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ABSTRAKT

Rpgl/Tif32/elF3a je esencidlni a nejvétsi podjednotkou transla¢niho iniciacniho
faktoru elF3 kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Vedle jejich interakci v ramci elF3
komplexu byla jiz drive popsana téz jeji vlastnost interagovat s mikrotubuly.
PredbéZzné vysledky laboratore skmeny v genetickém pozadi W303 ukazaly na
existenci syntetického fenotypu rpgl-2 mutanty s mikrotubularnim inhibitorem
nokodazolem. Cilem této prace byla analyza ,mikrotubularniho fenotypu“ rpgi1-2
mutanty a objasnéni mozného vlivu odliSného genetického pozadi. Prokazala jsem, Ze
nezavisle na genetickém pozadi kmene (W303, BY, SEY) byly vSechny analyzované
mutanty rpg1-1, rpg1-2 a rpg1-3 termosenzitivni. Zjistila jsem vSak, Ze tyto mutanty v
BY a SEY genetickém pozadi za nepermisivnich podminek (37°C, 4 h) nevykazuji
terminalni fenotyp a nezastavi bunécny cyklus v G1 fazi, tak jak bylo popsano diive u
kment pozadi W303. Tyto mutantni kmeny také nevykazovaly zvySenou citlivost
kbenomylu a Zadna ztestovanych mutaci v téchto kmenech neovliviiuje obnovu
mikrotubularniho systému po uvolnéni z ptisobeni nokodazolu. Pripravila jsem nové
kmeny s kombinaci delece genu BUBI s jednotlivymi testovanymi termosenzitivnimi
mutacemi v genu RPGI. Podrobna fenotypova analyza téchto dvojitych mutantt
ukazala, Ze disfunkce obou genovych produktii vede ke vzniku syntetického defektu.
Ziskané vysledky naznacuji, Ze transla¢ni faktor Rpgl/elF3a v kmenech BY a SEY

genetického pozadi je nezbytny také pro zdarné ukonceni mitozy.

Kli¢ova slova: Rpgl, iniciace translace, mikrotubuly, BUB1



ABSTRACT

Rpgl/Tif32/elF3a is an essential and the largest subunit of translation initiation
factor elF3 in yeast Saccharomyces cerevisiae. Besides interactions within the elF3
complex it has been shown to interact with microtubules. Preliminary data of the
laboratory obtained using strains of the W303 genetic background indicated that
there is a synthetic phenotype between rpg1-2 mutant and microtubule inhibitor
nocodazole. Aim of this work to elucidate this ,microtubule phenotype“ of the rpg1-2
mutant and its dependency on used genetic background. I confirmed that
independently on genetic background (W303, BY, SEY) all mutants rpg1-1, rpg1-2 and
rpg1-3 were temperature-sensitive. | found that in contrast to published data on rpg1
mutants of the W303 background these mutants of the BY and the SEY backgrounds
do not arrest the cell cycle in G1 phase during cultivation at the restrictive
temperature (37°C, 4 hours). In addition, all three mutants did not show an increased
sensitivity to benomyl and none of them affects microtubule rearrangement after a
release of cells from the nocodazole treatment. I constructed new strains with a
combination of the BUBI gene deletion with the particular rpg1 mutation. Phenotypic
analyses of new double mutants revealed that simultaneous dis-function of Bub1 and
Rpgl results in a synthetic defect. Presented results indicate that translation factor
Rpgl/elF3a is crucial for a successful exit from mitosis in strains of BY and SEY

genetic backgrounds.

Keywords: Rpgl, initiation of translation, microtubules, BUB1



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A - alanin

AA - aminokyselina (z angl. amino acid)

AA/MBA - akrylamid/bis akrylamid

ADP - adenosindifosfat

Amp - ampicilin

APC - anafazi podporujici komplex (z angl. anaphase-promoting complex)
ATP - adenosintrifosfat

AUG - START kodén

BFP - modry fluorescencni protein (z angl. blue fluorescent protein)

BSA - hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine)

CM - kompletni medium (z angl. complete medium)

CSN - COP9-Signalosome

DAPI - fluorescen¢ni barvivo 4',6-diamidin-2-phenylindol

ddH20 - deionizovana voda

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DTT - dithiothreitol

E - kyselina glutamova

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova (z angl. ethylenediaminetetraacetic acid)
FACS - pritokova cytometrie (z angl. Fluorescence-activated cell sorting)
G - glycin

G1, G2 - faze bunécného cyklu (z angl. gap)

GDP- guanosindifosfat

GFP - zeleny fluorescencni protein (z angl. green fluorescent protein)
GTP - guanosintrifosfat

HS - teplotni Sok (z angl. heat shock)

[ - izoleucin

IC - inicia¢ni komplex (z angl. initiation complex)

KAc - octan draselny



L - leucin
LB - Luria-Bertani (LB) broth
LiAc - lithium acetat
M - mitoticka faze bunécného cyklu (z angl. mitosis)
MAPs - proteiny asociujici s mikrotubuly (z angl. mikrotubule-associated proteins)
MAP kindza - mitogenem aktivovana proteinova kindza (z angl. mitogen-activated
protein kinase)
MCC - komplex mitotického kontrolniho bodu (z angl. mitotic checkpoint complex)
Met - methionin
MFC - multifaktorovy komplex (z angl. multi factor complex)
MM - minimalni medium
mRNA - mediatorova ribonukleova kyselina (z angl. acid)
MT- mikrotubuly
0D - opticka denzita
ON - pres noc (z angl. overnight)
PCI/PINT doména (Proteasome, COP9, Initiation factor3/Proteasome, Int6, NIP-1,
TRIP-15)
PEG - polyethylen glykol
PIC - preinicia¢ni komplex (z angl. preinitiation complex)
R - arginin
RFP - Cerveny fluorescencni protein (z angl. Red fluorescent protein)
RNA - ribonukleova kyselina
rpm - otacky za minutu (z angl. revolutions per minute)
rRNA - ribosomalni ribonukleova kyselina
S - synteticka faze bunécného cyklu (z angl. synthesis)
S - serin
SAC - kontrolni bod usporadani vreténka (z angl. spindle-assembly checkpoint)
SDS - dodecylsiran sodny (z angl. Sodium Dodecyl Sulfate)
SDS - PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti dodecylsiranu
sodného (z angl. polyacrylamide gel electrophoresis)
SOB - super optimalni medium (z angl. super optimal broth)
SOC - super optimalni medium s katabolickou represi (z angl. super optimal broth

with catabolite repression)



SPB - jaderny plak (z angl. spindle pole body)

ssDNA - jednovlaknova deoxyribonukleova kyselina (z angl. single strand)
T- threonin

TAE - pufr obsahujici Tris-acetate-EDTA

TBE - pufr obsahujici Tris/Borate/EDTA

TBS - trisovy pufr (z angl. Tris-Buffered Saline)

TC - ternarni komplex

TCA - trichloroctova kyselina

TEMED - tetramethylethylenediamin

Tif - transla¢ni inicia¢ni faktor (z angl. translation initiation factor)
tRNA - transferova ribonukleova kyselina

T-TBS - trisovy pufr s Tween 20 (TBS-Tween pufr)

UV - ultrafialové zateni (z angl. ultra violet)

V -valin

YPD - rlistové medium pro kvasinky (z angl. yeast-peptone-dextrose medium)
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1 UVOD

V pribéhu bunécného cyklu dochazi kregulaci genové exprese, jejimz klicovym
krokem je proces iniciace translace. Pro spravny priibéh inicia¢ni faze je zapotiebi
spoluprace mnoha proteini a proteinovych komplext. Jednim z nich je komplex elF3,
ktery se sklada z5 podjednotek (Rpgl/Tif32/elF3a, Prtl/elF3b, Nipl/elF3c,
Tif35/elF3g a Tif34/elF3i).

V nasi laboratofi se zabyvame studiem proteinu Rpgl/Tif32/elF3a v kvasince
Sacharomyces cerevisiae (S. cerevisiae). Tento jednobunécny, eukaryoticky
mikroorganismus je vhodnym modelem pro studium rady bunécénych procesi
na molekularni drovni i pro mikroskopicka pozorovani rady udalosti a zmén.

Vramci své diplomové prace charakterizuji doposud nepublikované mutanty
proteinu Rpg1 (rpg1-2 a rpg1-3), které jsem porovnavala s jiZ publikovanou mutantou
rpg1-1 (Kovarik et al. 1998). Sledovala jsem rovnéz jak tyto mutanty ovliviiuji

usporadani mikrotubuli v priibéhu bunécného cyklu.
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2 LITERARNI PREHLED

2.1. Translace

Translace je jednim z esencidlnich krokii v procesu genové exprese. V jejim pribéhu
je ,feC sledu nukleotidi v mRNA preloZzena do ,fec¢i“ aminokyselin a znich jsou
skladany bilkoviny jako zakladni stavebni kameny buiiky. Translace mize byt
kontrolovdna a regulovdna na vSech urovnich (iniciace, elongace, terminace), ale
nejprobadanéjsi jsou regulace na urovni iniciace translace. V diisledku nespravné
regulace translace miize v buiice dochazet jak ke zméndm v celkové proteinové
homeostazi, tak i v jednotlivych buné¢nych procesech, zahrnujicich napt. i bunécny
cyklus. Tyto nezadouci zmény pak mohou v lidském organismu vyvolavat rizné typy

onemocnéni véetné nddorového bujeni a neurodegenerativnich chorob.

2.1.1. Prubéh iniciace translace

Iniciace translace je velmi komplexni krok, vyZadujici souinnost mnoha
multifunkénich a multipodjednotkovych proteinovych komplext. V eukaryotickych
bunikdch je vyzadovana spoluprice 13 riiznych translacnich inicia¢nich komplexi
(elF1, elF1A, elF2, elF2B, elF3, elF4A, elF4B, elF4E, elF4F, elF4G, elF4H, elF5, elF5B)
faktorti (elF1, elF2, elF3, elF4, elF5), znichz ctyri vykazuji homologie klidskym
faktortim (elF1, elF2, elF3, elF5), (Asano et al. 1998).

Jednim z kroki potfebnych pfi iniciaci translace je tvorba ternarniho
komplexu (TC), ktery obsahuje elF2 snavazanym GTP a jim rozpoznanou
iniciatorovou tRNA (Met-tRNAMet;) umisténou v P misté malé ribosomalni
podjednotky (Sonenberg & Hinnebusch 2009). Tento dilezity krok iniciace translace
k tvorbé tzv. multifaktorového komplexu (MFC), sloZzeného zelF1, elF3, elF5 a
ternarniho komplexu (Hinnebusch et al. 2004). Kromé kvasinek byl MFC pozorovan
u rostlin (Dennis et al. 2009) a ¢lovéka (Sokabe et al. 2012). Pripojenim MFC k malé
ribosomalni podjednotce 40S vznika 43S preinicia¢ni komplex (43S PIC) (Asano et al.
2000). Takto zformovany 43S PIC se vaze k mRNA, a tim dojde ke vzniku 48S
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iniciacniho komplexu. Sestaveny 48S miuze zacit s hledanim START kodénu (AUG)
tzv. skenovacim mechanismem. Po nalezeni START kodénu dochazi k zastaveni 48S
IC v misté AUG (Algire et al. 2005) a hydrolyze GTP navazaného na elF2. Nasleduje
uvolnéni iniciacnich faktort z 48S IC, pripojeni velké ribosomalni podjednotky 60S

na malou 40S a vzniku 80S iniciacniho komplexu pripraveného k elongaci.

13



Obr. 1 Iniciace translace u eukaryot. (Prevzato z Jackson et al. 2010).
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2.1.2 elF3 komplex

NejvétSim z eukaryotickych inicia¢nich faktort je multiproteinovy komplex elF3 (Obr.
2). Jak jiz bylo zminéno, uplatiiuje se pti tvorbé 43S PIC (Obr. 1) u savct i kvasinek
(Majumdar et al. 2003; Valasek et al. 2002), ale jeho funkce je potfebna pri hledani
START kodoénu (Chiu et al. 2010; Nielsen et al. 2004) i pri reiniciaci translace.
(Valasek, Phan, et al. 2001; Szamecz et al. 2008; Munzarova et al. 2011; Nielsen et al.
2004).

U kvasinky S. cerevisiae se jadro proteinového komplexu elF3 sklada z péti
stochiometricky zastoupenych podjednotek (Obr. 2), z nichz kazda ma svého lidského
homologa: Rpgl/Tif32/elF3a, Prtl/elF3b, Nipl/elF3c, Tif35/elF3g a Tif34/elF3i
(Tabulka 1) (Valasek et al. 1998; Asano et al. 1998; Phan et al. 1998; Hinnebusch
2006). S timto komplexem volné asociuje neesencialni protein Hcrl/ elF3j. Hcrl svou
funkci podporuje vazbu elF3 k ribosomu, zapojuje se do ribosomalni biogeneze a
spravného vybéru START kodénu (Elantak et al. 2010; Valasek, Hasek, et al. 2001).
Oproti kvasinkovému elIF3 (Obr. 2) je ten lidsky komplexnéjsi a sestava ze 13

podjednotek (elFa-elFm) (Phan et al. 1998; Damoc et al. 2007).

nazev Rpgl/Tif32/elF3a | Prtl/elF3b Nip1/elF3c Tif35/elF3b | Tif34/elF3i
podjednotky
S. cerevisiae
Funkce soucast soucast soucast stimuluje stimuluje
v subkomplexu subkomplexu | subkomplexu | opétovné rychlost
Prt1-Rpg1-Nip1 Prt1-Rpgl- Prt1-Rpgl- zahajeni skenovani
S.cerevisiae | podili se  na | Nipl Nip1 podili se | skenovani | pri
navazani mRNA a | stimuluje na usporadani | pri reiniciaci
iniciatni tRNA k | vazbu mRNA | preinicia¢niho | reiniciaci translace
ribosomu; a iniciacni | komplexu a | translace
zahrnuta tRNA k | vybéru
v reiniciaci ribosomu START
translace kodénu
lidsky p180/ elF3a hPrtl/ elF3b | p110/ elF3c p44/ elF3g | p36/ elF3i
homolog

Tabulka 1 Ndzvy a funkce podjednotek kvasinkového elF3 komplexu s lidskymi homology.
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elF2 (TC)

a/TIF32

g

Obr. 2 Struktura elF3 komplexu s jeho podjednotkami. (Pievzato z Khoshnevis et al. 2014).

2.1 elF3a/Rpgl1/Tif32

2.1.1 Struktura proteinu Rpg1

Gen RPG1 kéduje esencidlni protein o molekulové hmotnosti 110 kDa, ktery se sklada
z 964 aminokyselinovych zbytkd (AA) (Kovarik et al. 1998). Sekvencni analyza
proteinu Rpgl odhalila neobvyklou distribuci nabitych aminokyselin. Vzhledem
k tomu, I1ze molekulu Rpgl rozdélit do tfi domén. N-terminalni aminokyselinové
zbytky (1-110) tvori zakladni, bazicky polypeptid a stfedni oblast (111-650 AA)
predstavuje kyselou ¢ast molekuly. C-terminalni ¢ast (651-964 AA) je podobné jako
N-terminalni ¢ast bazicka, navic je velmi bohatd na prolin a obsahuje nékolik
potencialnich mist (P-X-S/T-P) typickych pro fosforylaci MAP kinazou (Gonzalez et al.
1991).

Zminéna C-terminalni oblast Rpgl obsahuje kromé oblasti bohaté na prolin i
HCR-like doménu, ktera zprostredkovdvd vazbu s proteinem Hcrl. Interakci
s proteinem Prt1 zprostiredkovava tzv. RRM motiv, rozpoznavajici také RNA (Valasek,
Phan, et al. 2001). S C-termindlni ¢asti Rpgl asociuji i dalsi inicia¢ni proteinové
komplexy, elF1 a elF2 (Valasek et al. 2002). Dale byla prokazana vazba ribosomalni
podjednotky 40S proteinem RPSOA k N-terminalni doméné Rpgl, a také

16



k C-terminalnidoméné Rpg1, kde se vazZe helix (16-18) 18S rRNA, (Kouba et al. 2012;
Valasek et al. 2003).

Rpgl kromé zminénych domén, nese i tzv. PCI/PINT doménu (419-506 AA)
(Proteasome, COP9, Initiation factor3/Proteasome, Int6, NIP-1, TRIP-15)(Shalev et al.
2001), ktera zprostredkovava protein-proteinové interakce. Proteiny s PCI doménou
jsou soucasti vicka proteasomu, COP9 signalosomu (CNS) a elF3 komplexu (Maytal-
Kivity et al. 2003). Rpgl a Nip1 jsou jediné dvé podjednotky elF3 komplexu nesouci
PCI doménu (Khoshnevis et al. 2014a). U Nip1 byla prekvapivé prokazana vazba PCI
domény s RNA, kde funguje jako miistek mezi elF3 a 40S podjednotkou ribosomu.
(Kouba et al. 2012).

Sekvencni analyzy Rpgl provedené Kovarikem et al. 1998 také ukazaly
podobnost kratkého useku (926-947 AA) s doménou bohatou na prolin savcich
proteinii MAP2 (Lewis et al. 1988) a Tau (Himmler et al. 1989), ale jiné homologie
s MAP2 proteinem nebyly nalezeny. MAP2 i Tau patfi do rodiny MAPs (,,mikrotubule-
associated proteins“) proteinli a vyznamné se podili na dynamice mikrotubuld.
A pravé Hasek a spol. popsali Rpgl jako protein interagujici s protilatkou namiifenou
proti prase¢cimu MAP2 proteinu a jako protein interagujici s mikrotubuly (Hasek et al.
2000; Kovarik et al. 1998). Z tohoto divodu bylo pozorovano ovlivnéni dynamiky

mikrotubuld u raznych mutantt Rpg1.

2.1.2 Funkce proteinu Rpgl v S. cerevisiae

Protein Rpgl/elF3a je nejvétsi podjednotkou kvasinkového elF3 komplexu.
V S. cerevisiae je esencidlnim proteinem a je znama pouze jeho role v iniciaci v ramci
elF3 komplexu (Valasek et al. 2003; Kovarik et al. 1998). Byly zjiStény interakce Rpg1l
s kvasinkovym cytoskeletem. Provazanost nebo spojeni Rpgl s aktinovymi filamenty
jsou indikovany interakcemi Rpgl s proteinem asociovanym s aktinem zvanym Sla2
(Palecek et al. 2001). Lokalizace Rpgl na mikrotubulech byla testovana metodou
neprimé imunofluorescence s vyuzitim specifické monoklonalni protilatky PK1/1
proti Rpgl (Vavrickova et al. 1998) a asociace Rpgl s mikrotubuly byla prokazana
invitro (Hasek et al. 2000). Blizsi propojeni Rpgl s mikrotubuly neni dosud vice

znamo a vzhledem Kk plsobeni Rpg1 v riznych bunécnych procesech by mohl nabrat
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na vyznamu. Vzajemné plisobeni Rpgl a mikrotubuli by se mohlo spolupodilet

na kontrole kvasinkové translace.

