCS1 YLR271W
¥DR159W YDRIGOW  YDRIGLW YLR266 C YLR268W [YLR27OW  JYLR27IW
chrl2 A Chrl2 HA » i ‘ ) ‘
YLR137W NHA1
YLRIITW YLR138W

Obr. 10. Srovnani synteny ORFobklopujicich genyZrNHAL (A) a ZrSOD2-22(B) s uspéadanim
jejich pravé&podobnych homoladg na chromosomecB. cerevisiaeSystém zobrazeni byligvzat z

Yeast Gene Order Browser (http://wolfe.gen.tcdgel). Obdélniky fedstavuji ORFy - velmi tmav
Seda barvaipdstavuje ORF. cerevisiaarykazujici syntenické uspéddani se svymi homology Z.
rouxii, Seda barva ORF¥. rouxii a s¥tle Seda barva geB. cerevisiaenevykazujici syntenické
uspdadani se svym homologem2y rouxii; Sipky znazatuji orientacic¢tecich rama; Sedé spojnice
obdélniki (ORR) predstavuji nekédujici oblasti DNA.
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Zjistili jsme, Ze uspiadani ORE na Useku DNA obsahujiciddrNHAL je podobné
uspdadani pravépodobnych homolag kvasinky S. cerevisiae nachazejicich se na
chromosomech IV a Xll. Fakt, Ze se homology @RTfachéazejici se ¥. rouxii na jednom
chromosomu nachazeji§. cerevisiaga chromosomech dvou, je v souladu s hypotézou, Ze
genomZ. rouxii ve své historii nepraghal celkovou duplikaci (viz kap. 2.4.1.)

ORFy nachézejici se v okoli geduSOD2-22vykazuji stejné usgadani jako jejich
homology nachéazejici se 8. cerevisiaena chromosomu Xl na jiném mésnhez je gen
ScNHA1 Obr. 10 tedy naziaje, ze gerZrSOD2-22patrré vznikl duplikaci gpedka genu
ZrNHAY, a inzerci kopie na jiné misto genomu. NefjSivdata analyzy genomz. rouxii
(vefejnosti zatim nefistupné databaze Génolevures 3) potvrzuji, Ze geNiHAl a ZrSOD2-

22 lezi kazdy na jiném chromosomu.
5.3.2.9. Za¥r

V této kapitole dizerti prace jsme zjistili, Ze NAH™-transportni proteirZ. rouxii
ZrSod2-22p, ktery byl dosud studovan pouze pedstictvim heterologni exprese S.
cerevisiage umozuje buikam Z. rouxii rast za vysSich koncentraci NaCl nebo LiCl, ale nema
vliv na rist burgk za vysSich koncentraci KCI. Tim jsme potvrdilngefunkci v eliminaci
sodnych nebo lithnych, ale nikoli draselnych katiion burék, v souladu s idve popsanou
aktivitou tohoto penaSeée heterologé exprimovaného v hikach S. cerevisiadKinclova et
al., 2002).

Prohledanim dosud neanotované databaze Geénoledirebsahujici kompletni
sekvenci genomW. rouxii CBS 732 jsme nalezli gen kédujici novy Kai*-transportni
proteinZ. rouxii. Gen jsme nazvairNHAL na zéklad sekveini podobnosti jim kddovaného
proteinu s Sd\halp. ProteinZrNhalp jsme funéné¢ charakterizovali jako ignasé
plasmatické membrany, ktery uniofe mst burk Z. rouxii za vysSSich koncentraci KClI,
NaCl i LiCl. Analyza transportni kapacity a fenotyfppurek S. cerevisiaeexprimujicich
ZrNHA1 potvrdila funkci gena3eée v eliminaci v3echtéch tym kationti (tj. K™, Na i Li*) z
burgk.

Analyza delénich mutani Z. rouxii postradajicichZrSod2-22p a/neba&rNhalp
ukazala, Ze na toleranci biknZ. rouxii k NaCl¢i LiCl se podiliZrSod2-22p do &Si miry nez

ZrNhalp. Totéz ukazalo i sledovani fenotypudsu8. cerevisia@xprimujicich tyto penasée
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a mefeni transportni kapacity pro Nhunsk S. cerevisiaeobsahujicichzrNhalp, ktera se
ukazala byt slabsi nez kapacita &kis. cerevisia®bsahujiciclZrSod2-22p.

Porovname-li transportni kapacitu obotemaset Z. rouxii a Na/H™-antiportérusS.
cerevisiaeSd\halp, jako nejginngjSi systém transportujici sodné i draselné katigsetykazal
byt SdNhalp ZrSod2-22p netransportuje” K/ibec). | zdanli¢ pomaly vystup katiort z
burek nantfeny u bugk obsahujicichZrNhalp vSak umozniltst burgk za gitomnosti
vysSich koncentraci soli v médirSod2-22p ze vSeclhi transportélr nejEinnéji zajistil rast
burgk S. cerevisiae vysoké koncentraci NaCl nebo LiCl.

Sledovani fenotypu delrich mutani dale ukazalo, Ze obargnaSeée Z. rouxii se
funkéné dophuji a mohoucasté&éné komplementovat své funkce v eliminaci sodnych nebo
lithnych kationti z burek.

Analyza usptédani gefi na chromosomech naztila, Ze ZrSOD2-22patrré vznikl
duplikaci gedka genrNHAY, a jeho inzerci na jiné misto genomu.

Kvasinka Z. rouxii (kmen CBS 73D tedy obsahuje kro#nproteinu ZrSod2-22p
eliminujiciho z busk toxické kationty Na a Li* (tj. s Gzkou substratovou specifitou) i dalsi
prenadeé z rodiny Nd/H-antiportéfi plasmatické membranyZ{Nhalp), ktery transportuje
krom¢ Na" a Li* i K* (tj. ma Sirokou substratovou specifitu), &za se tak v htkach podilet
na udrzovani stabilni cytoplasmatické koncentratedtalého bugného objemu nebo pH
cytoplasmy.

Pritomnost dvou typ Na'/H™-antiportnich systém (jednoho s Gzkou a druhého se
Sirokou substratovou specifitou) byla jiz detekowv&®e dvou druzich kvasinekY- lipolytica
(Papouskova a Sychrova, 2006%.apombdPapouskova a Sychrova, 2007jeirasSée €chto
dvou druli vSak byly studovany pouze priinictvim heterologni expreseSv cerevisiaeZ.
rouxii tak predstavuje prvni kvasinku, ve které byla funkce olamiiportnich systétn

charakterizovana.
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5.4. Sekvenace a anotace genorgurouxii

Béhem projektu Génolevures 3 byla sekvenovana genariNA ¢tyi kvasinkovych
druhi, Z. rouxii, S. kluyveri K. thermotoleransa K. lactis Pro kazdy druh byly vytweny
plasmidové knihovny obsahujici inzerty o veliko8ti- 5 kbp, které byly sekvenovany
metodou ,shotgun“ (Dujoret al, 2004). Na zaklat prekryvajicich se sekvenci inzéryly
fragmenty uspifadany do Usakodpovidajicich chromosaim. Kde toho bylo zap&bi (nap.

v piipact Useki obsahujicich repetitivni sekvence), bylo pro &jigtnavaznosti sekvenci
vyuzito knihoven pgipravenych v urdlych bakterialnich chromosomech (BAC). Byly
identifikovany geny a furdai elementy DNA. VesSkeré predikce vyfelpa:itacovy program
vyvinuty speciald pro poteby projektu. K predikci funkce trangtdch produki program
vyuZzival srovnani se znamymi protei®y cerevisiaea dalSich kvasinek, jejichz DNA byla
sekvenovana v projektu Génolevures 2. Nalezené lgieo pak vedly k s@zeni now
identifikovanych ORE predstavujicich pravgbodobré strukturni geny do furdkich rodin
(spolu sijiz znamymi geny). Poté néasledovala amotamanualni, tj. informace ziskané
prostednictvim pditacového programu byly @vovany a doplovany konkrétni osobou,
¢lenem konsorcia. Tyto manualni anotace byly &ty do rékolika fazi. Faze jedna se
zabyvala anotacemi fugkich rodin vytvéenych programem. Faze dva se zabyvala anotaci
identifikovanych ORE, které netvéily funkéni rodiny. Nezavisle naéthto dvou fazich
probihaly anotace futkich elemerit DNA (tj. funkénich Uselt nekddujicich proteiny). V
doke sepsani této dizestai prace byl proces anotaci v Zea¢né fazi.

Souwésti prace bylo nejprve fipravit genomovou DNAZ. rouxii pro poteby
sekvenovani. Samotna sekvenace pak byla provederdanei centra Génoscope vilZa
(partner projektu Génolevures). Ziskané sekvencly llenim konsorcia Génolevures
zpiistuprény v nevéejné databazi. Z nasledného procesu anotaci sekauteto dizerteni

prace podilela na fazi jedna, tj. na Ugranotaci funknich rodin navrZzenych programem.
5.4.1. Riprava DNA Z. rouxii CBS 732 pro sekvenaci

Buitky kmeneZ. rouxii CBS 732 byly nagstovany v bohatém médiu YPG a byla
izolovana genomova DNA v agarozovych ddich metodou fpravy DNA k analyze
karyotypu prosednictvim PFGE, tj. zZisobem, ktery umaije izolaci kompletnich
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nepoSkozenych chromoséni{nedochazi ke zloém). FRipravena DNA byla odeslana do
centra Génoscope k sekvenovani.

5.4.2. Anotace

Manualni anotace gendnkvasiekZ. rouxii, S. kluyveriK. lactisaK. thermotholerans
byly provadny na serveru Génolevures, knmuZz byl @gistup chrasn heslem. Kazdglen
konsorcia Génolevures, ktery se&adtnil anotaci faze 1, &h pridéleno rékolik desitek
funkénich rodin, dohromady t¥cich tzv. ,lot* (obr. 11).

&) Genolevures: to do overview - Firefox e _|&ix
Soubor | Upravy  Zobrazit  Prejt  Zdlofky Nastroje  Mapovida
G- L - 5 L0 O [ repuichilabeifrfGenolevuresjmagusitoda = © reit [CL
DFreeHutma\I u Hotmail U Koleje a menzy LK L_] Microsoft || Mejlepdi 2 Wil u Upravit odkazy U Irfan View - Downlo... _| Vlastni odkazy || Windows Media Ll ‘Windows Update | | Windows |_| ‘Yahoo! Encyclopedi... »
- evures .
( ;ém Curation
Found no todo lists using name search. Phase 1 Phase 1.1 Phase 2
B 0 ol I (o 12 I 150 I
vl 0 PEACEY 00 QERAE 0 |
o0 N (o 20vis I 1o:1:07
e lot12 I 1o: 1oti: I |o:c:0r I
— tor3 [ o:21vi: I (o-x.r
—OR - I
Create a todo list named |\Dt. in phasel with these members: _
and this description (optional):
Creata todo list

Obr. 11. Anotace faze 1 - Gvodni strana obsahujici grafmgrazeni probihajicich anotaci. Sloupec
Phase 1 odpovida anotacim pros@dn ve fazi 1. Sloupce Phase 1.1. a Phase 2 odgbvid
nasledujicim etapam anotaci Génolevures 3, ktdrédal v této praci diskutovany. Pé&neelené a
éervené barvy symbolizuje p@mmanual@ ovéienych (zele#) a dosud neastenych ¢erverg) anotaci

navrzenych programem. Autorka této prace se padflalanotacich sekvenci zahrnutych do lot 11 (v
cerveném rameku).
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Poklepanim na odpovidajici lot (wipac této dizertani praceé¢. 11) se zobrazil

seznam genovych rodind@nych k manualni anotaci (Obr 12.).

Curation todo list “lot.11"

FPhase 1
demontigny@igen u-strashg fr

TODO (1) srceorlt-k-d-y DONE (152) secer-l-t-k-d-y
22111110 [ooil GLR.1633: wGLR.1633 11010100
[aoe] . 10627 wOLR. 1082 11111111
tooz) GLE.£369: wGLR.2169 11111111
tova) GLR.978 : wGLR.978 ti111111
tees) GLC.1458: vOLC.1458 Faigdadil
[eoa] GLE.498 : wGLER.498 ; 21 : i ; : ;;’1
[ood) GLC. 14731 wGLE. 1473 f 1A A AT
reos)] GLR.Z23%6; wGLR.2196 11011118
[ass) GLC. 16081 wGLC. 1608 i1 9041w
oos) GLR.2514: wGLR.2514 113313111
[oos) GLC.1402: wGLC. 1402 11111111
[e07) GLR.1083: YGLR.1083 1111113811
[oo7) GLR.2416: wGLR.2416 11101101
fena) GLRE.1158: vwGLE.1188 I 1312113111
toos) GLR.2515: vGLR.2515 111113111
[sos) GLR.2628: wvGLR.2628 01111100
(009} GLE. L1384 wiLC.1364 11111111
o GLR.Z2389: vGLR.2389 01111100
100} GLC.1012: wGLC.1012 11111111
(9iij GLR.3363: vOLR.3363 pipi1100
roi1) GLC.1081: wGLC.1031 : é : ; ; ;‘ é g
faie) GLR.3451: vVGLR.3451 11111101
[p12y GLC.1257: wGLC.1257 11111111
{ois) GLR.1325: wGLR.1325 A R
rois) GLR.2365: wOLR.2388 11110101
[e1a) GLE.335 : wGLR.333 11111111
(o4 GLC.1373: vwGLL.1373 001167200
toLrs) GLR. P73 : wGLR.973 11111111
(818} GLC.1525: wGLC, 1525 11111100
(016} GLE.548 : VGLE.S48 11111101
rolsy GLE.1251: wGLLC.1251 111131111
[017) GLR.197 1 WGLR.197 11111111
o7y SLER.$10 : wGLR. 610 Li111121
(ois) GLR.9BI : wGLR.981 11111111

Obr. 12. Seznam fundnich rodin pipravenych k anotacim gétich do lot 11. Levy slougek ,TO

DO" je seznamem furtkich rodin, jez dosud nebyly manuélmanotovany, pravy ,DONE"“ je
soupisem jiz ogfenych anotaci. Sloupley s-c-r-l-t-k-d-y. zn&i, v kolika oblastech (lokusech) DNA
v daném organismu ($5. cerevisiagc, C. glabrata r., Z. rouxi I, S. [Lachancea] kluyverit, K.

thermotoleransk, K. lactis d, D. hansenii y, Y. lipolyticg byly programem identifikovany ORFy
kédujici protein paftci do @FisluSné funkni rodiny. V tomto konkrétnimifpadt zbyvala jedina rodina,
u jejichz ¢lend nebyla manuakh ovéiena spravnost anotaci navrzenych programem (GLC,143

gerveném ramiku).
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PXi poklepani na nazev rodiny se zobrazil seznam twideMA, ve kterych byly
identifikovany ORFy patci do rodiny, a srovnani proteinovych sekvencizjiamychélena
rodiny (obr. 13.).