2.1.2.1 Mikrotubularni cytoskelet v S. cerevisiae

V S. cerevisiae existuji celkem Ctyti geny (TUB1, TUB2, TUB3, TUB4) kédujici tubuliny.
a-tubulin je kédovan dvéma geny, TUB1 a TUB3 (Schatz et al. 1986), které jsou
funk¢né rovnocenné, avsak hladina exprese je mnohonasobné vyssi u esencidlniho
TUBI. Oproti tomu B-tubulin je kédovan jedinym esencidlnim genem, ozna¢ovanym
TUB2 (Neff et al. 1983). Podobné jako B-tubulin je i y-tubulin kédovan pouze jednim
esencidlnim genem zvanym TUB4.

a-tubulin a B-tubulin spole¢né vytvari heterodimery, které polymerizuji a
vytvari vlakna zvana protofilamenta, kterd se skladaji do Sroubovice a vytvareji
cytoskeletalni strukturu zvanou mikrotubulus (Obr. 3) Mikrotubuly se Ucastni rady
jadernych procesti zahrnujicich orientaci mitotického vreténka, migraci jadra
v mitdze i pri kiiZeni a segregaci chromosomu v mitéze i meiéze (Jacobs et al. 1988).
Vbuiice S. cerevisiae vSechny mikrotubuly (astralni i cytoplasmatické) vychazeji
z centra organizujici mikrotubuly oznacovaného jako SPB (,spindle pole body*) neboli
jaderny plak (u savcti obdobné centrosomu), ktery je zanoien do jaderné membrany
(Marschall et al. 1996; Spang et al. 1996; Sobel & Snyder 1995). Zminény y-tubulin je
konzervovanou ¢asti SPB, vyskytujici se na jeho vnitini i vnéjsi strané, a je esencialni
pro nukleaci mikrotubuld, ktera je nutna pro vytvoreni mitotického vieténka (Obr. 5)
(Marschall et al. 1996; Spang et al. 1996).

Mikrotubuly sloZené z heterodimert a-, -tubulint jsou dynamické a neustale
dochazi ke stfidani jejich ristu (polymerace) a destrukce (depolymerace).
S mikrotubuly asociuji MAPs proteiny, regulujici jejich dynamiku tim, Ze podporuji
jejich stabilitu, nebo naopak napomahaji jejich destabilizaci. Dynamika mikrotubult
miZe byt naruSena ptisobenim latek oznacovanych jako mitotické jedy ¢i inhibitory
mikrotubuld. Svym plisobenim brani polymeraci ¢i depolymeraci mikrotubuli a tim i
jejich fyziologické funkci. Ptikladem inhibitoru se stabiliza¢nim ucinkem je taxol
neboli paclitaxel, pattici do skupiny taxanl. Taxol se navaze na MT a brani jejich
depolymeraci. Prikladem druhé skupiny inhibitorti, vazicich se heterodimery a
branicich polymeraci MT jsou napft. vinblastin, kolchicin, nokodazol, benomyl (Li &

Murray 1991; Morris & Fornier 2008).
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Dynamické zmény v architektuie mikrotubulii a s tim i souvisejici zmény jejich
distribuce jsou v priibéhu bunécného cyklu S. cerevisiae nezbytné pro jeho spravny

pribéh (Obr. 4).
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Obr. 3 Struktura a dynamika mikrotubulii. a) heterodimery sloZené z a-tubulinu a (-tubulinu se
skladaji do protofilament. Riist vidkna je podminén vazbou GTP na heterodimer tubulinu. b) Navazovdni
heterodimeru a-, -tubulinu na plus konec vidkna vytvdri Sroubovicovou strukturu v podobé dutého vdlce.
¢) Dynamické zmény v riistu (polymerace) a zkracovani (depolymerace) mikrotubulii (Prevzatoz

Zmény v uspoiradani mikrotubuld v priubéhu bunécného cyklu S. cerevisiae

Bunéénym cyklem lze obecné oznacit sled udalosti, jejichZ vysledkem je vznik nové
buriky. Doba trvani jednoho buné¢ného cyklu zahrnuje obdobi od vytvoreni nové
buriky az po jeji rozdéleni, a tedy vznik jedné nové bunky (dcetriné). Bunécny cyklus
se sklada ze ¢tyt na sebe vzajemné navazujicich fazi v nasledujicim potradi: G1 (,gap”),
S (,synthesis”), G2 a M (,mitosis”) faze. V pribéhu jednotlivych fazi dochazi ke
zménam v architektuie mikrotubul (Obr. 4). Bunika bez pupene obsahuje pouze
jedno SPB, ale jakmile zacne ke konci G1 faze (tj. na zacatku nového cyklu) pucet,
dojde ke zdvojeni SPB. Pred replikaci DNA musi dojit k oddéleni jadernych plakl a

jejich umisténi na protilehlé strany jaderného obalu. Zaroven dochazi k vytvoreni

19



kratkého mitotického vieténka, které se prodluzuje ve chvili, kdy se jadro nachazi v
oblasti krcku. Takto vystavéné mitotické (deélici) vreténko se ucastni procesu
segregace chromosomt a vystupu z mit6zy (Shaw et al. 1997).

Pro spravny pribéh bunécného cyklu a s tim souvisejici riist bunky je
zapotiebi pritomnost dvou morfologickych kontrolnich bodl (,checkpointii“). Prvni
z nich, nazyvany START, se nachazi na konci G1 faze predchoziho bunécného cyklu.
Jeho hlavnim tkolem je kontrolovat velikost buriky a prihodnost vnéjSich podminek
potiebnych pro zapoceti nového cyklu. Druhy kontrolni bod se objevuje pred
samotnym zahajenim mitdzy. Tento mitoticky ,checkpoint”, zndmy jako ,spindle
assembly checkpoint® (SAC), kontroluje spravné pripojeni vSech chromosoml na
mikrotubuly déliciho vireténka a tim pomaha dspésnému ukonceni mitézy a celého

bunéc¢ného cyklu.

7

Obr. 4 Zmeény v architektui'e mikrotubulii béhem bunécného cyklu a pareni kvasinky S. cerevisiae.
a)V priibéhu bunécného (mitotického) cyklu haploidnich bunék dochdzi pred replikaci DNA ke zdvojeni
SPB jejich rozmisténi na protilehlé strany jaderného obalu. Zdroveri dochdzi k vytvoreni mitotického
vieténka,  které se  vmitéze prodluZuje a  ucastni se  segregace  chromosomii.
b) K meiotickému déleni S. cerevisiae, dochdzi pri kiiZzeni dvou haploidnich bunék opacného pdrovaciho
typu, jehoZ vysledkem je vznik diploidni buriky. Ta sporuluje, tzn. prochdzi dvéma meiotickymi délenimi,
jejichZ vysledkem jsou ctyri haploidni buriky (spdry). (Prevzato z Stearns 1990).

e
a®

\ mitotic cell cycle

i

Mechanismus mitotického kontrolniho bodu
Uspésné bunééné déleni vyzaduje piresnou segregaci chromosomil v mitéze. Chybna
segregace miZe vést ke vzniku aneuploidii, jeZ jsou znakem nékolika druhti rakoviny

a poruch pri narozeni. Aby buiika zabranila chybnym segregacim vypuceni nového
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pupene ¢i reiniciaci replikace DNA (Li & Murray 1991; Hoyt et al. 1991), a tim
i predCasnému vystupu z mitézy, je potieba fungovani SAC kontrolnitho bodu. SAC
spolecné s kinetochory kontroluji spravné bipolarni ptipojeni vSech chromosomii
k mikrotubullim déliciho vieténka (Obr. 5)a v pripadé potfeby pozdrzi pribéh

mitdzy, dokud se chromosomy spravné nepripoji (Howell et al. 2004).

K-Fiber
+

Astral *
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»
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o A
Centrosome Kinetochore Chromosome

Obr. 5 Délici vireténko a jeho komponenty. Na obrdzku jsou zndzornény komponenty mitotického
vieténka. Sedou barvou jsou zakreslené mikrotubuly, zelenou organizacni centra mikrotubulii -
u kvasinek zvané jaderné plaky (SPB); cervenou barvou jsou oznacené kinetochory a modrou
chromosomy. Pozice plus a minus koncii je oznacena jako (+) a (-).(Pfevzato z Kline-Smith & Walczak
2004).

Signalizace SACu je zprostfedkovana souhrou subkomplexli, oznacovanych
KMN (Knl1/Spc105/Blinkin, Mis12/Mtw1, Ndc80/Hecl) (Cheeseman et al. 2006), a
Fadou proteint kontrolntho bodu umisténych na kinetochorech (Mps1, Bub1, Bub3,
Mad1, Mad2, Mad3) (Moyle et al. 2014; London & Biggins 2014). Kinetochory funguji
jako makromolekularni ,,masinérie, vyskytujici se v oblasti centromer chromosomt
(Obr. 5), jejichZz ulohou je pripojit chromosomy na mikrotubuly. Pokud nejsou
kinetochory pripojené k mikrotubullim déliciho vieténka, dochazi souhrou signali
k aktivaci SACu (Howell et al. 2004). Prvnim je fosforylace Knll, prostfednictvim
kinazy Mps1, coz zpiisobi navazani Bub1, Bub3 a Mad3 na fosforylovany Knl1. Tento
krok je signalem pro dimerizaci komplexi Mad1/Mad2 na kinetochorech (Luo et al.
2002; Moyle et al. 2014). Dimerizace zpusobi zménu stavu solubilniho Mad2 na

uzavieny, ktery interaguje s Cdc20 a spole¢né s Mad3 a Bub3 vytvairi komplex
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mitotického kontrolniho bodu (MCC) (Sudakin et al. 2001). Vytvoreni tohoto
inhibi¢ntho komplexu brani funkci E3 ubiquitin ligdzy zvané APC (anaphase
promoting complex) (Sudakin et al. 2001) a tim i vstupu do anafaze (Fang et al. 1998).
Ve chvili, kdy dojde k ptipojeni mikrotubuld ke kinetochortim, dojde k vypnuti SACu
(Obr. 6) a APC miZe polyubiquitinaci cyklinu b a securinu (drzi pohromadé sesterské
chromatidy chromosomti) zprostiedkovat jejich degradaci v proteasomu a tim zajistit

vstup do anafaze a nasledny vystup z mitézy (Shrnuto Foley & Kapoor, 2013).

e, = = = = o = = = = = o = = = = = = = ——— — —— = ——————

Centromere
CCAN and

Open  Closed

Obr. 6 Schéma aktivace SAC kontrolniho bodu na kinetochorech (Prevzato Foley & Kapoor 2013)

Role Bub1 kinazy v mitotickém kontrolnim bodé

Kinaza Bub1 se ucastnici mitotického kontrolniho bodu, také oznacovaného SAC,
v némz vaze a fosforyluje proteiny Bub3, Mad1, Mad2 a také sam sebe. (Roberts et al.
1994). Bylo zjisténo, Ze protein Bubl se ucastni mitotického ,checkpointu” nejen
v kvasince Saccharomyces cerevisiae, ale i v dalSich organismech, ptikladem je
kvasinka Schizosaccharomyces pombe (Bernard et al. 1998), myS (Taylor & McKeon
1997) nebo clovék (Ouyang et al. 1998).

Pri ztraté funkce proteinu Bubl dojde k vynechani mitotického pozastaveni,
které je soucasti kontrolnitho bodu. Naopak nadprodukce proteinii Bub1-5 vyvolava
zpozdéni u kvasinkovych bunék nachazejicich se v tomto kroku mitézy (Farr & Hoyt
1998), tj. pred bipolarnim ptipojenim chromosomt kdélicimu vreténku.
Charakteristickym znakem bunék, pozastavenych v tomto stadiu mitdzy, je zvySena

koncentrace mitotického cyklinu Clb2, uvniti kvasinkové bunky. Dilsledkem
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nepretrzité nadprodukce Bub1-5 je sniZeni rychlosti ristu bez letalnich nasledki.
(Farr & Hoyt 1998) Zminéné fenotypy vyzaduji nejen zménu Kkonzervovaného
aminokyselinového zbytku, nachazejiciho se uvnitr kindzové domény Bub1 (G 785),
ale zaroven vysokou uroven exprese tohoto genového produktu. Jednotlivé plisobeni
zmén bez ucasti druhé slozky vyvolava pouze nepatrny projev. Opakem je plisobeni
obou sloZek najednou, ty vyvolavaji v burice silnou odpovéd'. Je nutné podotknout, Ze
studium mutantnich bunék bub1 je obtizné nejen vzhledem k jejich Spatnému ristu,

ale také k ¢astému vzniku aneuploidii (Farr & Hoyt 1998).

2.1.3 Mutanty Rpg1l

Mutantni kmen rpgl-1 vytvoreny v genetickém pozadi W303 byl popsdn jako
termosenzitivni, jednobodovy mutant. rpgl-1 byl vytvoren hydroxylaminovou
mutagenezi, pii niZ dosSlo ksubstituci argininu za isoleucin na pozici 731AA
v C-termindlni ¢asti (Kovarik et al. 1998). Pro charakterizaci rpg1-1 byly pouzity
kmeny s rpgl-1 na centromerickém plasmidu nebo kmeny s integrovanym
plasmidem nesoucim mutantni Rpgl. Kromé rpgl-1 byl ve stejné skupiné
v genetickém pozadi W303 vytvoren také jinak nepublikovany mutant rpgl-2,
viz na konci kapitoly uvedeny komentar. U mutanta rpg1-1 byl popsan termindlni
fenotyp, ktery se projevuje po 4 hodinach v 37°C zastavenim ristu v Gl fazi
bunéc¢ného cyklu. (Kovarik et al. 1998).

V experimentech provadénych skupinou Kovarika, byli mutanti rpgl-1
po kultivaci v 25°C presunuty do predehratého YPD média (na 37°C) a inkubovani
za nepermisivni teploty, tj. 37°C po dobu ctyt hodin. V publikaci je poznamenano, Ze
bunky inkubované za uvedenych nepermisivnich podminek (37°C) byly po presunu
do permisivnich podminek (25°C) schopné pokracovat v ristu, a to i pti delsi nez
Ctyrhodinové inkubaci v 37°C (Kovarik et al. 1998). Statistika ukazala, Ze pres 60%
asynchronni populace bunék rpgl-1, kultivovanych 4 hodiny v nepermisivnich
podminkach, bylo zastaveno v podobné dubletili (dvojic) fyzicky neoddélenych bunék
(materské a dceriné). V téZe populaci nesynchronizovanych bunék bylo kolem 25%
jednotlivych nepucicich bunék a zbylé procento tvorily buriky s malym pupenem. Dale
se ukazalo, Ze u 99% téchto bunék, obarvenych DAPI (barvici jadernou DNA), bylo

v kazdé burice jedno jadro. Tento fakt potvrzuje kompletné dokoncenou separaci DNA
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v téchto zastavenych, fyzicky neoddélenych burikdch. Neoddélené bunky, vykazujici
popsany termindlni fenotyp, 1ze od sebe oddélit prostrednictvim mirné sonikace ci
plisobenim enzymu zymolyazy, ktera odbourava bunécnou sténu kvasinek. (Kovarik
etal. 1998)

V nasi laboratofi byla na zdkladé uvedenych mutanti v genetickém pozadi
W303 zkonstruovana nova mutace Rpgl (rpg1-3) a vSechny tfi mutantni verze Rpgl
byly vneseny do dvou riiznych genetickych pozadi - BY genetické pozadi (vytvoreno
Ivana Malcova, nepublikovano) a SEY genetické pozadi (vytvoreno Lenka
Senohrabkova, nepublikovano). Tyto vytvorené mutanty jsou plasmidové verze
narozdil od mutanti v pozadi W303, které jsou integrované. Mutanta rpgl-2
obsahuje deleci 7 aminokyselin v oblasti 390-397AA, dvé bodové mutace v PCI
doméné (L411S a V474E) a jednobodovou mutaci na C-konci (T929A). rpgl-3 je
stejna jako rpg1-2, neobsahuje pouze C-termindlni mutaci (T929A).

Tyto mutanty jsou pouzity v experimentalni ¢asti této prace. Zajimalo nas, zda
se budou dané mutanty (rpgl-1, rpgl-2, rpgl-3) chovat stejné ve vSech trech
genetickych pozadich (BY, SEY, W303). Zejména jsme se zamérili na porovnani

mutantl integrovanych do genomu s plasmidovym systémem.
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Obr. 7 Rpgl a jeho termosenzitivni mutanty. Zobrazené kmeny obsahuji genomovou deleci RPG1 a
plasmid s wt formou nebo prislusnou mutantou Rpgl znacenou na C-konci GFP.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1 Seznam chemikalii

AA/MBA 30% (Roth)

Adenin (Serva)

Agaroza (Sigma-Aldrich)
Ampicilin (Biotika Bohemia)
APS (Lachema)

Bacto agar (Difco)

Bacto pepton (Difco)

Bacto trypton (Difco )

Bacto Yeast Extract (Difco)
Benomyl (Riedel-de Haen)

BSA (Serva)

Casy clean (Roche)

Casy ton (Roche)

DAPI (Sigma)

DTT (Serva)

EDTA disodna stl (Sigma)
GelRed (Biotium)

Geneticin (G418 Sulfate) (Gibco)
glukosa (Penta)

Glycerol (Lachema)

Glycin (P-LAB)

Hygromycin B (Invivogen-Cayla)
Kyselina borita (P-LAB)
L-arginin (Serva)
L-Aspartatova kyselina (Sigma)
L-Fenylalanine (Serva)
L-Glutamova kyselina (Serva)

L-Histidin (Serva)

L-Leucin (Serva)
L-Lysin (Serva)
L-Methionin (Serva)
L-Serin (Serva)
L-Threonin (Serva)
L-Tryptofan (Serva)
L-Tyrosin (Serva)
L-Valin (Serva)

NacCl (P-LAB)
Nocodazol (Sigma)
Nourseothricin (Webioage)
Octan draselny (Sigma)
Octan litny (Sigma)
PEG (Sigma)

Ponceau S (Sigma)
RNaza A (Sigma)

SDS (Serva)

ssDNA (Clontech)

TCA (Serva)

TEMED (Serva)

Tris (Serva)

Tween 20 (Loba)
Uracil (Sigma)
Ustalovac (Foma Bohemia)

Vyvojka (Adefo)

26



1kb DNA Ladder (New England Biolabs)
1kb DNA Ladder (Biosystems)

proteinovy standard Kaleidoskop (Biorad)
Fotograficky film - Fomei RF-B Medical X-Ray Film, 13x18/100 (Fomei)

Imerzni olej - 35503 Immersion oil 500CC (Olympus)

Luminogenni

substrat -  SuperSignal®West  Dura

(ThermoScientific)

Substrate

Nitrocelul6zova membrana - Nitrocellulose Membranes Protran (Sigma)

Proteinovy standard Kaleidoskop (Biorad)

Whatmanovy filtra¢ni papir - western blotting filter paper (Whatman)

Yeast Nitrogen Base w/o amino acids and ammonium sulfate (Difco)

3.1.2 Seznam pouZitych organismi

Escherichia coli

PouZité kmeny:

kmen DH5al F- endAl1 gInV44 thi-1

recAl

relA1 gyrA96 deoR nupG

®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rk- mk+), A-

Saccharomyces cerevisiae

PouZité kmeny:
kmen genotyp zdroj
CRY7S W303 MATa ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 his3-11,15 ade2-1 R Rothstein
can1-100
J.Konopka,
CRY90 MATa ade2 trp1 leu2 ura3 sst2-1 Stony Brook,
New York
CRY155 BY4741 MATa; his3A41; leu2 A0; met15A40; ura340 EUROSCARF
BY4743 MATa/MATo;  his341/his3A1; leu2A0/leuZ A0;
CRYL57 met1540/MET15; LYS2 /lys2 A0; ura340/ura340 EUROSCARF
CRY240 YESO1, MATa; ura3-52, trp1-63, leu2::tTA, YBRO79c (RPG1) | S. Kohlwein,
(-43, -1)::tetO7-loxP-kanMX-1oxP, Graz
CRY248 W303 MATa ura3::URA3::rpgl-1 trp1-1::TRP1:rpgl-A2 |Kovarik et
ade2-1 can1-100 leu2-3,112 his3-11,15 al.1998
CRY250 W303 MATa leu2-3,112::LEU2::rpg1-1 trp1-1::TRP1:rpgl- | Kovarik et
A2 ura3 ade2-1 can1-100 his3-11,15 al.1998
CRY278 W303 MATa rpgl-A1::LEU2 ura3::URA3::MET3-RPG1 ade2- | Kovarik et
1trp1-1can1-100 his3-11,15 ura3 al.1998
L. Valasek/H.
CRY?287 W303 MATa trp1-1::TRP1::rpgl-A2 ura3 ade2-1 can1-100 Ruis group
his3-11,15leu2-3,112::LEU2::pYAW119 Viden ’
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W303 MATa trp1-1::TRP1::rpg1-A2 ura3 ade2-1 canl-100

CRYZ88 | }103-11,15 leuz-3,112-LEUZ:pYAW119 NIP1-mRFP::kanMyx | "2>¢ 1aboratof
CRY502 MATa his3A1 leu2 AQ met1540 ura3A40 bar1::KanMX4 EUROSCARF
BY MATa, his341, leu2A40, lys240, MET15, ura340, " v
CRY1403 rpg1A/ pLV14-GFP (HIS3) rpgi-1 naSe laborator
BY MATa, his341, leu2A0, lys2A0, met1540, ura3A40, . .
CRYI407 | 914/ pRPGI-GFP - C (HIS3) RPG1 wt nase laboratof
BY MATa, his341, leu2A0, lys2A0, met1540, ura3A0, . .
CRY1409 rpg1A/ pAW119-GFP (HIS3) rpgl-2 naSe laborator
BY MATa, his3A1, leu240, lys240, MET15, ura340, . v
CRYIMZ | L pg14/ pAW119-4M-GFP (HIS3) rpg1-3 nase laboratof
SEY MATa leu2-3,112 pRS306-mCherry-TUB1-URA3:ura3-52 . .
CRY 1603 | ) /34200 trp1-A901 lys2-801 suc2-A9 WT SEY nase laboratof
SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A200 trp1-4901 suc2-A9 " N
CRYIO7T | 152-801 rpglA:natNT2 + pAW-GFP (HIS3) rpgl-2 nase laboratorf
SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-4200 trp1-4901 suc2-49 " .
CRYI678 | 152-801 rpglA: natNT2 + pAW-GFP (HIS3) rpgl-2 nase laborator
SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A200 trp1-4901 suc2-A9 " N
CRYL679 | 152-801 rpglA:: natNT2+ pAW-4-GEP (HIS3) rpgl-3 nase laborator
SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-4200 trp1-4901 suc2-49 " .
CRYL680 | 12801 rpg1A:: natNT2 + pAW-4-GFP (HIS3) rpg1-3 nase laborator
SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A200 trp1-4901 suc2-A9 " N
CRYLIOBL 1 1/52-801 rpg1.:: natNT2 + pLV14-GFP (HIS3) rpgl-1 nase laborator
SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A200 trp1-4901 suc2-A9 " v
CRYL682 | 162.801 rpg1A: natNT2 + pLV14-GFP (HIS3) rpgi-1 nase laborator
SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A200 trp1-4901 suc2-A9 " N
CRY1683 | 12801 rpg1A: natNT2+ pRPG1-GFP-C (HIS3) RPGT we | "o>¢ 1aborator
SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-4200 trp1-4901 suc2-A9 " N
CRY1684 | 12801 rpg1A: natNT2 + pRPGI -GFP-C (HIS3) RPG1 we | "a>¢ 1aborator
BY4741, MATa; his3A1; leu2A0; met15A40; ura340
CRY1971 | 0 EUROSCARF
SEY MATa leu2-3112 ura3-5::URA3::pRS306-mCherry-TUB1 Vvtvoreno v této
CRY1987 | his3-4200 trp1-A901 suc2-A9 lys2-801 rpglA:: natNT2+ i‘léci
pRPG1 -GFP-C (HIS3) RPG1 wt P
SEY MATa leu2-3112 ura3-52::URA3::pRS306-mCherry-TUB1 tvoreno v této
CRY1988 | his3-4200 trp1-A901 suc2-49 lys2-801 rpglA:: natNTZ + Vi"léci
pLV14-GFP (HIS3) rpg1-1 p
SEY MATa leu2-3112 ura3-52::URA3::pRS306-mCherry-TUB1 tvoreno v tét
CRY1989 | his3-4200 trp1-4901 suc2-A9 lys2-801 rpglA:natNT2 + V-‘;'a‘(’:‘l) enovieto
pAW-GFP (HIS3) rpg1-2 P
SEY MATa leu2-3112 ura3-52::URA3::pRS306-mCherry-TUB1 tvoreno v této
CRY1990 | his3-4200 trp1-4901 suc2-A9 lys2-801 rpglA:: natNT2+ V¥éci
pAW-4-GFP (HIS3) rpg1-3 P
CRY?2204 CRY1971xCRY1680, MAT? leu2- ura3- his3- bub1A::KanMX4 | vytvofeno v této
rpglA:: natNT2 + pAW-4-GFP rpg1-3 praci
CRY2205 CRY1971xCRY1680, MATa leu2- ura3- his3- trp1-4901 lys- | vytvoieno v této
bub1A::KanMX4 rpg1A:: natNT2 + pAW-4-GFP rpg1-3 praci
CRY2206 CRY1971xCRY1678, MATa leu2- ura3- his3- trp1-A901 lys- | vytvoieno v této
bub1A::KanMX4 rpg1A:: natNT2 + pAW-GFP rpg1-2 praci
CRY2207 CRY1971xCRY1682, MAT? leu2- ura3- his3- trp1-A901 |vytvoreno v této

bublA::KanMX4 + pLV14-GFP rpg1-1

praci
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CRY2208 CRY1971xCRY1682, MAT? leu2- ura3- his3- trp1-A901 |vytvoieno v této
bublA::KanMX4 + pLV14-GFP rpg1-1 praci

CRY2209 CRY1971xCRY1684, MAT«a leu2- ura3- his3- trp1-A901 |vytvoreno v této
rpglA:: natNT2 + pRPG1 -GFP-C BUB1A::KanMX4 RPG1 wt praci

3.1.3 Kultiva¢ni média a roztoky

YPD médium

10 g/1 Bacto yeast extract
20 g/1 Bacto pepton

20 g/l glukosa

YPD misky: YPD médium + 2% Zivny agar (20 g/1 Bacto agar)
Dle potreby lze po zchlazeni na 50°C pridat antibiotika - geneticin (G418) - vysledna
koncentrace 200 pg/ml; nourseothricin (NTC) - vysledna koncentrace 100 pg/ml.

Minimalni médium (MM)
100 ml 10x YNB+N
20 g/1 glukosa

10x YNB+N

17 g YNB

50 g (NH4)2S04

Doplnit H20 do 1000 ml. Sterilizovat filtraci.

Kompletni médium (CM)
pozn. Kompletni médium je minimalni médium obohacené o smés vSech aminokyselin.

100 ml 10x YNB+N

50 ml 20x Complete AA

20 g/1 glukosa

V pripadé MM a CM je nutné nejprve sterilizovat autoklavem ddH;0 a po ochlazeni na

cca 60°C pridat ostatni slozky smési. Rozpis je uveden na celkovy objem 1000 ml.
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Podle potreby lze Complete AA nahradit smési aminokyselin s vynechanim urcité

slozky (drop-out), napt. HIS-, URA-, LEU-, LYS- atd.

Complete AA

Adenin 500 mg L-Fenylalanine 600 mg
L-arginin 240 mg L-Serin 4500 mg
L-Aspartatova kyselina 1200 mg L-Threonin 2400 mg
L-Glutamova kyselina 240 mg L-Tryptofan 480 mg
L-Histidin 240 mg L-Tyrosin 360 mg
L-Leucin 720 mg L-Valin 1800 mg
L-Lysin 360 mg Uracil 240 mg

L-Methionin 240 mg

20x Complete AA
1,3g / 50ml ddH20

Sterilizovat filtraci.

LB médium

5 g/1 Bacto yeats extract

10 g/1 trypton

10 g/1 NaCl

LB misky:

Smés pro LB médium + 15 g/1 agar. MnozZstvi smési o objemu 25 ml odpovida davce
na jednu Petriho misku o priméru 90 mm.

Dle potieby lze po zchlazeni na 50°C pridat antibiotikum - ampicilin (Amp) -
vysledna koncentrace 100 pg/ml.

Fowel misky = sporula¢ni agar

10 g/1 KAc

1 g/1 Bacto yeast extract

0,5 g/1 glukosa

20 g/1 Bacto agar

Rozpisy médii a agard jsou vztahovana na vysledny objem 1000 ml, tudiZ je nutné

pri pripravé vSech médii ¢i agarli dopocitat objem vody do celkového objemu 1 litr.
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Pouzivat vyhradné deionizovanou vodu (ddH:0). Média se sterilizuji v autoklavu

priteploté 119-121°C po dobu 20 minut. Po ochlazeni na 60°C je mozné pridat

glukézu. Pri 50°C je teprve mozné pridavat antibiotika, pripadné dalsi slozky.

pozn. U médii do nichZ se pridava glukosa az po sterilizaci autoklavem, je potreba

pridavat glukosu sterilizovanou filtraci.

3.1.4 Seznam pouzitych komer¢nich kit

3.1.5

PrepEase Yeast Plasmid Isolation KIT (USB)
Gen Elute HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma)
NucleoSpin Extract I (MACHEREY-NAGEL)

Seznam plasmidi

pAKO11 = pRS306-mCherry-TUB1 (velikost 5-6 kb), selek¢ni marker
rezistence k ampicilinu (bakterialni), URA3 (kvasinkovy); (Khmelinskii et al.
2007)

3.1.6 Seznam DNA modifikujicich enzymii

enzym pufr reak¢ni teplota | rozeznavana sekvence vyrobce

APA1 NEB4 | 37°C GGGCC/C New England Biolabs
3.1.7 Seznam pouZitych protilatek

primarni protilatka PK1/7 monoklonalni proti RPG1, ziedéna 1:5000, (nase
laborator)

sekundarni protilatka: Stabilized Goat Anti-Mouse HRP-Conjugated, zfedéna
1:600, (Pierce)

primarni protilatka konjugovana se sekundarni protilatkou: anti - GFP - HRP,

zFedéna 1:2000, (Santa Cruz Biotechnology)
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3.1.8 Standardy urcujici velikosti DNA fragmenti a molekulové

hmotnosti proteint

Kilobases Mass (ng)

Bt — 8.0 42
[ —-6.0 50
- 50 42
e - 40 33
L -30 125
-20 48
-15 36
-1.0 42
-05 42
1kb DNA Ladder
(New England Biolabs)

DNA Mass
(ng/5ul)

Base Pairs

2 —
3 — §%88°
28 — 6,000
28 — 5,000
18 — 4,000
gz — 3,000
— 2,500
34 — 2,000
20 — 1,500
92 — 1,000
23 — 750
30 — 500
45 — 250

1 % TAE agarose gel
1kb DNA Ladder

(Biosystems)

250 kD

150

100
75

50

37

25
20

15

10

proteinovy standard Kaleidoskop

(Biorad)
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3.2 Metody

3.2.1 Kultivace mikroorganismi

3.2.1.1 Kultivace na pevném médiu

Odebrat izolovanou kolonii z pevného média a pomoci bakteriologické klicky
Ci sterilniho paratka nanést (pasazovat) na Petriho misku s vhodnym Zivnym
agarem.

Pii vysevu tekuté kultury nanést pipetou 100-200 pl kultury na misku
s vhodnou Zivnou plidou, rozetrit sklenénou hokejkou a pockat az zaschne.
Misky se zaoCkovanou kulturou polozit do termostatu. Optimalni teplota pro
rist kvasinkové kultury je 28-30°C, pro termosenzitivni kvasinkové kmeny
25°C (pokud neni uvedeno jinak) a pro bakterialni kultury 37°C.

Narostlé kultury na miskach lze skladovat v lednici (4°C) po dobu 1-2 mésici.

3.2.1.2 Kultivace v tekutém médiu

Na kultivaci kultur vtekutém médiu je mozné vyuzit Siroké spektrum
laboratorniho nadobi - sklenéné bariky typu Erlenmeyer, sklenéné zkumavky
nebo plastové desticky sjamkami lisici se jejich poctem podle potrebného
objemu. NiZe je uveden konkrétni priklad s barikkami typu Erlenmeyer. U
ostatniho nadobi je prace obdobna.

Do Erlenmeyerovy banky nalit prislusné sterilni kultiva¢ni médium o objemu
nejvyse 1/10 celkového objemu nadoby.

Bakteriologickou klickou (ohném sterilizovat) ¢i sterilnim paratkem zaockovat
kulturu narostlou na pevném médiu a dobfte ji resuspendovat.

Bantkku umistit do tfepacky vytemperované na 30°C ¢i 25°C (ts kmeny)
kvasinkové kmeny pri 160-180 rpm; pri 37°C, 180 rpm (bakterialni kmeny).
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3.2.2

Zamrazeni a vysev glycerolovych konzerv Saccharomyes cerevisiae

Zamrazovani

Prvni den: ZaoCkovat kulturu do vhodného tekutého média a kultivovat pres
noc v optimalnich podminkach.

Druhy den: Mikroskopicky zkontrolovat, zda neni kultura kontaminovana.
Poté sterilné odebrat 800 ul kultury, pridat k200 pl 100% glycerolu do
kryozkumavek a peclivé promichat na vortexu.

Kryozkumavku se vzorkem zamrazit v tekutém dusiku a skladovat ji pi -80°C.

Vysev zmraZenych konzerv

3.2.3

Pied samotnym vysevem konzerv vysvitit manipulacni box UV zarenim.

Pro vysev bunék zkonzervy pouZit sterilni pdaratko, seskrabnout jim
zmrazenou kulturu a prenést na Petriho misku s vhodnym agarovym médiem.
Po zaschnuti vysetych bunék nechat riist v termostatu pri optimalni teploté

pro dany kmen, cca 2-3 dny.

Priprava proteinového extraktu

Prvni den: Zaockovat 10 ml kvasinkové kultury, kultivovat pres noc
v optimalnich podminkach, aby druhy den byly v exponencialni fazi, pripadné
je rano preockovat. Podle typu analyzy je moZné pouZit i pres noc narostlou
kulturu

Druhy den kulturu stocit (800 g, 5 minut, 25°C), slit supernatant.

K sedimentu pridat 500 pl 0,2M NaOH, poradné resuspendovat a inkubovat 10
minut na ledu.

Pridat 50 pl 50% TCA a inkubovat 10 minut na ledu.

Zcentrifugovat (13 000 g, 10 minut, 4°C), odstranit supernatant.

Pelet resuspendovat v 70 ul roztoku obsahujici dva dily 4xSDS Laemmli
vzorkového pufru ajeden dil 1M Tris (pH 9,3).

Suspenzi denaturovat varem (98°C), 5 minut.

Stocit na centrifuze (13 000 g, 5 minut, 25°C).

Skladovat pfti -20°C.

34



Roztoky:
4x SDS Laemmli vzorkovy pufr

3.2.4

100 M Tris-HCI, pH 6,8

4% SDS

20% glycerol

10% B-merkaptoethanol
0,005% bromfenolova modr

0,005% DTT

Stanoveni poctu bunék pomoci pristroje The CASY® Cell Counter

model DT, (Schirfe system)

Pfed mérenim je nutné kulturu naredit 10x (popf. 100x) deionizovanou vodou
v 1,5 ml mikrozkumavce.

Do speciadlnich méricich lahvicek (CASY cups) nalit 10 ml roztoku CASY ton.
Odebrat 10 pl 10x zfedéné kultury (max. 107 bunék/ml) a ptidat do lahvicky
s CASY ton roztokem, uzavrit vickem, nasledné 1-2krat promichat oto¢enim.
Prvni méreni provést pouze s Cistym roztokem CASY ton. Poté 1ze mérit prvni
vzorek, po jehoZ zméteni je nutné pristroj procistit ¢istym roztokem CASY ton
a s timto roztokem promérit hodnoty (pro kontrolu cistoty ptistroje). Po
procisténi Ize obdobnym zpiisobem zmérit dalsi vzorky. Neni tfeba promyvat
Casy tonem béhem méveni riznych vzorki

Ptistroj méri bunky v rozmezi téchto velikosti: 1,4-2 ym; 2-15 pym; 15-40 pm a

udava pocet bunék na ml.

Roztoky:

CASY ton - roztok pro méreni vzorki.
CASY clean - roztok pro udrzbu pristroje, ¢iSténi se provadi podle priloZeného

navodu.

35



3.2.5 Pritokova cytometrie (FACS)

Priprava bunék pro priitokovou cytometrii (FACS = Fluorescence-activated cell

sorting):

Do Erlenmeyerovy bariky s 10 ml YPD média zaockovat kvasinkovou kulturu a
trepat pres noc v optimalnich podminkach

Druhy den rano kulturu zmérit a naredit ji do objemu 10 ml, aby mnoZstvi
bunék po zdvojeni bylo cca 2x10® bunék/ml a nechat rozriist cca 3hodiny
(odpovida jedné generacni dobé) pri 25°C v tiepacce.

Piresunout do vodni lazné vyhiaté na 37°C a tirepat 4 hodiny.

Po 4 hodinach kultivace v 37°C odebrat do mikrozkumavky 1 ml kultury a
zafixovat v 70% ethanolu. (Pokud je to nutné doredit bunikky na vyslednou
koncentraci 2x10¢ bunék/ml).

Zafixované bunky lze skladovat p¥i -20°C po dobu jednoho dne - tydne.

Vzorky po vyndani z -20°C stocit na centrifuze (800g, 5 minut, 4°C).

Promyt 0,5 ml pufru A.

Stocit (800 g, 5 minut, 4°C).

Resuspendovat v 0,5 ml pufru A.

Sonikovat 30-60 sekund (Ultrasonic compact cleaner Teson1, Tesla).

Pridat RNazu A na finalni koncentraci 0,1-0,2 mg/ml.

Inkubovat v termoblocku pti 37°C, 2 hodiny

Stocit (800g, 5 minut, 4°C).

Resuspendovat v 0,5 ml roztoku obsahujici pufr A s propidium jodidem
(vysledna koncentrace PI=10-50 pg/ml).

Vzorky lze skladovat pri 4°C po dobu 1 hodiny - 1 tydne.

Po vyndani zlednice vzorky sonikovat 60 sekund, tésné pred samotnym
méfenim na priitokovém cytometru (BD LSR II).

Odebrat 200 pl vzorku a zmérit na priitokovém cytometru (BD LSRII).

Analyza vysledkii provadéna v softwaru FloW]o.

SloZeni pufru A:

0,2M Tris-HCl (pH 6,8)
0,05M EDTA
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3.2.6 Polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

Pfed samotnou piipravou gelu je potfeba sestavit aparaturu pro nalévani
polyakrylamidového gelu a ujistit se, zda je spravné utésnéna.

Pripravit 10% separacni gel (rozpis niZe).

Promichany separacni gel ihned nalit do pripravené aparatury a prevrstvit
ethanolem, poc¢kat aZ ztuhne.

Po ztuhnuti gelu odsat vrstvu ethanolu, napft. filtracnim papirem.

Pripravit zaostrovaci gel, po jeho promichani ihned nalit na ztuhly separacni
gel a vloZit do néj hrebinek, nechat ztuhnout.

Po ztuhnuti zaostrovaciho gelu vyjmout hiebinek, vzniklé jamky proplachnout
deionizovanou vodou a 1x SDS-PAGE elektrodovym pufrem.

Pripraveny gel vCetné skel presunout do elektroforetické aparatury a zalit
elektrodovym pufrem.

Priprava vzorki pred jejich nanesenim na gel:

Proteinové vzorky namichat do 4x SDS vzorkového pufru a 3 minuty nechat
povarit pii 98°C.

Do jedné jamky v gelu nanést proteinovy standard a do dalSich jamek vzorky.
Nastavit napéti na 10 mA/1gel, po projeti vzorkl zaostfovacim gelem, napéti

zvySit na dvojnasobnou hodnotu (20mA/1gel).