CPU TIME: 31 sec.
SC0RB=53

‘GLC. 143 7 ::gg:xg;k\::::n_q.dsnm Jun 25 23:45:47 2006) ﬂ

This group contamns 9 genes or gene loct
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The genes in this group also refer to 1 other group: vGLC 1437 %m‘.
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GLC. 1436 GLC 2028 CRELOGD2607g ] |
CRSLOJO34327 {
DEMMOC181509 - ‘
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=

coms

Actions

:

+ Mark group GLC.1437 as DONE

+ View the multiple alignment m this window

+ Show sequences for GLC. 1437
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L, _validats these ions |/ Selectall |- Clearall |- Reset | Copy GOtemns | = |
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Homolog group annotation FJGLC,M}? (chenge name hers)
Defline (fos the fanaly as o whole) GO terms (add terme here)

homolog group wGLC, 1437 derived from GLC. 1437 protein kinase activity
kingse activicy
catalytic activity

Lo s

Locus 1 - locus KNaOE.3768 -- Please validate a gens in locus. K1la0E. 3768 before
continuang

[mmer VGLC.1437

Locus 2 - locus. Kth0G. 10866 -- Please validate a gene in locus. Kith0G. 10865 before
CONLRLING
wewber wGLC.1437

Locus 3 — locus.SakIOE. 15378 -- Please validate a gene w jocus. SakilE. 15378 before
continung

Iwzmne: wGLC. 1437

ocus 4 — locus. Zyro0A 19269 - Please validaie a gene in locus. ZyroQ4. 10260 before
continang
fmember wGLC.1437

W Gene 5 — CAGLOGO2607g i groups yGLC 437, GLC 1637
member wGLC. 1437

V¥ Gene 6 — CAGLOJO3432g in growps vGLC 1437, GLC 1437,
member wGLC. 1437

¥ Gene7 - DEHAOC18130g in groups yGLC 1437, GLC 1427
member wGLC, 1437

M Gene 8 — YILOISW i groups yELC 1637 GLC 1437,
member wGLC. 1437

¥ Gene 9 — YNLO20C in grougs vGLC 1427, GLC 1437
member wGLC. 1437

L. Vaidstethese ions |/ Selectall |- Clearall |- Pesst |# | CopyGOtems | = |
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Obr. 13. Funkni rodina GLC.1437. V levé horrdiasti je strdny popis rodiny, v pravém hornim
rameku pak srovnani sekvenci trariglech produki jiz znamych gei zaazenych do rodiny. V dolni
¢asti je seznantlena rodiny. Cerverg jsou zvyrazsiny rameky informujici o oblastech DNA, ve
kterych program identifikoval ORFy, jejichZ anotawebyly dosud manu&imowteny (Locus 1 — 4).
Nazev lokusu obsahuje zkratku nazvu druhu, ze lkéepdchézi, a pozici na chromosomu. Zbyvajicich
5 ¢lend rodiny jsou jiz znAmé geny ostatnich diukvasinek, jejichz genomy byly anotovany v
projektu Génolevures 2 (Gene 5 - 9). Npck této skupiny byl tedy v kazdém zayi druhi
analyzovanych v Génolevures 3 identifikovan jedstus DNA obsahujici ORF gazeny na zaklad

homologie sekvenci do této futrkd rodiny.

Fxi poklepani na nazev lokusuc¢eného k manualni anotaci se zobrazila informace o
jeho umistni na chromosomu a o nalezenych ,modelech” genupnaiezenych ORFech.
Program o ftomnych ORFech referuje jako o nalezenych mRNAmAbha pipadech
program identifikoval pouze jeden ORF, a tedy nhyeden model genu (jednu mRNA),
v mnoha jinych fipadech vSak program identifikoval dva a vice midelag. navrhl
pritomnost intronu adkolik moznosti jeho umishi (navrzena tedy bylaripomnost &kolika
raiznych mRNA). Ukolem pracovnika prov@itiho manuélni anotace pak bylo vybrat
~Spravny“ model genu. Pokud program identifikovédesrmoznosti vytvieeni mRNA, a tedy i
vice moznosti utv@ni proteinu, byla vybrana ta mRNA, jez pokryvata mozna nejdelsi
oblast lokusu, a jejiz translai produkt byl nejpodolisi ostatnim¢lenim rodiny. Proces
anotaci bude v této praci det&ilpopsan na ifklade, ve kterém program identifikoval v
lokusu mMRNA bez introln Takovym pikladem je lokus KllaOE.3768 (obr. 14. a viz téz.ob

13., kde se tento lokus nachazi jako prvni v semrdemt funkeni rodiny GLC.1437).
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Obr. 14. Lokus KllaOE.3768. V levém rantku je seznam navrzenych moilgleni (Gene models), tj.
MRNA, které program identifikoval jako nachazepel v lokuswi do ngj zasahujici (celkem 4). Je
udana také délka jimi kddovanych proteivpravo je pak zobrazeni umist modet geni na DNA.
Vpravo naheée je graficky znazowm chromosom, na kterém se lokus nachazi. Anotowdniadst
lokusu je zvyrazéna zlu. Pod ni jsou sazeny identifikované a jiz manuélranotované geny
zasahujici do lokusu (zde Klla-ORF4212), nasledéyrhy modal genm. Modra barva znda model
nachazejici se ngetszci 53", ¢ervena naretzci komplentarnim (8-5". Udaje nize informuji o
rozlozeni vSech ORF v lokusu, o pravépodobnosti, zda dity ORF koduje protein (grafické
znazorgni vytvorené programem GeneMark; http://exon.gatech.edul@ark®, a o nalezenych
homologiich v ramci genoin ostatnich kvasinek (BlastP Uniprot). V tomtéipac se ve ZzIug
vyznaieném Useku geném k manualni anotaci nachazeji dva modely gdm& fHRNA), jeden
pokryvajici cely Usek komplementarnitietézce, druhy, podstaénkratSi, pokryvajicicast retézce
5'>3". Graficka informace z programu GeneMark ngmf@ Ze ona dlouhd mRNA (na rozdil od
kratké) bude pravgodobré kddovat protein.
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Poklepanim na konkrétni model genu (ve vybranéipagt mRNA pokryvajici celou
délku lokusu KllaOE.3768, viz obr. 14) se zobra#kzev ORFu (ve vybranéntipadt Klla-
ORF4209) a informace o proteinu, ktery by vznikhnislaci kddujici sekvence ofing

sequence, CDS). Program na zaklatovnani proteinové sekvence s jiz znamymi prgtein

ostatnich drut kvasinek navrhl, k jakému genu je identifikovanRl©homologni , tj. jakou

funkci by protein mohl v organismu zastavat (ol&r.) 1

ELLA-ORF4210 ofwe

KLLA-ORF4209

protem length 1s 778 aa

Ea0F from 756203 to 758634 (antisense {-) strand)
CDS sequence 15 2334 nt, complement(756205.758538)
wnde nucleotide sequence 756005 to 759134

GC% =,GC3% =

Protem MW 86267 4 Da, IP 10.20, Gravy -0.564

Thas locus could contan a protein-coding gene. If this is the best predicted

mRIA transcript,
Choose fChoose thas mRNA usmg this V_NOTE:

similar to YILOSSU sp|P40494 Saccharomyces cerevisiae
YILO9SW PRE1l Protein serine/threonine kinase regulates
the organization and function of the actin cytoskeleton

i

through the phosphorylation of the Panlp-Slalp-End3p :j
Quick links

Resuits Homolog gro Best-Blastp Comments
SEONT SEQ mRNA & start SEQ AA History
Results

Auto blastp Auto blastp UneProtERB blastp  UniProtKB blastp
Hemiasc blastz  GeneMark g GenelMard Ist Interpro scan
Hermase thlastn  T-Coffee TMHMM spans
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PSItblastn fanmilies
GLC.2028 GLL.1437

ncRNA genes

BlastP Uniprot

100 gnl |GLY |KLLACEOB349¢ Klugveromuces lactis
83.9716312096738 tr|Q7SAYS Ashbua gossupii
83.5457835497836 gnl [GLYICAGLOJO34S4g Candida glabrata