10% separacni gel rozpis na 2 gely: Zaostrovaci gel:
- 3,3ml  30% akrylamid/MBA - 3,2ml ddH20
- 25ml  1,5M Tris (pH 8,8) - 1,25ml 0,5M Tris (pH 6,8)
- 41ml ddH20 - 0,7 ml akrylamid/MBA
- 100 pul  10% SDS - 50pul 10% SDS
- 60pl 20% APS - 60pul 20% APS
- 8l TEMED - 8ul TEMED
Roztoky:

10x SDS-PAGE elektrodovy pufr:

30 g Tris (pH 8,5)
144 g glycin

10 g SDS
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Doplnit do 1000 ml ddH20.

4x SDS Laemmli vzorkovy pufr

3.2.7

100 M Tris-HCl, pH 6,8

4% SDS

20% glycerol

10% B-merkaptoethanol
0,005% bromfenolova modr

0,005% DTT

Western blot - pirenos proteinti na membranu

Piiprava sendvice:

3.2.8

Potiebné Casti sendvice - houba (dva kusy), Whatmanovy filtra¢ni papir (dva
kusy), a nitrocelul6zova membrana, oba nastiihané na pfislusnou velikost -
namocit, alespoinl na 5 minut do prenosového pufru. Na kostru sendvice polozit
jiZ namocenou houbu a naskladat ostatni komponenty v nasledujicim poradi -
houba; Whatmanovy filtracni papir; polyakrylamidovy gel; nitrocelulé6zova
membrana, Whatmanovy filtra¢ni papir a nakonec houba. Takto sloZeny
sendvi¢ uzavrit (pripadné bubliny lze vytlalit sklenénou tycinkou nebo
pipetou) a vloZit ho do pripravené elektroforetické aparatury.

Do aparatury nalit vychlazeny transferovy pufr, pridat chladici vlozku.

Zapojit aparaturu a nastavit napéti 110 V, pustit na 1 hodinu.

Imunodetekce proteini na nitrocelul6zové membrané

Po preblotovani membranu obarvit v roztoku s nafredénym roztokem Ponceau
S (nespecificky barvi proteiny prenesené na membranu, slouZi jako kontrola,
Ze doslo k prenosu vSech proteini).

Po obarveni oplachnout membranu destilovanou vodou a na chvili ponofit do
TBS-T pufru.

Membranu pienést do plastové zkumavky a do ni pfilit 5-10 ml roztoku 5%
mléka rozpusténého v TBS-T pufru a blokovat 1 hodinu pti pokojové teploté.
Pridat primarni protildtku narfedénou na danou koncentraci a nechat

inkubovat bud’ 1 hodinu pti pokojové teploté nebo pies noc pri 4°C.
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Po hodiné inkubace ¢i druhy den rano odmyt nenavazanou primarni protilatku
- promyvat pufrem TBS-T, 3krat po 10 minutach.

Po promyti pfidat k membrané 5-10ml 5% mléka v TBS-T pufru se sekundarni
protilatkou fedénou na danou koncentraci a nechat inkubovat 1 hodinu pri
pokojové teploté.

Po hodiné inkubace membranu vyjmout a odmyt nenavazanou sekundarni
protilatku - promyvat pufrem TBS-T, 3krat po 10 minutach a poté 1 jednou
v TBS pufru po dobu 5minut.

Po promyti nasleduje priprava na vyvolavani filmu - membranu umistit do
folie a nanést na ni luminogenni substraty smichané 1:1. Folie spoletné
s membranou umistit do vyvolavaci kazety. Vtemné komofe na membranu
polozit fotograficky film a exponovat. Podle intenzity signalu se odviji doba
expozice.

Exponovany film omyt nejprve v misce s vyvojkou, poté s vodou a nakonec
s ustalovacem.

Po ukonceni oplachovani poiradné promyt ve vodé a ususit.

Roztoky:

20 mM Tris-Cl
500 mM NacCl

0,5% Tween 20 v TBS

Barvici roztok Ponceau S (rozpis na 200 ml):

0,4 g Ponceau S
12 ml 50% TCA
88 ml H;0
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3.2.9 Priprava vzorki na méreni v pristroji Tecan

Do Erlenmeyerovy banky s5 ml prisluSného média zaoCkovat kvasinkovou
kulturu a tfepat pres noc v optimalnich podminkach pro dany kmen.

Druhy den odpoledne kulturu zmérit a naredit ji do objemu 2,5 ml média do 6
jamkovych kultivac¢nich desticek aby mnoZstvi bunék odpovidalo cca 5x10°
bunék/ml.

Desticku se vzorky vlozit do pristroje Tecan (Tecan Infinite f200PRO), nastavit

prislusny program pro méreni optické density ptri 600 nm a spustit méreni.

3.2.10 Testovani kvasinkovych kmenti - spot testy

Tuto metodu lze vyuZit pro mnoho testli - napf. testy termosenzitivity,
riznych auxotrofii, testli prezivani ¢i citlivosti kchemickym latkam
(napft. Fedici rady a ptisobeni benomylu, viz kapitola vysledky).

Priprava vzorkt pro redici fady:

ZaocCkovat si kulturu do vhodného tekutého média a nechat pres noc tfepat pri
vhodnych podminkach pro dany kmen.

Pfes noc narostlou kulturu zmérit na Cell counteru a zjistit pocet bunék.
Kultury si podle aktualnich potieb naredit v piisluSném médiu.

Nasleduje tiskani pomoci ,jezka“ na ptislusné agarové plotny.

Natiskané plotny inkubovat v termostatu p¥i prislusné teploté.

3.2.11 Priprava vzorki na test citlivosti k benomylu

Pres noc narostla bunéc¢na kultura.

Zmérit koncentraci bunék a do celkového objemu 200 pl napipetovat takové
mnozstvi bunék, aby odpovidalo poctu 1x107 bunék/ml.

Pripravit redici rady bunék od 1x107 az k 1x102 bunék (fedéni provést
v 96jamkové destic¢ce v YPD médiu).

Nasleduje tiskani pomoci ,jeZka“ na agarové plotny s pridanym benomylem* a
kontrolni YPD plotny.

Rist v termostatu po dobu 3-6 dni v prislusnych teplotach: 16°C, 25°C, 30°C a
37°C.
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* benomylové plotny - zaklad je totoZzny s YPD plotnami; po pridani glukosy je nutné

pridat mnoZstvi benomylu na potiebnou finalni koncentraci.

3.2.12 KriZeni, sporulace a tetradova analyza spor

- Cerstvé narostlé rodic¢ovské kvasinkové kmeny, lisici se svym parovacim

typem (parovaci typ a a parovaci typ alfa), nanést sterilnim paratkem do kapky

YPD média na YPD misce, aby se kriZenci vzajemné prekryvaly.

- Nechat riist do druhého dne pfti prislusné teploteé.

- Druhy den mikroskopicky zkontrolovat pritomnost zygot.

- Do 1 ml deionizované vody (ddH20) pomoci sterilniho paratka odebrat
biomasu zkrizenych kmenl a resuspendovat. Bunécnou suspenzi vysit
v mnozstvi 100 pl na danou selekéni misku.

- Kultivovat pri prislusné teploté cca 2-3 dny.

- Monokolonie diploidnich bunék rozockovat na danou selek¢ni misku a
kultivovat pri piislusné teploté cca 2 dny.

- Ze selek¢ni misky pretdhnout biomasu na YPD plotny a nechat kultivovat ptes
noc pri prislusné teploté.

- Pres noc narostlou biomasu prenést na plotny se sporulacnim médiem (Fowel
misky) a kultivovat 4-5 dni v 25°C.

- Mikroskopicky zkontrolovat, zda jsou vytvorena virecka se 4 sporami.

- Do mikrozkumavky s 250 ul ddH20 prenést sporulujici biomasua ptidat
12,5 pl zymolyazy (20x naredit stock o koncentraci 10mg/ml). Nechat ptlisobit
10 minut.

- Buiiky lehce stocit, odsat supernatant a buiiky dvakrat promyt v 1 ml ddHz0.

- Promyty pelet resuspendovat v1 ml ddH20, odebrat 300-500 pl suspenze,
prenést do C¢isté mikrozkumavky obsahujici 1 ml ddH20 a promichat.

- Odebrat cast suspenze, nanést 2-3 kapky na polovinu YPD misky, rozetrit
hokejkou a nechat zaschnout.

- Na mikromanipulatoru od sebe oddélit jednotlivé spory.

- Inkubovat ve vhodnych podminkach pro dany kmen.

- Ziskané spory otestovat na charakteristické selek¢ni znaky.
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3.2.13

Zjistovani neznamého parovaciho typu u haploidnich kmenii
Testovaci kmeny pdarovacich typl (a a alfa) nechat pfes noc kultivovat ve
vhodném tekutém médiu. Zaroven si zaockovat kmeny, u kterych se bude
zjiStovat parovaci typ.

Druhy den narostlou (tekutou) kulturu testovacich kmenG zmérit na
spektrofotometru a naredit na ODgoo = 0,4.

Na jednu YPD plotnu nakapat cca 100-150 pl testovaciho kmene s parovacim
typem (a), hokejkou rozetrit a nechat zaschnout. TotéZ provést s testovacim
kmenem parovaciho typu alfa na druhé YPD plotné.

Po zaschnuti natiskat ¢i nakapat kmeny, které je potieba otestovat.

Plotny kultivovat pti 25°C 2-3 dny.

3.2.14 Priprava preparati pro fluorescen¢ni mikroskopii

ZaocCkovat si kulturu do vhodného tekutého média a nechat pres noc tfepat pri
vhodnych podminkach pro dany kmen.

Pfes noc narostlou kulturu zmeérit na Cell counteru a zjistit poCet bunék.
Kultury si podle aktudlnich potieb mikroskopie natedit a nechat je rozriist
minimalné jednu generacni dobu do exponencialni faze ristu na koncentraci
1-2x107 bunék/ml.

Pred samotnym pozorovanim odebrat do mikrozkumavky 300-1000 pl kultury
(podle potreby) a stocit. Proplachnout vCM médiu a na podloZi sklicko
odebrat 3 ul suspenze, prikryt kouskem agarozy.

Nanést kapku olejové imerze a vzorek pozorovat pod mikroskopem.

K mikroskopii byl vyuZit invertovany mikroskop Olympus IX-71 s digitalni

kamerou Hammamatsu Orca/ER, a systém pro analyzu a detekci Olympus Cell R.

Pro pozorovani byl pouzit objektiv 100x PlanApochromat objective (NA 1.4).

Pro pozorovani fluorescence byl pouzit RFP filtr (RFP filter block U-MWIY2, exc.
max. 545-580, em. max. 610).
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3.2.15 Priprava 1,5% agardzy pro mikroskopické preparaty

Rozpis na Petriho misku o priiméru 90 mm:
- Do Kkadinky navazit potfebné mnoZstvi agarézy, prilit CM médium do
celkového objemu 12,5 ml CM média.
- Agarézu kompletné rozpustit zahiivdnim (ale nevarit). Nechat chvili

vychladnout, nalit do Petriho misky a nechat ztuhnout. Skladovat pii 4°C.

3.2.16 Transformace chemicky kompetentnich bunék E.coli

- 80-100 pl bunék skladovanych v- 80°C nechat roztat na ledu.

- Pridat 0,5 -1yl DNA a inkubovat 15 minut na ledu, poté premisit do
termoblocCku vyhiatém na 42°C a inkubovat po dobu 2 minut. Zchladit po dobu
2 minut na ledu a pridat 1 ml LB nebo SOC média.

- Trepat v termoblocku (Eppendorf) pii 37°C, 60 minut, 1150 rpm.

- Vysit1/10a9/10 objemu na LB misky s ampicilinem.

- Plotny inkubovat pies noc pii 37°C.

Roztoky:

SOB médium (rozpis na 10 ml roztoku):
50 pl 2M MgCl;
200 pl 1M MgS04
90 pl 40% glukosy

SOC médium:

Do pripraveného SOB média pridat:
2M MgCly, na finalni koncentraci 10 mM
1M MgSO04 na finalni koncentraci 20 mM

1M glukosu na finalni koncentraci 20 mM
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3.2.17 Izolace plasmidové DNA z bakterie Escherichia coli

Pouzity kit - GEN ELUTE HP plasmid Miniprep Kit; SIGMA

Prvni den: do Erlenmeyerovy banky s 5 ml LB média pridat antibiotikum -
Ampicilin (100 pg/ml), promichat a zaockovat kulturu E. coli.

Kultivovat pres noc v tfrepacce pri 37°C, 180 rpm.

Druhy den: kulturu prelit do zkumavky a stocitna 12 000 g, 1 minuta.

Peclivé odsat supernatant.

Dale postupovat podle navodu v kitu.

3.2.18 Izolace plasmidové DNA z kvasinky Saccharomyces cerevisiae

Pouzity kit - PrepEase Yeast Plasmid Isolation Kit; USB 79220 1KT

Prvni den zaockovat kulturu do 10 ml prislusného média v Erlenmeyerové
bance a kultivovat ptes noc v tirepacce v prislusné teploté pro dany kmen.
Druhy den rano prelit 10 ml kultury z banikky do zkumavky, zcentrifugovat 800
g, 5 minut. Odsat supernatant.

Pridat 1 ml deionizované vody a ptrenést do 1,5ml mikrozkumavky, Stocit 400
g, 10 minut.

Odsat supernatant.

V tuto chvili je moZné pelet zamrazit a skladovat v -20°C.

Pelet zpracovat podle priloZeného navodu v Kitu.

Vyizolovanou plasmidovou DNA lze zamrazit a skladovat v -20°C nebo ptrimo

pouzit k transformaci E. coli.

3.2.19 Transformace kvasinek lithium acetatovou metodou

Prvni den zaockovat kvasinkovou kulturu a pres noc ji kultivovat na trepacce
(25°C, 180 rpm).

Druhy den zmérit pocet bunék pomoci pristroje Cell counter a preockovat
kulturu na dalsi den, aby rano byl pocet bunék maximalné 2x107 bunék/ml.
Nasledujici den opét promérit koncentraci bunék.

Kulturu stoc¢it 800 g, 5 minut, 25°C.

Resuspendovat v takovém mnoZstvi roztoku 0,1M LiAc, aby pocet bunék

odpovidal mnozstvi 1x108/100 pl (= 10°ml1) a alikvotovat po 100ul do
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mikrozkumavek podle poctu transformovanych DNA plus 1 zkumavku jako
negativni kontrolu pro vysev.
- Kulturu stoc¢it 800 g, 5 minut, 25°C. Odstranit supernatant a k peletu pridat
transformacni smés (na celkovy objem 360 pl):
- 240 ul 50% PEG3550
- 36 ul 1M LiAc
- 10 pl ssDNA (povarit pri 95°C, 5 minut a dat na led)
- 59 ulvody
- Po pridani smési o objemu 345 pl na konec ptidat 15 ul DNA fragmentu a 1
minutu vortexovat, aby se smés dobie resuspendovala.
- Inkubovat pti 30°C po dobu 30 minut, vZdy po 10 minutach promichat smés
otocenim zkumavKky.
- Poté inkubovat ve 42°C, 45 minut, po 10 minutach vZdy promichat otoCenim
zkumavKky.
- Stocit 800 g, 5 minut, 25°C.
- Pipetou odebrat smés s PEG.
- Peletresuspendovat v 1 ml daného média a promyt od zbytkl PEGu.
- Vysev 1/10 a 9/10 objemu vzorku na agarovou misku s prislusSnym selekénim
médiem.

- Inkubovat v termostatu za vhodnych podminek po dobu 3-4 dnfi.

3.2.20 Restrikeni stépeni pomoci enzymii nukleaz

- Do mikrozkumavKky pripravit reakéni smeés (provadét na ledu):

reakéni smeés 50 pl

objem podle potieby

vzorek Stépené DNA
(0,1-4 ug DNA)

10x reakéni pufr (NEB4) Sul
BSA (100mg/ml) 0,5ul
APA1 (1U nalpg DNA) 1l
deionizovana voda doplnit do celkového objemu 50 pl
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- Reak¢éni smés radné promichat a inkubovat minimalné 1,5 hodiny pfi
pozadované teploté.
- Reak¢éni smés inaktivovat zahratim ¢i pridanim nanasectho pufru pro

agardzovou elektroforézu dle dalSich manipulaci.

3.2.21 Elektroforeticka analyza DNA v agar6zovém gelu

- Vkadince pripravit roztok agarézy v 1x koncentrovaném TAE (popft. TBE)
pufru na vyslednou koncentraci 0,8%.

- Dokonale rozpustit zahiivanim za ob¢asného michani.

- Po ¢astecném zchladnuti nalit agar6zu do vanicky s hiebinkem do vysky cca
8 mm, nechat ztuhnout (20 - 30 minut). Vanicku s gelem pienést do
elektroforetické aparatury, nalit 1x TAE (nebo TBE) pufr, aby prevrstvil gel

- Pred nanaskou vzorkli na gel je nutné si vzorky pripravit - smichat je
s nanaSecim pufrem.

- Nanést standard molekulové hmotnosti DNA fragmentl a nasledné nanést
vzorky. Aparaturu uzavrit vikem s elektrodami, zapojit elektrické pole a na
zdroji nastavit potfrebné napéti (cca 10-12 V/cm gelu) ptripadné i proud.

- Po rozdéleni vzorkl vypnout zdroj, odpojit elektrody od aparatury a dat gel
barvit do barviciho roztoku GelRed.

- Po obarveni gel vyjmout z barviciho roztoku, oplachnout destilovanou vodou a
vyfotit pomoci UV transluminatoru (UVP, San Gabrie,l USA) a programu (Scion

Image).

Roztoky:

10x TAE pufr:

48,4g Tris

7,49g EDTA disodna stil
11,5 ml kyselina octova

Dolit vodou do vysledného objemu 1 litr.

10x TBE pufr:
108g Tris
7,49g EDTA disodna sl
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55g H3BO3

Dolit vodou do vysledného objemu 1 litr.

6x nanaseci (vzorkovaci) pufr:
10 mM Tris HCl pH7,6
60 mM EDTA

60% glycerol

0,06% bromfenolova modr

roztok GelRed:

GelRed Nucleic Acid Stain redit v destilované vodé 10 000x.

3.2.22 Purifikace z gelu

Pri vyfezavani vzorki z gelu za pomoci UV zateni (pouzivat preferencné dlouhoviné

UV), je nutné chranit se plastovym Stitem, plastém a rukavicemi.

Zvazit prazdnou zkumavku a zapsat jeji hmotnost.

Vytiznout vzorek z gelu a vloZit do zvaZené zkumavky.

Nasledné zvazit zkumavku s vyriznutym vzorkem obsahujici fragment DNA.
Dopocitat si hmotnost gelu s DNA.

Do mikrozkumavky s vyrezanym vzorkem pridat potfebné mnoZstvi pufru

NT1. Inkubovat 5-10 minut p¥i 50°C, po uplynuti 3 minut vZdy promichat.

Dale postupujeme podle navodu v kitu — NucleoSpin extract Il (MACHEREY-NAGEL)
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4 CILE

L.

I

I11.

Charakterizace fenotypii doposud nepublikovanych mutantt

translacniho iniciacniho faktoru elF3a/Rpgl - rpg1-2 a rpg1-3.

Porovnat nové mutanty (rpgl-2 a rpgl-3) sjiz publikovanym mutantem
rpg1-1 vriznych genetickych pozadich z hlediska jejich riistovych
vlastnosti, citlivosti ke zvySené teploté - ts fenotypu a faze bunécného
cykluy, ve které se zastavi.

Analyzovat citlivost vSech mutantnich kmeni Rpg1 na teplotni Sok.

Analyzovat vliv Rpg1 a jeho mutanti na usporadavani mikrotubulii.

Otestovat mutantni kmeny Rpg1 na citlivost k benomylu.

Pro analyzu vlivu mutaci Rpgl na uspotradani mikrotubuld v Zivych
kvasinkovych bunkach pripravit nové kmeny v SEY genetickém pozadi
s fluorescencné znacenym alfa -tubulinem v kombinaci s mutacemi Rpg1.

V téchto novych kmenech pozorovat pomoci mikroskopie Zivych bunék
mikrotubularni struktury za raznych ristovych podminek a hlavné jejich

znovuuspoi-adani po plisobeni nokodazolu.

Pripravit nové kmeny nesouci jednotlivé mutantni formy Rpgl

v kombinaci s deleci genu BUB1 a otestovat jejich Zivotaschopnost.
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5 VYSLEDKY

V prvni ¢asti této kapitoly popisuji fenotypovou charakterizaci Rpgl mutanti (rpg1-1,
rpg1-2, rpg1-3), které jsem testovala za rtznych teplot pomoci redicich fad v podobé
spot testl, ristovych kiivek, pritokové cytometrie a fluorescen¢ni mikroskopie.

Druhé ¢ast se tyka preziti mutantnich kment Rpgl v genetickych pozadich BY a SEY
po plisobeni mirného az robustniho tepelného Soku sledovana na schopnosti tvoftit
kolonie. Ve treti Casti prace se zabyvam vlivem mutaci Rpgl na znovu-usporadani
mikrotubul po plisobeni nokodazolu. K tomuto Gcelu jsem vytvorila mutantni kmeny
(rpg1-1, rpgl-2, rpg1l-3) vSEY genetickém pozadi s a-tubulinem (gen TUBI)
oznacenym mCherry na jeho N-konci a sledovala je fluorescen¢ni mikroskopii.
Mikroskopicka pozorovani jsem doplnila o test citlivosti k benomylu mutantnich

kmenit v BY a SEY genetickych pozadich.

V posledni ¢asti prace jsem pripravila a testovala Zivotaschopnost kment vzniklych
zkiizenim mutantG Rpgl (rpg1-1, rpg1-2, rpg1-3) v SEY genetickém pozadi s kmenem

nesoucim deleci genu BUB1 v BY genetickém pozadi.
5.1 Charakterizace mutanti Rpg1l

5.1.1 Ovéieni mutantnich kment v BY genetickém pozadi

Ovéreni produkce fiizniho proteinu Rpgl-GFP v BY genetickém pozadi.

Kmeny v BY genetickém pozadi, které jsem méla k dispozici pro charakterizaci
mutantli Rpgl a dale jsem je pouzivala ve svych experimentech jsem dostala jiz
vytvorené a ovérené. Pouze jsem testovala, zda dochazi k tvorbé fuzniho proteinu
Rpg1-GFP v téchto kmenech. Kontrolu jsem provedla imunodetekci fuzniho proteinu
na membrané pomoci protilatky proti GFP a dale monoklonalni protilatkou proti
Rpgl PK1/7 . Jako kontrolu jsem zvolila kmeny z laboratorni sbirky s Rpgl bez GFP

flze:

CRY240 YESO1, MATa; ura3-52, trp1-63, leu2::tTA, YBR079c¢ YESO1
(RPG1) (-43, -1)::tet07-loxP-kanMX-loxP,

CRY278 W303 MATa rpg1-A1::LEUZ2 ura3::URA3::MET3-RPG1 ade2- WT(W303)
1trp1-1 can1-100 his3-11,15 ura3
CRY1403 | BY MATa, his3A41, leu2 A0, lys2A0, MET15, ura3 A0, rpgl-1
rpglA/ pLV14-GFP (HIS3) rpgl-1
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CRY1407 | BY MATa, his3A1, leu2 A0, lys2 A0, met15A0, ura3 A0, RPG1 wt
rpg1A/ pRPG1-GFP - C (HIS3) RPG1 wt

CRY1409 | BY MATa, his3A41, leu2 A0, lys2 A0, met15A0, ura3 A0, rpgl-2
rpglA/ pAW119-GFP (HIS3) rpgl-2
CRY1412 | BY MATa, his3A1, leu2 A0, lys2A0, MET15, ura3 A0, rpg1-3

rpglA/ pAW119-4M-GFP (HIS3) rpgl-3

PK1/7 antiGFP

1 2 3 4 5 L] \ .
o o=
£ ) .. -

Obr. 8 Imunnodetekce wt a mutantnich verz{ Rpgl v kmenech BY s protilatkami anti-GFP a anti-Rpg1.
Oznaceni vzorkl: 1) YLV041; 2)RPG1wt ; 3)rpgl-1; 4) rpgl-2; 5) rpg1-3; 6) YESO1

Abych mohla provést kontrolu, pripravila jsem proteinové extrakty - podle navodu
(3.2.3), které jsem nechala rozdélit v polyakrylamidovém gelu (3.2.6). Rozdélené
proteiny jsem prenesla na nitrocelulézovou membranu (3.2.7) a detekovala
protilatkou proti GFP. Vysledek na vyvolaném filmu (Obr. 8) potvrzuje ma ocekavani,
tj. pritomnost GFP faze v kmenech wt Rpgl, rpgl-1, rpg1-2, rpg1-3 a nepritomnost u
kontrol (YLV0O41 a YESO1). Na ptitomnost proteinu Rpgl s fazovanym GFP ukazuje
signal o spravné velikosti (cca 140kDa) u wt Rpgl i u mutantnich kment (rpgi1-1,

rpg1-2, rpg1-3) a absence tohoto signalu u kontrolnich kment (YLV041 a YESO1).

5.1.2 Riistové vlastnosti mutantii Rpgl v raznych genetickych pozadich

Pro charakterizaci dosud nepopsanych mutanti rpgl-2 a rpgl-3 jsem vychazela
z informaci zndmych o popsaném mutantu rpgl-1 (Kovarik et al. 1998). Zamérila
jsem se tedy na analyzy zhlediska jejich rlstu v permisivnich i nepermisivnich
podminkach, abych ovérila termosenzitivitu kment. K ovéreni jsem pouzila riistové
kiivky a spot testy. Dale jsem chtéla ovérit popsany terminalni fenotyp mutanta
rpg1-1 ve W303 pozadi, ktery se v populaci bunék kultivovanych po dobu ¢ty hodin
ve 37°C projevil zastavenim bunék v G1 fazi bunéc¢ného cyklu (Kovarik et al. 1998).
Takto zastavené bunky byly velikostné stejné a mély dokoncené jaderné déleni, tzn.
ze kazda bunka (materska i dcerina) obsahovala jedno jadro, ale nedoSlo kjejich
fyzickému oddéleni a vypadaly jako ,dvojcata“. Zastavena ,dvojcata“ bylo mozné

oddélit plisobenim enzymu zymolyazy ¢i mirnou sonikaci (Kovarik et al. 1998).
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Ristové analyzy mutantli a jejich porovnani srpgl-1 jsem provadéla ve trech

genetickych pozadich BY, SEY a W303 téchto kmenti:

CRY75

W303 MATa ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 his3-11,15 ade2-
1 can1-100

WT (W303)

CRY248

W303 MATa ura3::URA3::rpg1-1 trp1-1::TRP1::rpg1-
A2 ade2-1 canl-100 leu2-3,112 his3-11,15

rpg1-1(U)

CRY250

W303 MATa leu2-3,112::LEUZ2::rpg1-1 trp1-
1::TRP1::rpg1-A2 ura3 ade2-1 can1-100 his3-11,15

rpg1-1(L)

CRY278

W303 MATa rpg1-A1::LEU2 ura3::URA3::MET3-RPG1
ade2-1 trp1-1 can1-100 his3-11,15 ura3

RPG1 wt

CRY287

W303 MATa trp1-1::TRP1::rpg1-A2 ura3 ade2-1 canl-
100 his3-11,151eu2-3,112::LEU2::pYAW119

rpgl-2

CRY1403

BY MATa, his3A1, leu2 A0, lys2A0, MET15, ura3A40,
rpglA/ pLV14-GFP (HIS3) rpgl-1

rpgl1-1

CRY1407

BY MATa, his3A1, leu2 A0, lys2 A0, met15A0, ura3 A0,
rpglA / pRPG1-GFP - C (HIS3) RPG1 wt

RPG1I wt

CRY1409

BY MATa, his3A1, leu2 A0, lys2 A0, met15A40, ura340,
rpglA/ pAW119-GFP (HIS3) rpgl-2

rpgl-2

CRY1412

BY MATa, his3A1, leu2 A0, lys2A0, MET15, ura3A0,
rpglA / pAW119-4M-GFP (HIS3) rpgl-3

rpgl-3

CRY1677

SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-4200 trp1-4901
suc2-A9 lys2-801 rpglA:natNT2 + pAW-GFP (HIS3)
rpgl-2

rpgl-2

CRY1679

SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-4200 trp1-4901
suc2-A9 lys2-801 rpglA:: natNT2+ pAW-4-GFP (HIS3)
rpgl-3

rpgl-3

CRY1681

SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-4200 trp1-4901
suc2-A9 lys2-801 rpglA: natNT2 + pLV14-GFP (HIS3)
rpgl-1

rpgl-1

CRY1683

SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-4200 trp1-4901
suc2-A9 lys2-801 rpglA:: natNT2+ pRPG1-GFP-C
(HIS3) RPG1 wt

RPG1I wt

V prvni ¢asti riistovych analyz jsem se zamérila na porovnani ristu Rpgl mutantnich

kment ve trech raznych genetickych pozadich. Kmeny v genetickém pozadi W303

byly vytvorené vramci spoluprdce nasi laboratore a laboratofe H. Ruise ve Vidni

publikované v praci (Kovarik et al. 1998) vyjma nepublikovaného mutanta rpg1-2

(CRY287). Mutanty v BY a SEY genetickém pozadi byly vytvoreny Ivanou Malcovou

(BY) a Lenkou Senohrabkovou (SEY), (nepublikovano). Pti rlistovych analyzach jsem

pouzivala pristroj Tecan Infinite f200 PRO, ktery je schopen mérit optickou denzitu

v Case a zaroven umoznuje kultivaci bunéénych kultur za prednastavené teploty

s kontinudlnim trepanim. Kmeny na rlistovou analyzu jsem pripravovala podle

navodu uvedeného v metodach (3.2.9). Abych mohla porovnat riist jednotlivych
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kmenti za permisivni i nepermisivnich podminek, provadéla jsem experiment ve dvou

variantach:

1)

2)

1)

No¢ni riist (ON, ,,overnight“) v permisivni teploté, 25°C, za stalého tfepani ve YPD
médiu. Celkova doba kultivace byla nastavena na 16 hodin, a kazdych 15 minut
probéhlo zméreni OD.

Rist v nepermisivnich podminkach, 37°C, po dobu 4 hodin, za stalého trepani ve
YPD médiu. Pfed prenesenim bunék do nepermisivnich podminek byla kultura

inkubovana v 25°C za stalého tfepani do exponencialni faze rastu.

Srovnani ristu ts mutantnich Kkmeni v permisivni teploté pri no¢nim ristu.
Ristovou analyzou v permisivni teploté, tj. 25°C jsem chtéla ovérit, Ze ts mutanty
(rpg1-1, rpgl1-2, rpg1-3) v této teploté rostou, je tedy optimalni pro jejich rist.
Dale mé zajimalo, zda se od sebe mutanty lisi rychlosti ristu, tedy dobou zdvojeni
a zda genetické pozadi tuto vlastnost néjak ovliviiuje. Pro méfeni riistu
v permisivni teploté jsem pristroj Tecan Infinite f200 PRO a ze ziskanych dat
jsem zhotovila rlstové kiivky (viz Graf 1Graf 2Graf 3). Piipravu kmenid pro
méieni jsem provedla podle navodu v metodice (3.2.1.2). Pro noc¢ni rtstové

analyzy jsem v Tecanu nastavila tyto podminky kultivace: 25°C, stalé tiepani,

méreni kazdych 15 minut, celkova doba méreni 16 hodin.

25°C -ON
0,9
08 +— e RPG Twit
0,7 rpg1-2
0,6 == rpg1-1(U)

e (DG 1-1(L)

0,5

OD 600 nm

0,4
0,3

0,2

0,1

0,0

Graf 1 Ristova kiivka mutantnich kment a kontrolnitho kmene RPGI wt v genetickém pozadi W303.
Kultivace ve YPD médiu, ve 25°C, no¢ni rust.
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Graf 2 Ristova kfivka mutantnich kmend a kontrolnitho kmene RPGI wt v genetickém pozadi BY.
Kultivace ve YPD médiu, ve 25°C, no¢ni rist.
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Graf 3 Ruistova krivka mutantnich kmend a kontrolniho kmene RPGI

Kultivace ve YPD médiu, ve 25°C, no¢ni rust.

wt v genetickém pozadi SEY.
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PRUMERNA PRUMERNA PRUMERNA

KMEN DOBA ZDVOJEN{ KMEN DOBA ZDVOJENI KMEN DOBA ZDVOJENI

[hod] [hod] [hod]
RPGIwt

2 RPG1wt (BY) 1,9 RPG1wt (SEY) 1,5
(W303)
rpg1-2

2,5 rpg1-1 (BY 2,4 rpgl- (SEY 2,4
(W303) ’ pg1-1 (BY) ) pg1- (SEY) ,
rpg1-1(U)

2,5 rpg1-2 (BY 2,4 rpg1-2 (SEY 2,4
(W303) ’ pg1-2 (BY) ) pg1-2 (SEY) ,
rpg1-1(L)

2,5 rpg1-3(BY) 3 rpg1-3 (SEY) 2,4
(W303) ’ ’

Tabulka 2 Primérné doby zdvojeni mutantnich kmenid Rpgl a wt Rpgl e trech genetickych pozadich
(W303, BY, SEY). Data pouzita z ristovych kiivek v 25°C, ON viz (Graf 1-3 ).

Ristovymi analyzami v permisivni teploté jsem potvrdila, Ze mutantni kmeny rostou
ve 25°C a to ve vSech genetickych pozadich. Vypoctem doby zdvojeni jsem zjistila, Ze
mutantni kmeny rostou podobné ve vSech trech genetickych pozadich. Kontrolni
kmeny RPGIwt rostly nejrychleji, coZ jsem ocekavala, jelikoZ se nejedna o ts mutanty.
Nejpomalejsi rist vykazoval mutant rpg1-3 a to ve vSech pozadich. Zjistila jsem, Ze
mutanty rpg1-1 a rpg1-2 rostou srovnatelné ve vSech pozadich, jejich primérna doba
zdvojeni se pohybuje v rozmezi 2,4-2,5 hodin (Tabulka 2). Doba zdvojeni rpg1-3 v BY
pozadi se pohybovala okolo 3 hodin a ve srovnani s mutantou rpg1-2 (primérna doba
zdvojeni 2,5 h) rostla pomaleji, coZ by mohlo poukazovat na moZnou ,vyhodu“
pritomnosti C-terminalni mutace, kterou ma rpgl1-2 navic. Pfi porovnani riistu
kontrolnich kmenii RPGIwt ve srovnavanych pozadich se doba zdvojeni pohybovala
od 1,5 h do 2 hodin (Tabulka 2).

2) Srovnani ristu ts mutantnich kmeni v nepermisivni teploté po dobu 4 hodin.
Timto pokusem jsem chtéla potvrdit, Ze mutantni kmeny (rpgl-1, rpgl-2, rpg1-3)
vykazuji ts fenotyp, tzn, Ze jsou citlivé ke zvySené teploté 37°C. Jako v predchozim
pokuse pri srovnani rdstu v permisivnich podminkdch jsem pouzila pro méreni
pristroj Tecan a ze ziskanych dat jsme zhotovila ristové Kkrivky. Kmeny jsem
pripravila dle navodu piipravy vzorki na Tecan (3.2.9). No¢ni kulturu jsem druhy
den zaockovala do Cerstvého YPD média na dany pocet bunék (5x10¢/ ml) a nechala 3

hodiny rozrist v 25°C a poté jsem je pienesla do Tecanu a nastavila program, pro
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méfeni pii 37°C na dobu minimalné 4 hodin, ostatni podminky odpovidaly
predchozimu pokusu v permisivnich podminkach.

Ocekavala jsem, Ze ts mutanty v pozadich BY a SEY nebudou rtst ve 37°C a vysledek
bude korelovat s mutantou rpg1-1 ve W303 genetickém pozadi, u které bylo popsano,

Ze je ts mutanta a neroste ve 37°C (Kovarik et al., 1998).

37 °C
0,30
—— RPG1wt /
0,25 +— pgi1-2
e 1pg 1-1(U) /
020 ——  —emrpg1-1(L)
. /

1S

c

[=3

(=3

=]

8
o0 ) M
0,05 W
0,00 . . ‘ ‘

0 1 2 3 4

t [hod]

Graf 4 Ristova kfivka mutantnich kmend a kontrolniho kmene RPGIwt v genetickém pozadi W303.
Kultivace ve YPD médiu, ve 37°C po dobu 4 hodin.
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Graf 5 Ristova krivka mutantnich kmend a kontrolniho kmene RPGIwt v genetickém pozadi BY.
Kultivace ve YPD médiu, ve 37°C po dobu 4 hodin.
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Graf 6 Ristova krivka mutantnich kmend a kontrolniho kmene RPGIwt v genetickém pozadi SEY.
Kultivace ve YPD médiu, ve 37°C po dobu 4 hodin.

Vysledek riistovych krivek v nepermisivnich podminkach po dobu 4 hodin potvrdil
ma ocekavani, Ze mutanty rpgl-1, rpgl-2, rpg1-3 vSech genetickych pozadi (W303,
BY, SEY) ve 37°C nerostou, narozdil od a RPGIwt, ktery ve vSech pozadich roste pri
37°C (Graf 4Graf 5Graf 6).

5.1.3 Faze bunécného, ve Kkteré se bunky zastavi.
Pri charakterizaci kmentl rpg1-2 a rpg1-3 jsem se ovéiovala, zda se po 4 hodinach

v 37°C zastavi v G1 fazi jako tzv. "dvojcata”, kazdé se svym jadrem, jak bylo popsano
urpgl-1. V Pro zjistovani terminalniho fenotypu jsem vyuzila fluorescen¢ni
mikroskopii i metodu FACS, pro ovéreni obsahu DNA. V pokusech jsem srovnavala

kmeny v BY, SEY a W303 genetickém pozadi.
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rpg1-1
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Obr. 9 Buriky nafocené po 4 hodinach inkubace ve 37°C. Jadro obarveno DAPI. Méritko 4 pm.

Ptrevazna ¢ast populace tvorily buniky stejné velké jeSté nerozdélené (Obr. 9), kazda
obsahovala své jadro (barveni DAPI).

U rpgl-2 a WT (W303) populace bunék nevykazovala terminalni fenotyp po
4 hodinach inkubace ve 37°C. U rpg1-1 asi 3/4 populace tvorila dublety (,dvoj¢ata"),
zbytek tvorily burlkky s malymi pupeny ¢i nevypuCené bunky a bunky s vétSimi

pupeny.
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Obr. 10 Mutantni kmeny a wt v BY genetickém pozadi. Buiikky nafocené po 4 hodinach inkubace ve
37°C. Méritko 4 pm.

Pfi pozorovani mutant rpg1-2 a rpg1-3 ani u rpg1-1 v BY genetickém pozadi, se buniky
nezastavily v G1 fazi bunécného cyklu. Populace bunék se i po 4 hodinach kultivace
ve 37°C jevila jako rostouci populace (Obr. 10), tzn. bylo moZné pozorovat bunky
srizné velkymi pupeny (pucici burnky), ale i buiiky bez pupeni, které dokoncily

bunécny cyklus.
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Obr. 11 Mutantni kmeny a wt v SEY genetickém pozadi. Buiitky nafocené po 4 hodinach inkubace ve
37°C. Métitko 4 pm.

Ani pfi pozorovani mutant rpg1-1, rpg1-2 a rpg1-3 v SEY genetickém pozadi buiky
nevykazovaly termindlni fenotyp, tedy zastaveni v G1 fazi buné¢ného cyklu. Na (Obr.
11) je zrejmé, Ze populace bunék po 4 hodindch kultivace ve 37°C je rliznorodj,

podobné jako v BY genetickém pozadi.