62. 9925325025026 gnl IGLYIDERROCISLT2E Debaryosyces hansenii
87 5160875160875 gl 16LVIKLLADEOA371g Kluwvercmyces 1actis
51.2 tr|Q75Ar7 fshoua gossupil y
42.5872093023256 gnl IGLVICRGLOGO2E07E Candida glabrata
52.5721455457967 YILOASH Saccharomuces cerevisiae
46.3765115942029 gnl IGLYIDEHAOCIS150g Debawyce]s hansenii

Obr. 15. Klla-ORF4209. R&dmk vlevo nahte podava informace o vlastnostech CDS a kédovaného

proteinu. RAm&ek pod nim informuje, k jakému znamému genu bytarsinim sekvenci tranglaich

produkti nalezena nejvyssi homologie (zde byl gen vyhodmgeeo podobny YILO95wS. cerevisiae

Nize jsou pak odkazy na vlastnosti sekvence alejinani s jinymi sekvencemi. V pragdst obrazku

je Zlug zvyrazrén model genu, jinak je pravdst totozna s pravatasti obr. 14.
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Ukolem pracovnika provéjiciho anotace bylo vybrat spravny model genu &igv
zda je poitatem ugend podobnost ORFu se znamym genem vskutku keérekamovena,
popipack data opravit. K tomu slouZily informace poskytnuggovnanim sekvence
identifikovaného proteinu se znamymi proteiny zatbaze UniProtKB. Timto srovhanim bylo
nag. mozno zjistit, zda program korektmavrhl zg&atek proteinové sekvence (ij. hiap
nezandnil pocateni aminokyselinu methionin [Met] za jiny Met nackfzi se uvnit
proteinoveéhoretzce, nap. kviali tomu, Ze ,@gehlédl” intron na 5' konci). Dale bylo mozno
zjistit, zda jsou si proteiny podobné v celé svéceléa zastavaji tak patrnv organismu
podobnou funkci, nebo zda nalezené homologie paliryen utité oblasti, a jinak se jednéd o
proteiny odlisné (pad funknich domén, nap transmembranovych). Procentualnéigjeni
shody (identity) aminokyselinovych sekvenci sagentifikovaného proteinu a jemu nejvice
podobného znamého proteinu z jiné kvasinkgoualy, jakym zgisobem bude nalezena
podobnost zanesena do databaze. Pokud byla shos&i wez 80 %, do ramiu
infrormujiciho o nalezenych homologiich se zapshighly similar to* (velmi podobny); v
piipact, Ze shoda byla mezi 50 - 80 %, bylo uvedeno,sintida (podobny) a i shod 30 -
50 % bylo zapsano ,weakly similar to“ (vykazujicialbu miru podobnosti s). Pokud byla
shoda nalezena jen vditych oblastech proteinu {jpad funknich domén), byla nalezena
homologie uvedena jako ,some similarities withé¢4gti podobny).

Now identifikované sekvence v ramci fufikch rodin obvykle nachazely své
homologni pratjsky hned v skolika ze znamych druhkvasinek. Jako referéni byl v
takovém pipact bran protein (resp. gen) kvasinBy cerevisiaePouze pokud byl anotovany
protein vyrazg podobrjSi proteinu z jiné kvasinky ne3. cerevisiag byl v rameku
popisujicim nalezenou homologii uveden gen tétsinky.

Po ovteni (fipadre opraveni) anotaci provedenych programem byla indoe o
now identifikovaném genu uloZzena (poklepanim naitlka ,choose” v raméku informujicim
0 nalezené homologii, viz obr. 15.). Anotace gealuliyla ukokena, a mohlo bytikro¢eno
k anotaci dalSih@lena rodiny. Po asfeni anotaci u vSectleni funkéni rodiny byly pak
uloZzeny informace o celé rodirfpoklepanim na ttdtko ,validate these annotations”,viz obr.
13. Uplre dole vlevo). Ta se pak na Uvodni stran¢espnula ze sloupku ,TO DO" do
Sloup&€ku ,DONE" (viz obr. 12.).
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Po dokogeni anotaci faze 1 (anotace genovych rodin) giabfaze 2 (anotace ORF
které netvdily rodiny). Anotace ostatnich futkich elemerit probihaly nezavisle n&adhto
dvou fazich. V dob sepsani dizertai prace byl proces anotaci v Zéané fazi. Po
dokorteni procesu anotaci bude databaziejme zpristupréna a informace o sekvencich
obdrzené v ptbéhu anotaci budou konsorciu Génolevures slouzit @dia pro vypracovani
srovnavacich studii majicich za cil odhalit meck@yi podilejici se na molekularni evoluci

kvasinkovych genoih a potazmo tak evoluci eukaryotického genoriipec.
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6. Souhrn

V této dizerténi praci jsme se pokusilifispet k lepSimu porozugmi vlastnostem
osmotolerantni kvasink¥. rouxii.

Prvotnim Ukolem bylo fpravit pro kvasinkuZ. rouxii soubor metod genového
inZenyrstvi, které byly dosud velmi limitované, aumozovaly tak studium specifickych
vlastnostiZ. rouxii, k nimz paiti praw vysoka osmotolerance.

Poddilo se nam vytviit protokol pro @&innou transformaci. rouxii elektroporaci.
Pripravili jsme auxotrofni mutantni kmeny odvozenétgpového kmen&. rouxii CBS 732
obsahujici #zné kombinace mutacura3, leu2 nebo ade2 lIzolovali jsme a fuéne
charakterizovali centromery. rouxii a gipravili prvni centromerové vektory pra. rouxii
obsahujici zné auxotrofni seleéki geny ScURA3 ZrLEU2, ZrADE2) a polylinker.
Vyhledali jsme dostupné informace tirpzeném plasmidé. rouxii pSR1, a na jejich zaklad
vyuzili ¢ast jeho sekvence pro konstrukci episomalnich ptis rouxii, obsahujicichirzné
auxotrofni seleéni geny SCURA3ZrLEUZ2, ZrADE2) a polylinker. Vytvdili jsme systém pro
vicenasobnou deleci génv Z. rouxii prostednictvim deléni kazety loxP-kanMX-loxP
namnozené PCR a plasmidu exprimujiciho recombircasuOwiili jsme vyuZziti GFP pro
lokalizaci proteitt v Z. rouxii, a pro tento &el pripravili plasmid pZGFP. Zjistili jsme, Ze X.
rouxii je mozno pouzit geMPR1 S. cerevisiagako pomocny seleki gen, a dale ze ¥.
rouxii nelze vyuzit promotoScGAL1pro regulovanou expresi ggnprotoze pi rastu burk
na glukose neni reprimovan. Poznatky jsem publiko¢a odeslali k publikovani (viz
publikace¢. 1 - 4).

Pripravili jsme tak soubor nastfojumoziujici v Z. rouxii expresi get z niznych
plasmidi za pomoci #znych druli selekce, fipravu vicendsobnych délich mutani a
uréeni lokalizace proteinv buikach. Tento soubor byl vyti&n ve kmeni s genetickym
pozadim CBS 732 co? je typovy kmeiZ. rouxii, jehoZ kompletni sekvence genomu bude v
brzké dobs verejné pristupna.