Podle mikroskopickych analyz se mi nepodarilo prokazat terminalni fenotyp, proto
jsem pomoci FACS analyzy chtéla ovérit obsah DNA v bunikkach mutantnich kmenti
Rpgl a wt Rpgl v BY a SEY genetickém pozadi. Buiiky kultivovala 4 hodiny v 37°C
a podle protokolu pripravila na FACS analyzu. Fixované buiiky jsem mikrospkopicky
kontrolovala, zda doSlo k permeabilizaci membrany ethanolem a inkorporaci

propidium jodidu do bunék. Propidium jodid se neinkorporuje do Zivych bunék.
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Obr. 12 Grafy z FACS analyzy kment v SEY genetickém pozadi.
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Pokud by se bunky zastavovaly v G1 fazi mély by se obsahem DNA blizit diploidnim
buiikdm na panelu B (Obr. 12), které jsem pouZzila vtomto prvotnim pokuse jako
kontrolu. Jako druhou kontrolu pro srovnani jsem pouZzila i haploidni kmen - na
panelu A (Obr. 12). JelikoZ se mutanty Rpgl (rpg1-1, rpgl-2, rpg1-3) i wt Rpgl spiSe
podobaly haploidnim buiikam, dosla jsem k zavéru, Ze v BY genetickém pozadi nemaji

mutantni kmeny terminalni fenotyp, ktery byl popsany u rpg1-1 (W303).
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Obr. 13 Grafy z FACS analyzy kmeni v SEY genetickém pozadi.

Vysledky FACS analyz ukazaly u mutantnich kment Rpgl v SEY genetickém pozadi se
ukazaly byt stejné. Neprokazala jsem terminalni fenotyp, tzn. Ze Zadny kmeny nemél
obsah DNA blizici se diploidnimu kmeni. JelikoZ jsem pies opakovani pokust dosla ke
stejnému zaveéru, tedy, Ze buriky nezastavuji v G1 fazi, pro dokumentaci jsem na (Obr.

13) vlozila pouze grafy mutantnich kmenii a wt Rpg1.
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5.1.4 Ovéreni termosenzitivnich vlastnosti mutantnich Rpgl kment v BY
a SEY genetickém pozadi

V pripadé nékterych termosenzitivnich mutant neni jejich riist za nepermisivnich

podminek plné zastaven, ale pouze do rtizné miry zpomalen. Proto jsem ovérovala,

zda v pripadé mutantli Rpgl jde o pravy termosenzitivni fenotyp nebo pomaly rist

(slow-growth).

K otestovani termosenzitivity jsem zvolila mutantni kmeny v BY a SEY genetickém

pozadi:

CRY1403 | BY MATa, his3A1, leu2 A0, lys2A0, MET15, ura340, rpg1-1
rpglA / pLV14-GFP (HIS3) rpgl-1
CRY1407 | BY MATa, his3A1, leu2 A0, lys2A0, met15A0, ura3A0, RPG1 wt
rpglA/ pRPG1-GFP - C (HIS3) RPG1 wt

CRY1409 BY MATa, his3A1, leu2 A0, lys2 A0, met15A40, ura340, rpgl-2
rpglA/ pAW119-GFP (HIS3) rpgl-2
CRY1412 | BY MATa, his3A41, leu2 A0, lys2A0, MET15, ura3 A0, rpgl-3
rpglA/ pAW119-4M-GFP (HIS3) rpgl-3
CRY1677 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A4200 trp1-4901 rpgl-2
suc2-A9 lys2-801 rpglA::natNTZ2 + pAW-GFP (HIS3)
rpgl-2

CRY1679 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-4200 trp1-4901 rpg1-3
suc2-A9 lys2-801 rpglA:: natNT2+ pAW-4-GFP (HIS3)
rpgl-3

CRY1681 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A200 trp1-4901 rpg1-1
suc2-A9 lys2-801 rpglA: natNT2 + pLV14-GFP (HIS3)
rpgl-1

CRY1683 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A200 trp1-4901 RPG1 wt
suc2-A9 lys2-801 rpglA:: natNT2+ pRPG1-GFP-C
(HIS3) RPGI wt

K otestovani pomalého ristu, jsem zvolila fedici rady a aplikovala je v podobé spot
testi na YPD misky. Kulturu jsem pripravila podle protokolu v metodice (3.2.1)
ve YPD médiu. Redéni jsem provadéla v 96 jamkové desti¢ce v CM médiu, desitkovou
fedici radou (107-10%2 bunék na ml). Misky jsem inkubovala ve trech rozdilnych
teplotach - 25°C (permisivni podminky pro ts mutanty), 30°C (permisivni podminky
pro wt formu Rpgl) a 37°C (nepermisivni podminky pro ts mutanty) po dobu 6 dnf.
Kazdy druhy den jsem misky nafotila, abych =zachytila pripadné zmény

v nepermisivnich podminkach v pripadé mutantd.
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Na zakladé mych vysledki z ristovych analyz jsem ocekavala riist vSech testovanych

kment inkubovanych v 25°C a 30°C. Rist ve 37°C jsem ocekavala pouze u kmeni
RPG1 wt (BY) a RPG1 wt (SEY) nikoli u mutantd. Po 6 dnech ve 37°C narostly pouze
kmeny RPG1 wt (BY) a RPGI wt (SEY) viz (Obr. 14). Vysledky pokust s fedicimi

fadami tak potvrdily ma data z ristovych krivek ve 37°C a prokazaly, Ze v pripadé

vSech tfech mutant Rpg1 v obou genetickych pozadich se jedna o pravé ts mutanty.

2. den 25°C 30°C 37°C

4. den

6. den

-
. . "

RPG 1wt (SEY)
rpg1-1  (SEY)
pg1-2  (SEY)
rpg1-3  (SEY)
pg1-3  (BY)
mpg1-2 (BY)
rpg1-1  (BY)
RPG 1wt (BY)
RPG 1wt (SEY)
mpg1-1  (SEY)
rpg1-2  (SEY)
rpg1-3  (SEY)
rpg1-3  (BY)
rpg1-2  (BY)
rpg1-1  (BY)
RPG 1wt (BY)
RPG 1wt (SEY)
rpg1-1  (SEY)
pg1-2 (SEY)
rpg1-3  (SEY)
rpg1-3  (BY)
rpg1-2  (BY)
pg1-1  (BY)
RPG 1wt (BY)

Obr. 14 Test termosenzitivity a pripadného,slow-growth” fenotypu mutantnich kment v BY a SEY

genetickém pozadi. Redéni za¢ina vlevo mnozstvi 107bunék/ml.
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5.1.5 Srovnani mutantnich kmeni v SEY pozadi po piisobeni teplotnich
Sokii
NaSe laborator se dlouhodobé zabyva vlivem tepelného Soku na tvorbu
stresovych granuli (Grousl et al, 2009, 2013). Rpgl je soucasti téchto
ribonukleoproteinovych proteint vznikajicich pti odpovédi na stres. Proto nas
zajimalo prezivani mutantnich forem Rpgl po ptlisobeni teplotnich Sokl jako
doplnéni experimentd probihajicich v laboratori, pri kterych bylo zjisténo, Ze
tyto tvori stresové granule jiZ pii niZSich teploté neZ nemutovana formaRpg1.
Také by to naznacovalo odpovéd,, zda je pro buiiku tvorba stresovych granuli

prospésna i ne.

Pro srovnani mutantnich kmenii po ptsobeni teplotniho Soku jsem pouzila
kmeny vSEY genetickém pozadi vytvorené vnasSi laboratofi Lenkou

Senohrabkovou (nepublikovano):

CRY1677 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A4200 trp1-4901 rpgl-2
suc2-A9 lys2-801 rpglA::natNTZ2 + pAW-GFP (HIS3)
rpgl-2

CRY1679 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-4200 trp1-4901 rpg1-3
suc2-A9 lys2-801 rpglA:: natNT2+ pAW-4-GFP (HIS3)
rpgl-3

CRY1681 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A200 trp1-4901 rpg1-1
suc2-A9 lys2-801 rpglA: natNT2 + pLV14-GFP (HIS3)
rpgl-1

CRY1683 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A200 trp1-4901 RPG1 wt
suc2-A9 lys2-801 rpglA: natNT2+ pRPG1-GFP-C
(HIS3) RPGI wt

Abych zjistila, jaké procento bunék preziva, provadéla jsem nékolikanasobné
vysevy kultur po ptlisobeni riznych teplot. Pro vysevy jsem pouzila desitkové
fedici rady, v nichZ poc¢atecni mnozstvi bunék odpovidalo 107 ve YPD médiu, na
YPD misky jsem vysivala 200 bunék/ml na jednu misku. Ke kazdé teploté jsem
méla kontrolni misky ve 25°C. Tepelné Soky jsem provadéla ve 3 rozdilnych
podminkach: 37°C - 30 minut, 42°C - 30 minut, a 46°C - 10 minut.

Z vysledkl shrnutych v (Tabulka 3) je velmi tézké udélat jednoznacny zavér
spolecny pro vSechny mutanty, i kdyZ experiment byl nékolikrat opakovany.
Mutant rpg1-1 lépe preZziva za teplot 42°C a 371C°C, mutant rpg1-2 za teplot 37°C

a u mutanta rpg1-3 neni tendence ziejma.
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Abych zjistila, jaké procento bunék preziva, provadéla jsem nékolikandsobné
vysevy kultur po plisobeni tepelného Soku. Pro vysevy jsem pouZila desitkové
fedici fady, v nichz pocatetni mnoZstvi bunék odpovidalo 107 ve YPD médiu,
na YPD misky jsem vysévala 200 bunék/ml (mnoZstvi na jednu misku).
Ke kazdému heat Soku jsem meéla kontrolni misky ve 25°C. Heat Soky jsem
provadéla ve 3 rozdilnych podminkach: 37°C - 30 minut, 42°C - 30 minut, a 46°C
10 minut.

Misky s vysetymi bunikami jsem inkubovala 2-5 dni v 25°C - podle velikosti
kolonii.

U kontrolniho kmene RPGIwt rostly kolonie v 25°C rychleji oproti mutantim.

Kmen HS 46°C Kontrola HS 42°C Kontrola HS 37°C Kontrola
k HS 46°C k HS 42°C k HS 37°C
RPGIwt 94 % 100 % 91 % 100 % 98 % 100 %
rpg1-1 64 % 100 % 91 % 100 % 87 % 100 %
rpgl-2 63 % 100 % 79 % 100 % 99 % 100 %
rpg1-3 87 % 100 % 97% 100 % 101 % 100 %

Tabulka 3 Vysledky teplotnich testi provadénych s mutantnimi kmeny v SEY genetickém pozadi. K
jednotlivym teplotnim Soktim byla vZdy provedena kontrola v 25°C (kontrola k HS).

5.1.6 Test funk¢nosti mitochondrii mutantnich kment Rpg1 v SEY pozadi
V ramci charakterizace ts mutantli rpg1-2 a rpg1-3 jsem chtéla dale zjistit, zda maji
tyto kmeny funkcéni mitochondrie a zda neni ovlivnéna mutaci ¢i delecemi v PCI
doméné. Pro srovnani jsem pouZzila i mutanta rpgl-1 a RPGIwt v SEY genetickém
pozadi. Pro zjiSténi zda maji kmeny funkéni mitochondrie, jsem zvolila rlistovou
analyzu na nezkvasitelném zdroji uhliku - glycerolu. Pokud by kmeny nemély funkéni
mitochondrie, nebudou schopné vyuzit glycerol jako alternativni zdroj uhliku,
neporostou a budou umirat. Testované kultury narostlé ve YPD jsem pred
zaoCkovanim do desticky s YP médiem s 3% glycerolem promyla, abych odstranila

zbytkovou glukosu z média. Pro tento test jsem v pristroji Tecan Infinite f200PRO
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nastavila program s teplotou 25°C, po dobu 18 hodin, za stalého tfrepani a méteni

kazdych 15 minut. Ziskana data jsem vyhodnotila a vytvorila ristovou krivku

zobrazenou v Graf 7.

25°C- ON

0,20

0,18 ——

==RPG1wt

== rpgl-1

=le=rpgl-2

== rpg1-3

0,10

0D 600nm

0,08

0,06

0,04

0,02

0,00

4 6 8

¢as [hod]

10 12 14 16 18

Graf 7 Rustova krivka ts mutantnich kmeni (rpgl-1, rpgl-2, rpg1-3) v porovnani s RPGIwt v SEY

genetickém pozadi. Kmeny byly kultivované pies noc (18 hodin) v permisivnich podminkach pro

ts mutanty (25°C) ve YP médiu s 3% glycerolem.

PRUMERNA DOBA
KMEN ZDVOJENi
[hod]
RPG1wt 3,7
rpgl-1 3,8
rpgl-2 3,6
rpgl-3 3,8

Tabulka 4 Primérna doba zdvojeni mutantnich
kmenli Rpgl a wt vSEY genetickém pozadi.
Zdrojova data z ristové krivky viz Graf 7.
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Vysledky rlistové analyzy v médiu s glycerolem, ukazaly, Ze testované kmeny po dobu
18 hodin rostly podobnym zpisobem, pouze kmen s mutantem rpg1-1 rostl o néco
pomaleji neZ wt a mutanty rpg1-2 a rpg1-3. Timto pokusem jsem zjistila, Ze testované
ts mutanty vSEY genetickém pozadi nemaji nijak vyrazné ovlivnénou funkci
mitochondrii a tudiz predpokladam, Ze mutace Rpgl v téchto kmenech nenarusuji
funkci mitochondrii. Doba zdvojeni je u vSech kmenl vcetné RPGIwt je delsi

ve srovnani s riistem pii 25°C ve YPD médiu.
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5.2 Analyza vlivu mutaci Rpg1 na usporadavani mikrotubuli

U kvasinky S. cerevisiae byla popsana asociace Rpgl s mikrotubuly in vitro (Hasek
etal., 2000), ale o vztahu Rpgl s mikrotubuly u kvasinek neni dosud vice znamo.
Asociace Rpgl s mikrotubuly by mohla ovliviiovat kontrolu kvasinkové translace
nebo naopak dynamiku miktrotubuld.

Proto bylo cilem experimentli v této Casti prace zjistit, zda a jakym zpisobem je
ovlivnéna struktura mikrotubull a zda mutace v Rpg1 maji vliv na jejich usporadani
po pisobeni nokodazolu.

Pro studium struktury mikrotubulli se pouziva trada latek, které stabilizuji ci
destabilizuji jejich strukturu. Ja jsem ve svych pokusech pouZila dvé drogy (benomyl
a nokodazol), které svym ptsobenim na mikrotubuly rozrusuji jejich strukturu
a depolymerizuji je. Benomyl jsem pouZzila ve svych pokusech k otestovani citlivosti
studovanych kmenii pevném médiu a nokodazol v pokusech vyuzivajicich
fluorescen¢ni mikroskopii Zivych bunék. Ktomuto ucelu jsem také pripravila
mutantni kmeny (rpgl-1, rpgl-2, rpgl-3 i wt Rpgl) vSEY genetickém pozadi

s a-tubulinem ozna¢enym mCherry na N-konci.

5.2.1 Test citlivosti Rpgl mutanti vBY a SEY genetickém pozadi

na ptisobeni benomylu

Benomyl (benldt) ¢i methyl [1-[(butylamino)karbonyl]-1H-benzimidazol-2-yl]
karbamat je fungicidni latka, kterd plisobi na mikrotubuly, tim, Ze rozrusuje jejich
strukturu. V mikrobiologickych laboratorich se béZné pouZziva k testovani citlivosti
kvasinek na jeho rizné Kkoncentrace, protoZe zvySena citlivost k benomylu je

u kvasinkovych bunék povazovana za indikator poruch mikrotubularniho systému.
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H

Obr. 15 Strukturni vzorec benomylu
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Vzhledem k publikovanym datiim o asociaci Rpgl proteinu s mikrotubuly (Hasek et
al., 2000) jsme chtéli zjistit, zda mutace v molekule Rpgl neovliviiuji integritu a
funk¢nost mikrotubularniho cytoskeletu v kvasinkové buiice. ZvySena citlivost
kbenomylu je u kvasinkovych bunék povazovana za indikator poruch tohoto
systému, a proto jsme tento test citlivosti zvolili jako prvni krok. Exponencialné
rostouci kultury testovanych kment byly privedeny na stejnou koncentraci 107
bunék/ml a naredény desitkovou radou. VSechna redéni byla spotovana pomoci jezka
na predem pripraveneé agarové misky s YPD agarem doplnénym o indikované
koncentrace benomylu - 20 a 40 pg/ml. Po zaschnuti byly misky inkubovany po dobu
3 dnti v uvedenych teplotach. Vysledné nartsty jsou uvedeny v Obr. 16.

Zadny nardst ani jednoho z testovanych mutanti ani wt kmene neni pozorovatelny
v 16°C. PouZité koncentrace benomylu jsou tak ziejmé priliS vysoké pro test pii této
teploté. Ve 37°C rostou pouze kmeny s wt formou Rpgl u obou pozadi BY a SEY a je
opét tak potvrzene citlivost Rpgl mutantt k této teploté. U nariisti v 25°C a 30°C je
rozdil patrny spi§ u 40pg/ml benomylu nez 20ug/ml. Zda se Ze, BY kmeny
s mutovanym i intaktnim Rpgl jsou citlivéjsi k vys$si koncentraci benomylu nez
kmeny pozadi SEY, ale neni patrny nijaky vyrazny rozdil mezi kmeny s wt formou
Rpgl a mutanty u obou genetickych pozadi.

Test citlivosti kbenomylu tak neprokazal pozorovatelné ovlivnéni integrity
mikrotubularniho systému mutacemi Rpg1.

Pro testovani citlivosti k benomylu jsem zvolila mutantni kmeny v BY a SEY

genetickém pozadi.

CRY1403 BY MATa, his3A41, leu2A0, lys2A40, MET15, ura3A0, rpgl-1
rpglA/ pLV14-GFP (HIS3) rpgl-1
CRY1407 BY MATa, his341, leu2A0, lys2A40, met15A40, ura3A0, RPG1 wt
rpglA/ pRPG1-GFP - C (HIS3) RPG1 wt
CRY1409 BY MATa, his3A41, leu2A0, lys2A0, met15A0, ura3A0, rpgl-2
rpglA/ pAW119-GFP (HIS3) rpgl-2
CRY1412 BY MATa, his341, leu2A0, lys240, MET15, ura3A0, rpg1-3
rpglA/ pAW119-4M-GFP (HIS3) rpgl-3
CRY1677 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-4200 trp1-4901 rpgl-2
suc2-A9 lys2-801 rpglA:natNT2 + pAW-GFP (HIS3)
rpgl-2

CRY1679 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A200 trp1-4901 rpg1-3
suc2-A9 lys2-801 rpglA:: natNT2+ pAW-4-GFP (HIS3)
rpg1-3

CRY1681 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A200 trp1-4901 rpgl-1
suc2-A9 lys2-801 rpglA:: natNTZ2 + pLV14-GFP (HIS3)
rpgl-1
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CRY1683 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-4200 trp1-4901 RPG1 wt
suc2-A9 lys2-801  rpglA: natNT2+ pRPG1-GFP-C
(HIS3) RPG1 wt

16°C kontrola benomyl 20 ug/ml benomyl 40 ug/mi

= 0 §

@ 5 .~ RPG1wt (SEY)
> & - rpg1-1 (SEY)
rpg1-2 (SEY)
rpg1-3 (SEY)
pg1-3 (BY)
rpg1-2 (BY)
rpg1-1 (BY)
RPG1wt (BY)

RPG1wt (SEY)
pg1-1 (SEY)
pg1-2 (SEY)
rpg1-3 (SEY)
pg1-3 (BY)
rpg1-2 (BY)
mpg1-1 (BY)
RPG1wt (BY)

RPG1wt (SEY)
rpg1-1 (SEY)
pg1-2 (SEY)
rpg1-3 (SEY)
pg1-3 (BY)
pg1-2 (BY)
pg1-1 (BY)
RPG1wt (BY)

RPG1wt (SEY)
rpg1-1 (SEY)
rpg1-2 (SEY)
rpg1-3 (SEY)
rpg1-3 (BY)
rpg1-2 (BY)
pg1-1 (BY)
RPG1wt (BY)

Obr. 16 Redici fady mutantnich kmenii v genetickych pozadich BY a SEY ve 2 rozdilnych koncentraci
benomylu. Pro kontrolu ristu byly kultury inkubovany na YPD miskach. Test byl proveden ve trech
rozdilnych teplotach (zleva fedéni 107-102).
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5.2.2 Priprava kmeni VvSEY genetickém pozadi s fluorescencné
znacenym a-tubulinem v kombinaci s mutacemi Rpg1.