Typovy kmen CBS 732pati spolu s kmenem ATCC 42981 k &&$tji studovanym
kmenim Z. rouxii. Fi optimalizaci transform@niho protokolu praZ. rouxii jsme zjistili, ze
derivaty tchto dvou divokych kmeh vyZaduji odliSné podminky pro rozvetm jejich

buré¢nych povrchi, coz naznéovalo odlisné slozendi strukturu bugcnych seén. Fakt, ze k
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uspsné elektroporaci kménbylo zapotebi buiky kultivovat za mirného solného stresu,
nazn&oval, Ze se budou vlastnosti osmotolerantni a mest buréné stny Z. rouxii
navzajem ovliviovat. Tyto dva divoké kmeny jsme proto porovndilediska jejich vlastnosti
tykajicich se osmotolerance a slozeni a struktungdnych seén. Zjistili jsme, Zze kmen
ATCC 42981 je osmotolerarti§i nez CBS 732 produkuje vice glycerolu, ktery je pouZivan
v kvasinkach jako osmoreguti latka, a, na rozdil od kmene CBS 732 schopen glycerol
asimilovat. Buiky méré osmotolerantniho kmene CBS 732ly rigidn&j$i burécnou sénu
nez buiky osmotolerant(jSiho ATCC 42981. Elasii¢jSi stna ATCC 42981 riwve
praviEpodobré flexibilngji reagovat na ziny osmotického tlaku, a takiippivat k vyssi
osmotoleranci tohoto kmene. ATCC také obsahova gfzomosorin (8) nez CBS 732(7), a
jeho genom byl celkay vétSi. Nami zjis¢né skuténosti byly v souladu s nedavno
publikovanou hypotézou, Ze kmen ATCC 42981 je wgeskosti kmenem hybridnim (James
et al, 2005). Rozdily nalezené ve vlastnostech dvouasgji studovanych kmeinZ. rouxii
jsme zpracovali do dvou publikaci (viz publikaces a 6).

K osmotoleranci kvasinek vyragpiispivaji udrzovanim iontové homeostaze proteiny
s funkci genadén alkalickych kowi jako jsou N&H*-antiportéry.Céast dizertani prace byla
proto Wnovana studiuthto genaséu kvasinek, zvlagtpakZ. rouxii.

Pro zjis&ni vyznamu konkrétnich oblasti N *-antiportéfi kvasinek pro jejich funkci
jsme porovnali sekvence N&*-antiportéi patnacti #znych druli kvasinek homolognich k
proteimim Nhalp, Nhxlp a KhalpS. cerevisiae z hlediska jejich fylogenetické
konzervovanosti. Identifikovali jsme konzervovaméimokyselinové zbytkyi celé motivy
(zvla&se na arovni transmembranovych domeén), které vypgiviadayznamu &chto oblasti pro
funkci prenaSéu. Fylogenetickd analyza ukazala, Zze proteiny Nhgbp Fibuzné sasim a
rostlinnym genaséum, proteiny Khalp jsou podobné bakteriadlniteraséum a proteiny
Nhalp tvaili samostatnou skupinu. Recentni vysledky n&amjia Ze homology Nhalp se
nachazeji i v lidském genomu (Bredt al, 2005). Vysledky analyzy jsme publikovali (viz
publikacec. 7).

Pri vyhledavani gel kodujicich N&H'-antiportéry v dostupnych databéazich
obsahujicich sekvenované genomy kvasinek jsme w dvohi, S. pombe a Y. lipolytica
zjistili pfitomnost dvou geh kodujicich tyto proteiny. KolegynMgr. Klara Papouskova

zjistila, Ze tyto kmeny obsahuji kazdy vzdy jedé¢anaseé transportujici pouze Naa Li*, a
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druhy transportujici i K Tyto prenaseée tak patray hraji rozdilné role v busné fyziologii. V

Z. rouxii byl dosud identifikovan pouzeignaseé Na a Li* (ZrSod2-22p), a proto bylo
diivodné pedpokladat, Ze i kvasinka rouxii bude obsahovat NAd*-antiportér rozeznavajici
K" jako swij substrat. Vyuzili jsme protoifstupu do zatim nevejné databaze Génolevures 3
obsahujici kompletni sekvenci genonau rouxii pro vyhledani moznych dalSich gen
kddujicich N&/H -antiportéry. Identifikovali jsme novy N&1*-transportni proteiiZ. rouxii,
ktery jsme nazvalZrNhalp, a ten funiné charakterizovali heterologni expresbyvcerevisiae
Zjistili jsme, Zze ma schopnost eliminovat z Bkijak sodné a lithné, tak i draselné kationty.
Jelikoz genaseé ZrSod2-22 byl dosud studovan také pouze heterolognesi vS. cerevisiae
sledovali jsme progtdnictvim nastr@gi genového inZenyrstvi vytvenych v této praci funkci
obou transportérpiimo v Z. rouxii, abychom potvrdili jejich transportni specifitust§nou v
buikachS. cerevisiae

Potvrdili jsme, Ze fenase ZrSod2-22p je dlezity pro fist Z. rouxii v pritomnosti
zvysené koncentrace N&i Li”, ale nikoli K, a naopakZrNhalp je dlezity hlavré pro
toleranci vysoké w§3i koncentrace ioitK*. Sledovani fenotypu mutanZ. rouxii s deleci
téchto antiportér ukazalo, Ze obaipnasSée Z. rouxii mohoucasté&né komplementovat své
funkce v eliminaci sodnych nebo lithnych katidrat burék. KvasinkaZ. rouxii tak obsahuje
krom¢ prenaSée s Uzkou substratovou specifitalr$od2-22p), ktery iejme slouzi hlave k
eliminaci toxickych kationt z burék, téZz FenaSé se Sirokou substratovou specifitou
(ZrNhalp), jenz vzhledem ke své kapaexportovat draselné kationty hraj@eFitou roli téz
v udrZovani stabilni cytoplasmatické koncentrace $talého buného objemu nebo pH
cytoplasmy. Analyzou synteny gerftj. paradi geri na chromosomu) jsme zjistili, Ze gen
ZrSOD2-22vznikl patrré duplikaci gedka genuZrNHAL a inzerci kopie do jiného mista
genomu.

Posledni kapitola vysledkové a diskuzsdisti dizertani prace je ¥novana podilu
autorky na pib&hu sekvenace a anotace genafuwouxii CBS 732 v projektu Génolevures 3,
ktery se v ramci studia evoluce eukaryotniho genaahyva sekvenaci a anotaci gedayt
kvasinkovych drut paticich doKluyveromycespp. nebo tomuto rodu blizcefipuznych.
Predci €chto drutii kvasinek se vsi pragdodobnosti neprathli duplikaci celého genomu

tak, jak tomu bylo u f@dkaS. cerevisiasneboC. glabratg a z toho dvodu jsou evoltné
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zajimavé. Data ziskan&hem anotaci budou ¥&né pristupna a budou slouzit k analyze, jez
ma za cil objasnit mechanismy mikroevoluce eukaiého genomu.

Stanovené cile prace (viz kap. 3) se pibalesplnit. Ripravené néastroje genového
inZenyrstvi budou slouzit k dalSimu studiu vlasthdevasniky Z. rouxii tykajicich se
osmotolerance, vifpad odctleni Membranového transportu konkr&ntiportétt ZrSod2-
22 aZrNhal, jejichz funkci v bik&dchZ. rouxii bychom v budoucnu radi podragjinoziejmili
(nap. sledovanim regulace expresgésfusnych gem ¢i biogeneze/degradace jejich produkt
za riznych podminek).

V brzké dol dostupna celkova sekvence genomu a v této préeoigny soubor
nastrofi genového inzenyrstwini z kvasinky Z. rouxii ideélni organismus pro studium
osmotolerance, a z hlediska toho, Ze se jedna eirkug kterd ve své evalni historii
neproalala celkovou duplikaci genomu, i zajimavy modeb gtudium evoluce kvasinkového

genomu.
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7. Seznam pouzitych symbdl a zkratek

A
ADP
ARS
ATCC
ATP
AZC
ARS
BAC
bp
CBS
CDE
cDNA
CDS
DMSO
dsRNA
DTT
EB
FG
GFP
HOG
kbp
MAPK
MAT
Met
MRNA
ORF
PCR
PEG
PFGE

baze adenin

adenosindifosfat

autonomé se replikujici sekvence

americka kolekce typovych kultur
adenosintrifosfat

L-azetidin-2-karboxylat
autonomaé se replikujici sekvence

unely bakterialni chromosom

pary bazi

holandska centrélni databaze houbovych kultur
usek centromery s konzervovanou sekvenci
deoxyribonukleova kyselina ziskanaghpm piepisem z mRNA
kodujici sekvence

dimethylsulfoxid

dvouetézcova ribonukleova kyselina
1,4-dithiothreitol

elektroporani pufr

signalni draha filamentarniho vegetativniisiu
zeleny fluoresceéni protein

signalni draha regulace syntézy glycerolu
stovky pér bazi

mitogenr aktivovana protein kinasa
parovaci lokus

aminokyselina methionin

mediatorova ribonukleové kyselina
otewenyéteci ramec

polymerasoviéetzcova reakce
polyethylenglykol

pulzni gelové elektroforeza
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PKA
PKC
rDNA
RNA
STRE
SVG

TE

T™MS
YAC
YEp

YCp

signalni draha protein kinasy A

signalni draha protein kinasy C
ribozomalni deoxyribonukleova kyselina
ribonukleova kyselina

stress response element

signalni draha sterilniho vegetativniistu
baze thymin

pufr Tris-EDTA

transmembranova oblast

umely kvasinkovy chromosom
episomalni kvasinkovy plasmid
kvasinkovy plasmid obsahujici pouze ARS

centromerovy kvasinkovy plasmid
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9. Résumeé de these de Doctorat en co-tutelle

1. Introduction

Zygosaccharomyces rouxd@st une levure osmotolérante appartenant a |lsecldss
hémiascomyceétes. Elle se classe dans la zone ermrsgparant les espéces cerevisiae
sensu latodes Kluyveromyces(de Montigny et al, 2000). Cette position phylogénétique
particuliere en fait un organisme de choix pourptejet de génomique comparative des
hémiascomycétes, Génolevures 3 (http://cbi.lal@dnolevures). L’annotation actuellement
en cours permettra de préciser sa position.

La capacité d&. rouxii a résister a des fortes pressions osmotiques itanda qu’elle
soit souvent trouvée comme contaminant d'alimeictes en sels ou en sucres comme les
sirops, le miel et les confitures. Cette levure asssi employée dans des processus
fermentaires pour la fabrication de produits alitagres orientaux.

La réponse d'une cellule a un stress osmotiquendgpincipalement du métabolisme du
glycérol et de sa régulation (Hohmann, 2002). Eetelors d'une augmentation de la pression
osmotique, la cellule subit une fuite d'eau et perte de volume qui vont étre compensées par
une accumulation de glycérol. Cette pression ogpeticonstitue donc le signal pour
l'augmentationn vivo de la synthése du glycérol, la diminution de sxeréion par diffusion
Ou encore sa réimportation apres avoir été perddiffasion.

Le stress osmotique est en majorité causée paraiges concentrations de sucres ou de
sels (NaCl, KCl)Une forte concentration d’iordans le milieu va entrainer leur diffusion vers
l'intérieur de la cellule suivant leur gradient dencentration et perturber ainsi I'équilibre
homéostatique. Le maintien de la concentratioragaitulaire des ions, compatible avec le
fonctionnement cellulaire, est assuré cBezerevisiagar des mécanismes de transport actif.
La protéine membranaire codée par le ggaRHAL(Prior et al, 1996) va permettre I'efflux
d'ions Na, K et Li* en utilisant le flux entrant de protons*jHLes géne orthologues de
ScNHA1chezZ. rouxii (ZrSOD2-22 ZrSOD2 ZrSOD23 codent quant & eux des permeéases
exportant les ions sodium et lithium mais pas cdwpotassium (Kinclovét al, 2001, 2002,
Iwaki et al. 1998).
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Si plusieurs études physiologiques et biochimiqaes été réalisées chez rouxii
(Jansenet al, 2003; Martorellet al, 2007; van Zylet al, 1990), les connaissances en
génétique sont limitées. Seuls quelques genea. deuxii ont été clonés et caractérisés, par
exemple les genedrHOGL1 (lwaki et al, 1999),ZrFPS1 (Tang et al, 2005) etZrGPD1
(lwaki et al, 2001) impliqués dans la réponse au stress, oorerne geneZrSOD2-22
(Kinclova et al, 2001) codant’ antiporteur N&/H*. La plupart deZ. rouxii génes a été
caracterisés par complémentation de fonction &ezrevisiaelLes études de I'expression de
ces genes ou la caractérisation d’autres impligizgs les phénoménes d’osmotolérance ne
sont possibles chez. rouxii que s’il existe un ensemble d' outils génétiquesn@éculaires
permettant de réaliser directement dans cette esges études de génétique réverse. La
connaissance de son genome et sa position phytpgéwmont encore renforcer d’avantage
l'intérét de disposer de tels outils.

L’objectif de ce travail de thése a été double pkemier objectif a consisté a mettre au
point un ensemble d'outils génétiques et moléaggiermettant de réaliser chzrouxii des
études de génétique réverse. Le second était @detlasmotolérance d&. rouxii. Pour ce
dernier point, nous avons caractérisé et compar sieuches d&. rouxii CBS 732 et ATCC
42981 montrant une structure des parois cellulagesdes propriétés osmotolérantes
différentes. Nous avons étudié également limpagardes antiporters N&d™ dans
'osmotolérance deZ. rouxii. Enfin, nous avons complété ce travail par unerag®e de
génomique comparative des génes de levures codantdtions métalliques alcalind/H
antiporteurs et par la participation a I'annotatidun génome de&. rouxii dans le cadre du
projet Génolevures 3.

Ce travail de these sera présenté sous la forrsemtananuscrits (publi€, sous presse ou
soumis) et de deux chapitres décrivant les résutiian-publiés.

2. Principaux résultas obtenus

2.1. Construction d’'outils génétiques et moléculag@s deZ. rouxii

Ce travail a conduit a la construction de pluseoutils de génétique et de biologie
moléculaire permettant I'utilisation d& rouxii comme organisme modéle. L'isolement et la
caractérisation de six mutants d’auxotrophie conunas, leu2, ade2et la mise au point de

protocoles de transformation par électroporationédé les premiéres étapes indispensables a
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la construction d’un ensemble de plasmides spégfgleZ. rouxii. Nous avons construit un
ensemble de plamides de type épisomal présentstanbmbre de copies grace a la présence
de l'origine de réplication du plasmide endogen&pReZ. rouxii.

Nous avons isolé 4 fragments d’ADN de cette levprésentant un % important
d’'identité au niveau nucléotidigue et une orgamsatsimilaire aux centromeres de.
cerevisiae Deux d’entre-eux ont été analysés plus particetieent et leur fonction de
centromeres ont été prouvées expérimentalementZhenxii. Ces éléments nous ont permis
de construire un ensemble de plasmides centrong&riqui lorsqu’ils sont introduits ch&z
rouxii vont étre présents en copie unique.

De la méme maniére, nous avons congu un vecteorgp@ant de réaliser des fusions
GFP dans le but de localiservivoles protéines d’intérét. Enfin, nous avons mipaunt les
outils et les conditions expérimentales permetiamemplacement de génes en une étape par
un mécanisme de recombinaison homologue. Graces ar@eaux, a la construction d’'une
cassettdoxP-kanMX-loxPet d’'un plasmide exprimant une recombinase il est possible a
présent de déléter chez rouxii un ou plusieurs genes d'intéréts et d’en étudieside

phénotype.

2.2. Etude des propriétés osmotolérantes d rouxii

Deux souches de laboratoire & rouxii sont généralement utilisées dans les
différentes approches utilisant cette espéce, CBS & ATCC 42981. La souche ATCC
42981 étant plus osmotolérante que CBS'782était intéressant d'étudier les différences
génomiques et génétiques de ces souches dansde bamprendre cette variabilité.