Pro pripravu kmenl nesoucich mutované formy Rpgl a fluorescentné znaceny
tubulin alpha byly vybrany kmeny genetického pozadi SEY, protoZe v tomto
pozadi je moZna integrace do auxotrofnich markerii oproti kmenim pozadi BY,
kde jsou auxotrofie zpiisobené delecemi celych genii a ne pouze mutacemi jako je
to v SEY pozadi.

Pro vneseni dodatecné kopie genu kodujiciho tubulin alpha - TUB1- znacené na
jejim N-konci ¢ervenym fluorescencnim proteinem mCherry byl pouZzit plasmid
pRS306-mCherry-TUB1.Tento plasmid byl jiZ drive pouzit pro tvorbu kontrolniho
divokého kmene SEY se znaCenym tubulinem (Ivana Malcova), ktery jsem pouzila
pro testovani nokodazolu.

Nejprve byla plasmidova DNA nastépena enzymem Apal, ktery linearizuje plasmid
v oblasti selek¢niho genu URA3 (Obr. 17). Po kontrole linearizace plazmidu
elektroforézou v agarosovém gelu byla pripravend DNA transformovana Li-Ac

metodou do Ctyt kmeni :

CRY1677 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A200 trp1-4901 rpgl-2
suc2-A9 lys2-801 rpglA::natNT2 + pAW-GFP (HIS3)
rpgl-2

CRY1679 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A200 trp1-4901 rpg1-3
suc2-A9 lys2-801 rpglA:: natNT2+ pAW-4-GFP (HIS3)
rpgl-3

CRY1681 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A200 trp1-4901 rpgl-1
suc2-A9 lys2-801 rpglA: natNT2 + pLV14-GFP (HIS3)
rpgl-1

CRY1683 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A200 trp1-4901 RPG1 wt
suc2-A9 lys2-801 rpg1A:: natNT2+ pRPG1-GFP-C
(HIS3) RPGI wt

Kolonie tranformanti vyrostlych na miskdch bez uracilu byly odpichnuty
a preocCkovany na cCerstvé plotny SC ura-. Po Ctyrech koloniich od kazdého kmene
jsem kontrolovala mikroskopicky pritomnost fluorescencné znacCenych

mikrotubuld ve filtru urceném pro RFP.
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pouzity standard 1 2 3 4 5 L .
Kilobases Mass (o) 1-nestépeny plasmid
2 o pRS306-mCherry-TUB1 (koncentrace 360,8 ng/ul)
42
50 . 2-nestépeny plasmid
42 pRS306-mCherry-TUB1 (koncentrace 429,1 ng/ul)

33
3-8tépeny plasmid (koncentrace 360,8 ng/ul)

1
" 4-3tépena plasmid (koncentrace 429,1 ng/pl)

5-standard 1kbp (New England Biolabs)

42

42

Obr. 17 Kontrola linearizace plasmidu v agar6zovém gelu.

Nové vytvoirené kmeny jsem zamrazila a uloZila do laboratorni sbirky kvasinkovych

kmenti pod &isly: CRY1987 (RPGIwt), CRY1988 (rpg1-1), CRY1989 (rpgl-2) CRY1990
(rpg1-3).

Ovéreni rastovych vlastnosti nové vytvorenych kmenu a test termosenzitivity

Nové vytvorené kmeny jsem otestovala z hlediska jejich ristu, abych si potvrdila, Ze
integrovany TUB1 oznaceny mCherry vyrazné neovliviiuje rist bunék. Pro ovéreni
ristovych vlastnosti jsem vyuzila opét méreni pomoci pristroje Tecan Infinite 200
PRO. Pripravu vzorkli na méreni jsem provedla dle protokolu v metodice (3.2.9).
Program pro noc¢ni kultivaci jsem nastavila na 25°C, 17 hodin, za stalého tfepani a
méfeni ODsoo kaZdych 15 minut. Z dat jsem vytvorila rastovou krivku (Graf 8).
Vysledky této rlistové analyzy mi potvrdily, Ze kmeny rostou stejné dobie jako
ptivodni kmeny, do kterych jsem integrovala plasmid a tedy nejsou nijak ovlivnéné
touto dodatecnou kopii znaceného tubulinového genu - viz priimérna doba zdvojeni

(Tabulka 5).
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Graf 8 Riistova krivka mutantnich kment s ozna¢enym a-tubulinem Buriky rostly ptes noc ve YPD
médiu, v permisivni teploté 25°C, za stalého tirepani.

PRUMERNA
KMEN DOBA ZDVOJENi
[hod]
RPGIwt 1,5
rpgl-1 2,4
rpgl-2 2,3
rpg1-3 2,3

Tabulka 5 Primérnd doba zdvojeni mutantnich kmend Rpgl a wt v SEY genetickém pozadi se
znaCenym o-tubulinem. Zdrojova data z ristové krivky viz Graf 7.

Dale jsem chtéla potvrdit termosenzitivitu nové vytvorenych kmeni, u kterych jsem
ocekavala riist ve 25°C (permisivnich podminkach pro ts mutanty) a ve 30°C. Riist ve
37°C jsem neocekavala, jelikoZ kmeny pouZité pro integraci plasmidu jsou ts mutanty.
K ovéreni termosenzitivity jsem vyuzila spot testli, kmeny jsem pfipravila podle

protokolu v metodice (403.2.10). Kulturu na tiskani jsem v CM médiu zaocCkovala
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na stejné mnozstvi. Pro srovnani nové ovétrenych kmeni jsem pouZzila mutanty Rpgl

v BY a SEY genetickém pozadi.

CRY1403 | BY MATa, his3A1, leu2 A0, lys2A0, MET15, ura3A40, rpgl-1
rpglA/ pLV14-GFP (HIS3) rpgl-1
CRY1407 BY MATa, his3A1, leu2 A0, lys2 A0, met15A40, ura3A40, RPG1 wt
rpglA/ pRPG1-GFP - C (HIS3) RPG1 wt

CRY1409 | BY MATa, his3A1, leu2 A0, lys2 A0, met15A40, ura3A0, rpgl-2
rpglA/ pAW119-GFP (HIS3) rpgl-2
CRY1412 BY MATa, his341, leu2 A0, lys2A40, MET15, ura3A0, rpgl-3
rpglA/ pAW119-4M-GFP (HIS3) rpgl-3
CRY1677 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A4200 trp1-4901 rpgl-2
suc2-A9 lys2-801 rpglA::natNTZ2 + pAW-GFP (HIS3)
rpgl-2

CRY1679 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-4200 trp1-4901 rpg1-3
suc2-A9 lys2-801 rpglA:: natNT2+ pAW-4-GFP (HIS3)
rpgl-3

CRY1681 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-4200 trp1-4901 rpgl-1
suc2-A9 lys2-801 rpglA:: natNT2 + pLV14-GFP (HIS3)
rpgl-1

CRY1683 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-4200 trp1-4901 RPG1 wt
suc2-A9 lys2-801 rpg1A:: natNT2+ pRPG1-GFP-C
(HIS3) RPG1 wt

CRY1987 | SEY MATa leu2-3112 ura3-5::URA3::pRS306-mCherry- | RPGIwt
TUB1 his3-4200 trp1-4901 suc2-A9 lys2-801 rpgl A::
natNT2+ pRPG1 -GFP-C (HIS3) RPG1 wt

CRY1988 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52::URA3::pRS306- rpgl-1
mCherry-TUB1 his3-A200 trp1-A901 suc2-49 lys2-801
rpg1A:: natNT2 + pLV14-GFP (HIS3) rpg1-1

CRY1989 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52::URA3::pRS306- rpgl-2
mCherry-TUB1 his3-A200 trp1-A901 suc2-A9 lys2-801
rpg1A::natNTZ2 + pAW-GFP (HIS3) rpg1-2

CRY1990 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52::URA3::pRS306- rpg1-3
mCherry-TUB1 his3-A200 trp1-A901 suc2-49 lys2-801
rpglA:: natNT2+ pAW-4-GFP (HIS3) rpg1-3
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25°C

RPG1wt rpg1-1; mpgi-2; rpg1-3  (BY)
RPG1wt; rpg1-1; rpg1-2; rpg1-3  (SEY)

RPG1wt ; rpg1-1; rpg1-2; rpg1-3 (SEY+TUB1-mCherry)

30°C
RPG1wt; rpg1-1; rpg1-2; mpg1-3 (BY)

RPG1wL rpgi-1; rpg1-2; rpg1-3  (SEY)

RPG1wt; pg1-1; mpg1-2; rpg1-3 (SEY+TUB1-mCherry)

37°C
RPG1wt; rpg1-1; rpg1-2; rpg1-3  (BY)

RPG1wt; rpg1-1; rpg1-2; pg1-3  (SEY)

RPG1wt; rpg1-1; mpg1-2; pg1-3 (SEY+TUB1-mCherry)

Obr. 18 Test termosenzitivity nové vytvorenych kment v SEY genetickém se znaCenym a-tubulinem
v porovnani s mutanty Rpgl v BY a SEY genetickém pozadi.

Vysledky testd potvrdily ma oc¢ekavani. Nové vytvorené kmeny jsou termosenzitivni a
nerostou v 37°C podobné jako kmeny SEY, do kterych jsem integrovala znaceny a-

tubulin.
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5.2.3 Uspoiadavani mikrotubulti po ptisobeni nokodazolu v pozadi SEY

Nokodazol neboli Methyl [5-(2-thienylkarbonyl)-1H-benzimidazol-2-yl] karbamat je
antimitoticka latka, kterd rozrusuje strukturu mikrotubuli tim, Ze se vaze na
B-tubulin. Nokodazol svym pisobenim brani vzniku jedné ¢i dvou disulfidickych
vazeb, a tim je inhibovdna dynamika mikrotubulG a dochazi k naruseni funkce
déliciho vreténka a fragmentaci Golgiho aparatu. Buiikky oSetfené nokodazolem se
zastavuji v G2/M fazi bunécného cyklu (Wang et al. 1995) . Dale brani fosforylaci
antigenich receptori v buiice a zastavuje jejich aktivitu. Aktivuje signalni drahu a

indukuje apoptdézu v normalnich i rakovinych burikach (Cahill et al. 1998).

0
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Obr. 19 Strukturni vzorec nokodazolu

5.2.3.1 Architektura mikrotubuli a piisobeni nokodazolu v divokém kmeni
CRY1603

Cilem pokusu bylo otestovat, zda pouZivany nokodazol funguje a svym plisobenim

depolymeruje mikrotubuldrni struktury v bunce, které jsou schopné se znovu

uspoiadat po jeho omyti z média.

Pro testovani nokodazolu jsem si pro prvni pokusy zvolila divoky kmen s ozna¢enym

a-tubulinem v SEY genetickém pozadji, ktery byl vytvoren v nasi laboratofi:

CRY 1603 | SEY MATa leu2-3,112 pRS306-mCherry-TUB1-URA3:ura3-52 WT SEY
his3-A200 trp1-4901 lys2-801 suc2-49 WT SEY

Kulturu jsem pripravila podle navodu na piipravu vzorkli pro fluorescencni
mikroskopii (3.2.14). Divoky kmen jsem po celou dobu pokusu tfepala v termoblocku
(Eppendorf) pri teploté 30°C a 550 rpm, ktera je optimalni pro rtst divokého
kvasinkového kmene. Pro kultivaci jsme pouzila YPD médium, které bylo pied

mikroskopovanim vzorku nutné odmyt a vyménit za CM médium. Diivodem proc jsem
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nemohla mikroskopovat vzorky s YPD médiem byla autofluorescence YPD média
(vysoké pozadi a nespecificky signdl) pri sledovani fluorescence pod RFP filtrem.
Pokus jsem provedla nasledovné:

Pred pridanim nokodazolu do YPD média jsem burky pozorovala pod Nomarskiho
kondenzorem a mikrotubuly zna¢ené mCherry jsem pozorovala pod RFP filtrem.
Vyfotila jsem nékolik snimk, expozice pro RFP filtr (RFP filter block U-MWIYZ2,
exc. max. 545-580, em. max. 610), vnémzZ jsem pozorovala mCherry byla 1500ms.
Po nafoceni kontrolnich bunék, jsem do YPD média pridala nokodazol na finalni
koncentraci 50 pg/ml a inkubovala pfi 30°C po dobu 1, 5 hodiny (jedna generacni
doba divokého kmene). Dale jsem butiky presunula do 37°C a inkubovala 1,5 hodiny.
Po 1,5h ve 37°C s nokodazolem jsem kulturu rozdélila na dvé c¢asti. Prvni ¢ast kultury
jsem odmyla predehratym YPD médiem (37°C) a inkubovala dale ve 37°C. Druhou
¢ast jsem odmyla od nokodazolu a nechala inkubovat ve 25°C. Po uplynuti doby jsem
provedla odmyti nokodazolu z YPD média. OCekavala jsem, Ze se mikrotubuly znovu
uspoiadaji v obou pripadech - odmyti v 30°C i 37°C.

Pii mikroskopickych pozorovani jsem se snaZzila identifikovat vSechny struktury
mikrotubuld, které se v priibéhu bunécného cyklu kvasinky S. cerevisiae objevuji -
od zdvojenych jadernych plaki (SPB) jevicich se jako dvé tecky blizko sebe, pres
kratké délici vireténko (spindle), vypada jako kratka tycinka a lze pozorovat i krasné
prodlouZené anafazni délici vieténko (spindle) nataZené z bunikky materské do bunky
dcefinné. Tyto struktury jsou patrné i z Obr. 20 a jsou pozorovatelné jak
v exponencialné rostoucich bunkach, tak i vbunkach po uvolnéni ze zastaveni
v nokodazolu. Bunky zastavené v nokodazolu (panel B) maji viditelné pouze jaderné
plaky (SPB)a depolymerizace mikrotubul vede k uvolnéni tubulinu do cytoplazmy,

coZ je pozorovatelné jako zvySeny cytolazmaticky signal.
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WT SEY (CRY1603)
A 30°C kontrola 30°C nokodazol

DIC mCherry DIC

C 30°C odmyti D 37°C odmyti

mCherry

DIC mCherry DIC mCherry

Obr. 20 Buiiky kultivované ve YPD médiu ptred pridanim nokodazolu (A),s nokodazolem v médiu(B),a
po 1 hodiné odmyti ve dvou riiznych teplotach (C,D). Méritko 4 pm.

Obr. 20 ukazuje, Ze inkubace s nokodazolem po dobu 1,5 hodiny je dostacujici
pro depolymeraci mikrotubulti v celé populaci bunék s nemutovanym Rpgl. Ukazuji
také, Ze pouzity nokodazol je funkcni a je moZné ho pouzivat v dalSich pokusech
s mutantnimi kmeny. Stejné tak jsem potvrdila, Ze krepolymeraci mikrotubult
u nemutovaného kmene dojde do jedné hodiny po odmyti nokodazolu nezavisle

na inkubacni teploté.

5.2.3.2 Vliv koncentrace nokodazolu na architekturu mikrotubula

Pti dalSich pokusech s mutantnimi kmeny, které jsem inkubovala v nokodazolu delsi
dobu (3-4h z dlvodu delsi generacni doby) nez divokym kmen se mi bohuzel
nepodarilo potvrdit vysledky mého pilotniho pokusu. Nebyla jsem si jista, zda se
ts mutanty nechovaji odliSné oproti divokému kmeni, ale ani u néj, pti prodlouZené
inkubaci, se mi opakované nepodarilo zopakovat vysledek jako u pilotniho pokusu.
Podle mého pozorovani vysledky ukazovaly spiSe, Ze nokodazol nefunguje, protoze
mikroskopické obrazy pripominaly spiSe rostouci nez zastavené bunky. Proto jsem se

rozhodla vyzkouSet plisobeni dvou rozdilnych koncentraci. K pozorovani jsem si
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zvolila kmen s nemutovanou verzi Rpgl, ktery jsem pripravila, jak je popsané

v kap. (5.1).

CRY1987 SEY MATa leu2-3112 ura3-5::URA3::pRS306-mCherry-TUB1 RPGIwt
his3-A200 trp1-A901 suc2-A9 lys2-801 rpg1A:: natNT2+
pRPG1 -GFP-C (HIS3) RPG1 wt

A 30°C kontrola

RPG1wt

DIC mCherry
c nokodazol (50 ug/ml)

mCherry mCherry

D nokodazol (15 ug/ml) E nokodazol (50 ug/ml)

DIC mCherry DIC mCherry
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E nokodazol (15 ug/ml)

DIC mCherry

mCherry

Obr. 21 Test plisobeni nokodazolu na rozruseni struktury mikrotubuli po ptisobeni dvou rozdilnych

koncentraci u divokého kmene s Rpg1(SEY) s integrovanym plasmidem nesouci fizi TUB1-mCherry.
Méritko 4 pum.

RPG1wt

A 30°C odmyti B 37°C odmyti

c 30°C odmyti

2h

DIC mCherry mCherry

Obr. 22 Znovu-uspoiadani mikrotubuld 1 hodinu a 2 hodiny po odmyti nokodazolu z média s nizsi
koncentraci nokodazolu (15 pg/ml). Odmyti porovnano ve dvou teplotach: 30°C a 37°C. Méritko 4 um.
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Pii porovnavani dvou rozdilnych Kkoncentraci nokodazolu a jejich plisobeni
na architekturu mikrotubulli jsem zjistila, Ze vysoka koncentrace nokodazolu (50
pug/ml ) je nedcinna pii dlouhodobéjsich inkubacich. Pokud je doba ptlisobeni této
koncentrace kratka, tj. vrozmezi 30-60 minut, dojde krozruseni mikrotubuld a
k zastaveni bunék ve spravném terminalnim fenotypu, jak jsem zdokumentovala
v prvnich pokusech s kmenem CRY1603. Pokud v$ak inkubace trva delSi dobu, pak se
bunky zastavené v G2/M fazi aktivuji a znovu usporadaji mitotické vireténko. Vypada

Vv

to jako ze se bunky nokodazolu zbavuji a jeho piisobeni na mikrotubuly neni tcinné.
Ale je to ,slippage”, tj. ze uniknou nebo obejdou spindle-assembly checkpoint, takze to
tady jen néjak naznacit ale podrobnosti dat do diskuse Naopak pfi pouZiti nizké
koncentrace nokodazolu (15 pg/ml) je jeho plsobeni i po 4 i 5 hodinach v médiu
ucinné, jak je demonstrovano na panelu F a G (obr. 1). I po této delsi dobé ptlisobeni
nizké koncentrace nokodazolu bunky nemaji problém repolymerovat mikrotubuly ve
30°C ani ve 37°C.

Po tomto testovani jsem v dalsi pokusech s nokodazolem pouZivala pouze nizkou

koncentraci (15 pg/ml).

5.2.3.3 Plisobeni nokodazolu na uspoiadavani mikrotubulii v mutantnich
kmenech
Pro sledovani mikrotubulii a jejich zmén v uspoiadani po ptsobeni nokodazolu jsem

pouZzila nasledujici kmeny se znacenym a-tubulinem (mCherry-TUB1).