Une analyse du caryotype électrophorétique a rauglgolymorphisme important entre
ces deux souches. La souche ATCC 42981 porte umgsome surnumeéraire. Sur le plan de
la structure, on peut observer des difféerencesiaan de leurs parois cellulaires. Celles-ci
présentent en effet une résistance variable vis d'gnzymes lytiques comme la Zymolyase
et la Lyticase qui découlent de différences dectire. La souche moins osmotolérante, CBS
732", posséde une paroi plus rigide que celle de latBATCC 42981 qui est plus élastique.
Les deux souches sont plus osmotolerantesSquerevisiaeet produisent moins de glycérol
sous les conditions de stress osmotique, indigliexistence d'un mécanisme capable de

retenir ou de réimporter le glycérol perdu parudifbn. La souche ATCC 42981, mais pas
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CBS 732, est aussi capable d’assimiler glycérol. Les tésilobtenus sont en accord avec
une hypothese que ATCC 42981 est une souche hybride

2.3. Na/H -antiporteurs

A partir des banques de données publics, noussaremherché les différents genes
codant pour les catiorBl™ antiporteurs c’est a dire les orthologues des k&A1, NHX1 ou
KHAL1 de S. cerevisiae L'analysein silico de ces séquences a permis de montrer la
conservation de domaines protéiques qui sont tragsemblablement important dans le
fonctionnement de ces antiporteurs. La compara@oylogénétique de celles-ci avec les
protéines de type antiporteur de bactéries, detgdaet de mammiféres a indiqué que les
protéines Nhx sont proches des antiporteurs detqdaet de mammiferes tandis que les
protéines Kha sont proches de ceux des bactémaesdntre, les protéines Nhal forment une
famille spécifigue. Récemment, les homologs Nhailegt identifié aussi dans le génome
humain (Brettet al, 2005).

Le géneZrSOD2-22codant pour I'antiporteur Nhalp @erouxii CBS 732, qui a été
étudié jusqu'a présent uniquement en contextediétgre ches.cerevisiaga été délété chez
Z. rouxii. L'analyse phénotypique du mutant obtenu a cosfilafonction de ce gene dans le
tolérance aux ions Nat Li*. En explorant la base de donné de Génolevures Seaond géne
appartenant a la famille des antiporteurs’/N& a été identifié cheZ. rouxii et nommé
ZrNHAL Nous avons montré que cette protéine a une satedn membranaire. Nous avons
construit des mutants de délétidmnhald et Zrsod2-22 et le mutant doubl&rnhald
Zrsod2-221 deZ. rouxii. L'analyse phénotypique de ces mutants et lesneesie |'efflux des
cations en contexte hétérologue cl¥ezerevisiaeont prouvé que&rNhalp était capable de
transporter I'ion K, mais aussi Na et de participer a la tolérance de la cellule ims K,

Na" et Li*. En présence des ions Nat Li*, les deux antiporteurs apparemment
complémentent I'un l'autre. La levuZe rouxii posséde donc deux antiporteurs’/N&: Un
avec une large spécificité de substiZtNHAL) et un autre avec une spécificité de substrat
plus étroite ZrSOD2-22. L'analyse de syntenie des genes avoisidaNHAL et ZrSOD2-22
suggereque ZrSOD2-22résulte d’'une duplication génique et insertion dame nouvelle

région du génome.
2.4. Séquencgage et annotations de rouxii génome
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Z. rouxii fait partie des especes étudiées dans le cadrerajet de génomique
comparative Génolevures 3. Nous avons donc paétiil’annotation des différents génomes
des 4 espéces appartenant ou proche du groupdudasromycesCe travail a représenté un
bon complement de formation dans le cadre de tretie.

3. Conclusion et perspectives.

Les outils génétiques et moléculairegnsi que I'amélioration des techniques,
notamment de transformation, mis au point lors detravail de these nous ont permis
d’avancer dans la compréhension du phénomeéne dtorance d&. rouxii. Nous avons pu
préciser le role des antiporteurs'M& dans ce phénoméne. La levidrerouxii posséde deux
types de N&H" antiporteurs: I'un avec une large spécificité dbssrat ZrNHAD) et l'autre
avec une specificité plus étroit€rGOD2-22. L’analysein silico, grace aux banques de
données, des cations métaux alcalinsahtiporteurs pour 'ensemble des génomes delsvure
séquenceés a permis de localiser les régions clésd@donctionnement de ces transporteurs.

La connaissance de la séquence complete du géabres outils congcus dans ce
travail permettent d’utiliser a présent la levidrgouxii comme modéle expérimental au méme
titre queS. cerevisiaeLes approches expérimentales qui pourront étweldgpésin vivo

permettront ainsi de renforcer les approches dergé&ue comparative.
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10. Frilohy

10.1. Sekvence proteinZrNhal

51

101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

Aminokyselinové zbytky liSici se od sekvert®NHAL v databazi Génolevures 3 jsou zvyramn
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ERVRKI REEE
PHHHAGHEND
SSYRRANKYY
TAGKVM\KA
SYRRPEELEN
DNVDGDSTSV

FSAPRDQDDE EEPPTPLEAQ AQSGAKNSTT
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GGEEEDLGAI
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GESP! | RSDS
AYKI DNQLI

LSAVG KNRS
DEQGDTDDYE
RSNESESAVE
KKVKDSL GRK

SMVAGAFGL

PRKYMAKHVL
TATDPI LAQS
MHPRQGGE! V
RESFLAFYW
NVSTVI DVLL
Rl PAVLLLKP
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STPRSQTTED
DQLI AENAEG
NRSGHSSL SS
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10.2. Srovnani sekvencscNhalp,ZrSod2-22p aZrNhalp

ScNhalp
ZrNhalp
Zr5ed2-22p
Consensus

ScNhalp
ZrNhalp
Zrsed2-22p
Consensus

ScNhalp
ZrNhalp
ZrSod2-22p
Consensus

ScNhalp
ZrNhalp
ZrSod2-=22p
Consensus

ScNhalp
ZrNhalp
ZES6e2-22p
Consensus

ScNhalp
ZrNhalp
ZrSod2-22p
Consensus

ScNhalp
ZrNhalp
ZrSed2-22p
Consensus

ScNhalp
ZrNhalp
Zr3od2-22p
Consensus

ScNhalp
ZrNhalp
ZrSed2-22p
Consensus

ScNhalp
ZrNhalp
Zrgeod2-22p
Censensus

ScNhalp
ZrNhalp
Zr80d2-22p
Consensus

101 150
VSVIMLLLPVMTAGWLIIGLEFVWILIPGLNFSASLLISACITATDPILAQ
LSVITMLLVPVMTFGWLIIGLEVWIVIPGLNFSHSLLVAACITATDPILAQ
LSVITMLLVPVMTSGWLVIALFVWILVPGLNFPASLLMGACITATDPVLAQ
LSVTMLLVPVMTAGWLITGLEVWILIPGLNEFSASLLIAACITATDPILAQ
184, 200
SVVSGKFAQRVPGHLRNLLSAESGCNDGMAFPFLFLSMNLILHPGNGRET
SVVSGKFAERVPGHLRNLLSAESGCNDGLAFPFIYLSLYLIMHPROGGET
SVVSGTFAQKVPGHLRNLLSCESGCNDGLAFPFVFLSIDLLLYPGRGGETL
SVVSGKFAQRVPGHLRNLLSAESGCNDGLAFPFIFLSTI LILHPGNGGEI
201 250
VKDWICVTILYECLFGCLLGCFIGYVGRITIRFAEKKNITIDRESFLAFYV
VKDWICITILWECLFGCLLGCVIGYCGRRAIRFAEEKKITIDRESFLAFYV
VKDWICVTILWECIFGSILGCIIGYCGRKAIRFAEGKRIIDRESFLAFYL
VKDWICVTILWECLFGCLLGCIIGYCGRKAIRFAE KKIIDRESFLAFYV
251 300
VLAFMCAGFGSILGVDDLLVSFAAGATFAWDGWESQKTOQESNVSTVIDLL
VLTFMCAGEFGSILGVDDLLTSFSAGAAFAWDGWESERTKESNVSTVIDVL
ITLALTCAGEFGSMLGVDDLLVSFFAGTAFAWDGWEFATKTHESNVSNVIDVL
VLAFMCAGFGSILGVDDLLVSFAAGAAFAWDGWES KT ESNVSTVIDVL
301, 350
ILNYAYFIYFGAITIPWSQFNNGEIGTNVWRLITILSIVVIFLRRIPAVMILR
ILNYAYFVYFGAITIPWQHFNDPVIGLDIWRLITLATIVIFLRRIPAVLLLK
ILNYAYFVYLGSILPWKDENNADIGLDVWRLITILSLVVIFLRRIPAVLLLK
LNYAYFVYFGAIIPW FNNADIGLDVWRLIILSIVVIFLRRIPAVLLLK
& 51, 400
PLIPDIKSWREALFVGHEFGPIGVGAIFAAILARGELESTES-DEPTPLNV
PLIPDIKSWREAVEVGHFGPIGVGAVFASLTARAQLETQAEPHEETPLET
PLIPDIKSWREAMFIGHFGPIGVGAVYAAIISKSQLESHLT-DEETPLNY
PLIPDIKSWREALFVGHFGPIGVGAVFAATITARAQLES S DEETPLNI
401 450
VPSKEESKHWQLIACIWPITCFFIVTSIIVHGSSVAIITLGRHLNTITLT
LPEKG-SKHWQIIWVIWPITCFFILTSIIVHGSSVAIITLGRHLNTITLT
TPGKG-SKHWQAMACLWPITCEFSIITSVIVHGSSVAVIMLGRYLNTVTLT
LP KG SKHWQITACIWPITCFFIITSIIVHGSSVAIITLGRHLNTITLT
451 500
KTEFTTHTTNGDNGKS SWMORLPSLDKAGRSEFSLHRMDTOMTLSGDEGEAE
KTEFTTNTTNGN-GKSSWMORLPALEKSGRSFSLORVDTEAPSFS——————
AAPTSRTASTS-TKNSWLOSLPPFDKSGRPFSLOQRLDKETSPTPG—————
KTEFTT TTNG GKSSWMORLPALDKSGRSEFSLQRLDTE S S

501 550
EGGGRKGLAGGEDEEGLNNDQIGSVATSGIPARPAGGMPRRRKLSRKEKR
—————— GO M-V R == T8 ——GV B YT PAGENMK R————=GRE~——
————————————————————— QIDVRTSGMIAAPALGMRQR-—————————
G VATSGIPA PAGGMKRR RK
551 600
LNRROQKLRNKGREIFSSRSKNEMYDDDELNDLGRERLOKEKEARAATFAL
—NRRNKRRKELLHVLSGNGTN—--—-—-EEELNDLGRERLOREKEARAATFAL
——WRORLHG s N-———KETESDIEMSDLOROREEHTGTIDL
NRRQKLR IS N DEELNDLGRERLOQREKEARAATFAL
601 650

STAVNTOQRNEEIGMGGDEEEDEYTPEKEYSDNYNNTPSFESSERS-—--88
STAANRGTNKDTLEAEGQTPGGSDSTEQVASNEPTKSDIDIMNREETVHA
NPT TR LELGT TNARERGT A0 ——————————mm—i—— RSKVNIMNRTETVNT
STA N NDAAG A N KS IDIMNRSETV S
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ScNhalp
ZrNhalp
Zr5od2-22p
Consensus

ScNhalp
ZrNhalp
ZESSE2—-2218
Consensus

ScNhalp
ZrNhalp
ZrSod2-22p
Consensus

ScNhalp
ZrNhalp
Zrsed2-22p
Consensus

ScNhalp
ZrNhalp
ZrS5ed2-22p
Consensus

ScNhalp
ZrNhalp
ZYrSed2-22p
Consensus

ScNhalp
ZrNhalp
ZrSod2-22p
Consensus

ScNhalp
ZrNhalp
ZrSod2-22p
Consensus

651 700

LRERTYVERNRYDGERTESEIESBRDEME——~—————— e NE
ISGLDELARDREHGEINLIEGGGEEEDLGATISTPRSQTTEDIDEKLSRGE
IYGLDKLADDTENHRDY YHVETS RMHD L G—————mi—mime—— SSHDDVYTYE
I GLD LARDRE GEI IE EDET DL E
701 750

SER-SMASSEERRIRKMKEEEMKPGTAYLDGNRMITENKQGEILNQVDIE
SETGSRRSAESERMRKIREEEEQAHVAYAEDDQLIAENAEGEVIDEARYN
FDADSIDSLERERIKLLREQEQOAYTAYTEDNQVITENRQGEILEYARSH
SE SI SAE ERIRKIREEE QAHTAY EDNQLITENKQOGEILD AR

%5, 800
DRNEARDDEVSVDSTAHSSLTTTMTINLSSSSG——————— GRLKRILTPTS
KPRKDEEHGLHPHHHAQHENDGESPITRSDSNRSGHSSLSSLKRVLSPKF
NDG-VRDAEAGSHNQGRHKRAS ———————— O e S e S e
RD EL H A H S L85 LKRILSP
801 850

LGKIHSLVDKGKDKNKNSKYHAFKIDNLLITENEDGDVIKRYKINPHKSD
EGKLODKMRRSSSYRRANKYYAYKIDNQLITEDKEGEVLRRYKINTRTSG
P-—PLERLRQITNEACKTKYYAYKVGNDLIVEDESGEEFRRYRISPHGG—
GKI DKLRK S K SKYYAYKIDN LIIEDEDGEVIRRYKINPH S

851 900
DDKSKNRPRN—--—--DSVVSRALTAVGLKSKANSGVPPP——————— VDEEK
NDKKKPEEKSGTAGGKVMNKALSAVGIKNRSAPNNPEGNVSPTRGEENLK
—— R LR RN -~ LNNEV BV S SME LT ey B

DKKK K KN VVSKALSAVGIK KA P D K
801 950

ATEGPSRKGPGMLKKRTLTPAPPRGVODSLDLEDEPSSEEDLGDSYNMDD
MVRNPTPAPKDSYRRPEELENDEQGDTDDYEDEGEDSNDEDNRDSYDDNY
————— RRVPE--RKNHSLLHSEDEMADDEAESEEENYGDSDDLALFVKDH

I PSR P KK SLL ADD G DD E EDE S DED DSY DH
951 1000
S EDY DN AYESETEFERQRRLNALGEMTAPADQDD

TDDSEEDGEERDNVDGDSTSVRSNESESAVERERRLNALGHESAPRDQDD

SDD DD A ESES ER RRLNALG SAP DQDD
1001 1043
EELPPLPVEAQTGNDGPGTAEGKKKQKSAAVKSALSKTLGLNK
EEEPPTPLEAQA-QS————=~ GAKNSTTKKVKDSLGRKFHLK-

EE PP PLEAQ N G K S VK AL K L

Cerverg, aminokyselinové zbytky konzervované ve vdekh antiportérech;

modre, aminokyselinové zbytky konzervované alegspe dvou antiportérech;

zelerg, aminokyselinové zbytky vykazujici podobnost ss$@mzualni sekvenci;

cerrg, aminokyselinové zbytky nevykazujici podobnost.

K analyze byl vyuZzit program Vector NTI (Invitrogen
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