CRY1987 | SEY MATa leu2-3112 ura3-5::URA3::pRS306-mCherry- | RPGIwt
TUB1 his3-4200 trp1-4901 suc2-A9 lys2-801 rpg1 A::
natNT2+ pRPG1 -GFP-C (HIS3) RPG1 wt

CRY1988 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52::URA3::pRS306- rpgl-1
mCherry-TUB1 his3-A4200 trp1-4901 suc2-A9 lys2-801
rpg1A:: natNT2 + pLV14-GFP (HIS3) rpg1-1

CRY1989 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52::URA3::pRS306- rpgl-2
mCherry-TUB1 his3-A200 trp1-4901 suc2-A9 lys2-801
rpglA:natNT2 + pAW-GFP (HIS3) rpg1-2

CRY1990 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52::URA3::pRS306- rpg1-3
mCherry-TUB1 his3-A200 trp1-A4901 suc2-49 lys2-801
rpg1A:: natNT2+ pAW-4-GFP (HIS3) rpg1-3

Pokusem jsem chtéla zjistit, jak se chovaji mutantni kmeny po pisobeni nokodazolu,

zda se budou chovat jako divoky kmen ¢i odliSné. Dale mne zajimalo, zda budou

81



buniky vykazovat, tzv. ts terminalni fenotyp - zastaveni v G1 - pozorovany u rpg1-1
mutanta ve W303 pozadi a od kterého byl odvozen nazev Rpgl - required for passage
through G1 ¢i tzv. nokodazolovy fenotyp, tj. zastaveni v G2/M fazi bunécného cyklu

jako bunky s velkym pupenem, ale jednim jadrem s duplikovanymi jadernymi plaky.

25°C kontrola

DIC mCherry DIC mCherry

Obr. 23 Mutantni kmeny v porovnani s divokym kmenem, exponencialné rostouci kultury v 25°C pred
pridanim nokodazolu do média. Méritko 4 pm.

Na panelech A-D (Obr. 23) je mozné vidét vSechny struktury mikrotubuld, jak jiz bylo

popsano v pilotnim pokuse s nemutovanym Rpg1.
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37°C -4h  nokodazol (15 ug/ml)

B mpg1-1

mCherry mCherry

DIC mCherry DIC mCherry

Obr. 24 Buinky focené po 4 hodinach inkubace v 37°C ve YPD médiu s 15 pg/ml nokodazolu.
Méritko 4 pm.

Plisobeni nokodazolu zptisobi depolymeraci mikrotubulli, kterd je detekovatelna,
ve vSech buiikach jsou vidét tec¢ky reprezentujici jaderné plaky (SPB): A- u divokého
kmene i mutanti B-D.

Po 4 hodinach inkubace ve vodni lazni ptri 37°C, byla ¢ast kultury odebrdna a
nokodazol byl odmyt:

1) YPD médiem vyhiratym na 37°C a kultura byla inkubovana rovnéZ pri 37°C jak
dlouho

2) YPD médiem pokojové teploty a inkubace pokracovala pti 25°C jak dlouho.

Pro zjednodusSeni pokusu jsem divoky kmen inkubovala také pti 25°C, jelikoZ jsem

méla uz z minulych pokust zjiSténo, jak se tento kmen chova za 30°C.

Buiiky inkubované v médiu snokodazolem pod dobu 4 hodin v37°C maji

depolymeryzovani MT, tzn. Ze Ize pouze pozorovat SPB. K depolymeraci doslo u vSech
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mutantnich kment i wt Rpgl. Timto opét potvrdilo, Ze koncentrace (15 pg/ml) je

vhodna i pro dlouhodobéjsi kultivace, oproti vy$si koncentraci (50 pg/ml).

25°C - odmyti
RPG 1wt B rpg1-1

DIC mCherry

DIC mCherry DIC mCherry

Obr. 25 Buriky focené po 1 hodiné odmyti nokodazolu a inkubace v 25°C ve YPD. Méritko 4 pum.

Ze snimkil shrnutych na obrazcich Obr. 250br. 26 je zfejmé, Ze uz po hodiné odmyti
nokodazolu za permisivni teploty dojde k repolymeraci mikrotubuld u mutanta rpg1-
1 srovnatelné s wt a diive neZ u mutantt rpg1-2 a rpg1-3.

Za nepermisivni teploty 37°C je repolymerace mikrutubuli u vSech mutanti

opoZzdéna oproti wt.
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37°C - odmyti

DIC mCherry DIC mCherry

Obr. 26 Buriky focené po 1 hodiné odmyti nokodazolu a inkubace v 37°C ve YPD. Méritko 4 pum.

Inkubace ve 37°C po odmyti nokodazolu ukazuje, Ze wt Rpgl znovuuspoiadava MT,
jsou viditelna dlouha mitoticka vieténka. Naproti tomu u mutanti je ndznak tenkych
cytoplasmatickych miktorubulii smérujicich do prostoru buniky z SPB. Buniky maiji
problém s repolymeraci, nepozorovala jsem jiné struktury neZ na panelech B, C, D

(Obr. 26) (#4dné dlouhé vieténko).

5.2.3.4 Podrobnéjsi mikroskopicka analyza vlivu nokodazolu na mutantni
kmeny vrpg1-1arpg1-3.

Po uskutec¢néni nékolika dalSich pokusti s mutantnimi kmeny i wt formou Rpg1, které

jsem provadéla s nizkou koncentraci nokodazolu (15 pg/ml) jsem pozorovala stejné

chovani wt formy Rpgl jako ve vySe zminéném experimentu. Dale jsem pozorovala

obdobné chovani u mutantnich variant rpg1-2 a rpg1-3, ale pozorovala jsem patrné

rozdily mezi mutanty rpgl-1 a rpg1-3 (a tedy i rpg1-2). Na zakladé toho, jsem se

rozhodla provést experiment, ve kterém porovnam dva rozdilné mutanty Rpgl -
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jednobodového rpg1-1 a vicebodového rpg1-3, abych potvrdila pozorované zmény.
Z tohoto diivodu jsem experiment naplanovala nasledovné:

a) nejprve jsem nechala rist kulturu 3 hodiny ve YPD médiu s pridanym
nokodazolem - tuto kulturu jsem pozorovala mikroskopicky po 1h, 2h a 2,5 h
inkubace, abych zdokumentovala depolymeraci mikrotubuld, a v jaké fazi bunéc¢ného
cyklu se bunky zastavi.

b) Stejnou kulturu jsem prenesla do 37°C a inkubovala po dobu 3 hodin nutnych pro
vyrazeni z funkce mutantnich forem Rpgl. Opét jsem provadéla foceni ve stejnych
Casovych intervalech.

c) Po trech hodinach inkubace s nokodazolem ve 37°C jsem kulturu rozdélila na dvé
¢asti. Prvni ¢ast kultury jsem odmyla predehfatym YPD médiem (37°C) a inkubovala
dale ve 37°C. Druhou Cast jsem odmyla od nokodazolu YPD o pokojové teploté a
nechala rist ve 25°C jako kontrolu repolymerace mikrotubul.

Po celou dobu experimentu byly buriky ve YPD médiu a byly tfepany v termobloc¢ku
(Eppendorf) pti 550 rpm. Vzdy pie mikroskopovanim bylo YPD médium odmyto a
vyménéno za CM médium, z divodu autofluorescence YPD. Fluorescenc¢ni protein
mCherry, ktery jsem pozorovala pod RFP filtrem ma velmi slaby signal, proto nékteré
obrazky vypadaji jako nezaostfené a rozmazané zvlasté ty, kdy je vétSina

fluorescen¢niho signalu difazni.

25°C kontrola

DIC mCherry DIC mCherry

Obr. 27 Kontrolni butiky rpg1-1 a rpg1-3 nafocené pied pridanim nokodazolu. Méritko 4 pm.

Jsou vidét dlouha mitoticka vieténka typicka pro délici se buiiky i ostatni struktury

MT jako napft. jaderné plaky.
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25°C - nokodazol

2,5h

DIC mCherry DIC mCherry

Obr. 28 Bunky rpgl-1 a rpg1-3 po pusobeni nokodazolu (koncentrace 15 pg/ml), inkubace ve YPD
médiu pii 25°C. Méritko 4 um.

Na (Obr. 28) je vidét, Ze po plisobeni nokodazolu se MT rozpadly a jsou vidét pouze
jaderné plaky SPB jako tecky a vétSina fluorescentniho signalu je difdzni v

cytoplazmé Podle tvaru bunék na DIC snimku je moZné fict, Ze bunky jsou zastaveny

ve fazi G2/M, jak je pro plisobeni nokodazolu typické.
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37°C - nokodazol

1h

2h

DIC mCherry DIC mCherry

Obr. 29 Bunky rpg1-1 a rpgl-3 po plisobeni nokodazolu (koncentrace 15 pg/ml), inkubace ve YPD
médiu pti 37°C. Méritko 4 um.

Nokodazol stale ptsobi, v buiitkdch na mikrotubuly, kterié jsou depolymerizované a
lze pozorovat pouze SPB (Obr. 28 a Obr. 29 ) a nedochazi kuvolnéni bunék

z nokodazolového arestu.
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rpg1-1

1h

2h

3h

4h

5h

DIC

25°C - odmyti nokodazolu

mCherry

DIC

mCherry

Obr. 30 Bunky rpgl-1 a rpgl-3 po odmyti nokodazolu, inkubované ve 25°C ve YPD médiu.

Méritko 4 pm.
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Na panelech A a B (Obr. 30) je vidét rozdil v architekture MT oproti plisobeni
nokodazolu. Je vidét, Ze MT se znovu uspoiadavaji a 1ze tudiZ opét pozorovat vSechny
mikrotubularni struktury, podobné jako v 25°C pred priddnim nokodazolu.
V repolymeraci mikrotubult v 25°C neni vyrazny rozdil mezi analyzovanymi mutanty
rpgl-1 arpgl-3, u obou dochazi ke spusSténi anafaze jiZ do hodiny po odmyti

nokodazolu, jak je patrné z pritomnosti dlouhych vietének (Obr. 30).

90



37°C - odmyti nokodazolu

A rpg1-1

1h

2h

3h

4h

5h

DIC mCherry DIC mCherry

Obr. 31 Buiiky rpg1-1 a rpg1-3 po odmyti nokodazolu, inkubované ve 37°C ve YPD médiu pri 25°C.
Méritko 4 pm.
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U bunék Rpgl mutantl uvolnénych z nokodazolu do nepermisivnich podminek (Obr.
31) lze pozorovat snahu o usporadani MT. Je vytvoreno kratké vieténko, jsou vidét i
cytoplasmatické mikrotubuly (malé fousy Ci tenké ¢arky), ale nelze pozorovat Zadna
dlouha anafazni vieténka s jako v pripadé uvolnéni do25°C, kde se dlouha vieténka
vytvorila. Pri srovnani rpg1-1 a rpg1-3 lze pozorovat, Ze mutant rpg1-1 vytvari kolem
SPB jakési paprsky na intenzivné svitici a uZ po pomérné kratké dobé po odmyti a
témér ve vSech bunkach. Naopak u rpg1-3 v nékterych pripadech, které jsem snazila
zachytit je vidét SPB a obcas néjaké ,nitka“ napojena na néj. V obou dvou pripadech
jsem ani po 5 hodinach po odmyti v téchto nepermisivnich podminkach nepozorovala

vytvoreni dlouhych vietének.
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5.3 Analyza vztahu proteinti Rpg1 a Bub1
Bylo zjiSténo, Ze kombinaci delece genu BUBI a mutanti RPG1 vznikd synteticky
ristovy defekt aZ synteticka letalita, coz zdliraziiuje dtlezitost translace pro

rozhodujici faze bunécného déleni

5.3.1 KriZenim mutanti Rpg 1 v SEY genetickém pozadi s deleci Bub1l v BY
genetickém pozadi

Pro zjisténi mozného genetického vztahu proteini Rpgl a Bubl v kvasince S.
cerevisiae jsem chtéla ovérit, zda je spojeni mutantii Rpgl a delece Bub1 letalni jak
bylo publikovano (van Pel2013). Abych otestovala Zivotaschopnost spor, zkriZila jsem
mutantnimi kmeny Rpgl (MAT alfa) v genetickém pozadi SEY s kmenem BY4741
nesouci deleci Bub1. Pokud by se potvrdilo, Ze se jedna o letalni kombinaci, nevznikly
by Zadné spory.

Ze sbirky kmenti nasi laboratore jsem pro kiiZeni pouzila tyto konkrétni kmeny:

CRY1684 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-4200 trp1-A901 suc2-A9 | RPGIwt
lys2-801 rpg1A:: natNTZ2 + pRPG1- GFP-C (HIS3) RPG1

CRY1682 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-4200 trp1-4901 suc2-49 | rpgl-1
lys2-801 rpg1A:: natNT2 + pLV14-GFP (HIS3) rpg1-1

CRY1680 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A200 trp1-4901 suc2-49 | rpgl-3
lys2-801 rpgl1A:: natNT2 + pAW-4-GFP (HIS3) rpg1-3

CRY1678 | SEY MATa leu2-3112 ura3-52 his3-A200 trp1-4901 suc2-49 | rpgl-2
lys2-801 rpgl1A:: natNT2 + pAW-GFP (HIS3) rpg1-2

CRY1971 | BY MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura340 bublA
bub1A::KanMX4

Krizila jsem wt divoky kmen CRY1684 (RPG1) MATa, a mutantni kmeny rpgl-2
(CRY1678) MATaq, (rpg1-3 (CRY1680) MATa, CRY1682 rpgl-1 (CRY1682) MATq,
v SEY genetickém pozadi (vytvoreno Lenka Senohrabkova, nepublikovano) s kmenem
opac¢ného parovaciho typu bublA (CRY1971) MATa, vBY genetickém pozadi.
Po zkriZzeni a sporulaci diploidii jsem provedla tetradovou analyzu. JelikoZ se mi
nepodarilo ziskat kompletni tetradu, ani u divokého kmene, vzala jsem vSechny

ziskané spory, nechala jsem je rlist na vybranych agarovych plotnach s danou selekci
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(Obr. 32).Rist spor na selek¢ni misce s agarem bez histidinu a zaroven rist na
miskach s antibiotikem nourseothricin (NTC) znacil piitomnost rpg1A4::natNTZ2 kazety
v genomu a fuze variant RPG1 s GFP na plasmidu nesoucim selekéni gen HIS3. K tomu
rist na miskach s antibiotikem geneticin (G418) znacil pfitomnost bub1A::KanMX4
kazety v genomu. Spory rostouci na vSech trech selek¢nich plotnach byly vybrany

k dalSimu testovani.
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A bub?(BY)MAT a+ rpg1-3 (SEY) MAT o

YPD NTC G418 HIS-
B pub? (BY) MAT a + rpg1-2 (SEY) MAT a

C bub1 (BY) MAT a + RPG1wt (SEY) MAT a

G418 HIS-

G418 HIS-

D  bub?(BY)MAT a + rpg1-1 (SEY) MAT a

G418 HIS-

Obr. 32 Test riistu vSech ziskanych spo6r na selekénich miskach. Panely (A-D) ukazuji jednotliva kfiZeni.

Kultury zvybranych spor, jsem zamrazila podle postupu, uvedeném v metodice

(3.2.2) a zaradila jsem je do nasi sbirky pod ¢isly (

CRY2204 | CRY1971xCRY1680, MAT? leu2- ura3- his3- rpg1-3 bub1A
bub1A::KanMX4 rpg1A:: natNT2 + pAW-4-GFP rpg1-3
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CRY2205 | CRY1971xCRY1680, MATa leu2- ura3- his3- trp1-A901 lys- rpg1-3 bublA
bublA::KanMX4 rpg1A:: natNT2 + pAW-4-GFP rpg1-3

CRY2206 | CRY1971xCRY1678, MATa leu2- ura3- his3- trp1-4901 lys- rpg1-2 bub1A
bub1A::KanMX4 rpg1A:: natNT2 + pAW-GFP rpg1-2

CRY2207 | CRY1971xCRY1682, MAT? leu2- ura3- his3- trp1-A901 rpg1-1 bublA
bublA::KanMX4 + pLV14-GFP rpg1-1

CRY2208 | CRY1971xCRY1682, MAT? leu2- ura3- his3- trp1-A901 rpg1-1 bublA
bublA::KanMX4 + pLV14-GFP rpg1-1

CRY2209 | CRY1971xCRY1684, MATA leu2- ura3- his3- trp1-4901 RPG1wt bubl1A
rpglA:: natNT2 + pRPG1 -GFP-C BUB1R::KanMX4 RPG1 wt

): CRY2204, CRY2205, CRY2206, CRY2207, CRY2208 a CRY 2209.

CRY2204 | CRY1971xCRY1680, MAT? leuZ- ura3- his3- rpg1-3 bublA
bublA::KanMX4 rpg1A:: natNT2 + pAW-4-GFP rpg1-3

CRY2205 | CRY1971xCRY1680, MATa leuZ2- ura3- his3- trp1-4901 lys- rpg1-3 bub1A
bub1A::KanMX4 rpg1A:: natNT2 + pAW-4-GFP rpg1-3

CRY2206 | CRY1971xCRY1678, MATa leu2- ura3- his3- trp1-4901 lys- rpg1-2 bub1A
bublA::KanMX4 rpg1A:: natNT2 + pAW-GFP rpg1-2

CRY2207 | CRY1971xCRY1682, MAT? leuZ2- ura3- his3- trp1-4901 rpg1-1 bublA
bub1A::KanMX4 + pLV14-GFP rpg1-1

CRY2208 | CRY1971xCRY1682, MAT? leuZ- ura3- his3- trp1-A901 rpgl-1 bublA
bublA::KanMX4 + pLV14-GFP rpg1-1

CRY2209 | CRY1971xCRY1684, MATA leu2- ura3- his3- trp1-4901 RPGIwt bub1A
rpglA:: natNT2 + pRPG1 -GFP-C BUB1R::KanMX4 RPG1 wt

Pro testovani spdr jsem pouZila tzv. spot testy. Abych zjistila, zda jsou ziskané spory

termosenzitivni, testovala jsem jejich rist ve trech teplotach 25°C, 30°C a 37°C (Obr.

33). Vysledek ukazal, Ze vSechny kmeny rostou v25°C i 30°C. Na miskach
inkubovanych v 37°C narostly kontrolni kmeny - bub14 MATa, RPGIwt MATq, dale
RPG1wt bub1A (CRY2209) a rpgl-1 bub1A (CRY2207), rpgl-1 bublA (CRY2208) a

rpg1-3 bub14 (CRY2204), u kterych jsem neocekavala rist. Tyto kmeny by mély byt
ts mutanty stejné jako spéry rpg1-3 bub1A (CRY2205), rpg1-2 bub1A (CRY2206), cozZ

potvrzuji kontrolni kmeny (rpg1-1, rpgl1-2, rpg1-3) varianty MATq, u kterych jsem

testem potvrdila jejich ts fenotyp, tzn. Ze nerostou v 37°C.
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RPG1wt bub1A | rpg1-2 bub1A
RPG1wit(a) pg1-2(a)
pg1-1bub1A rpg1-3bub1A
rpg1-1bub1A rpg1-3bub1A
pg1-1(a) rpg1-3(a)
bub1(a) CM médium

YPD YPD YPD

Obr. 33 Test termosenzitivity vybranych spér.

V navaznosti na test termosenzitivity, ktery u tirech kment nedopadl podle ocekavani,
jsem chtéla urcit jejich parovaci typ. Ke zjiSténi parovaciho typu jsem pouzila
testovaci kmeny parovaciho typu, ve sbirce nasi laboratore oznacené cisly: CRY90
MATa, CRY502 MATa. Testovani parovaciho typu bylo provedeno podle protokolu
uvedeného v kapitole (3.2.13).

Vysledek testu parovacich typl byl prekvapivy (viz Obr. 34). Zjistila jsem, Ze u
nékterych spdr nebylo moZné urcit parovaci typ. Analyzou 5 tetrad vzniklych po
zktiZeni rpg1-1 a bublA jsem ziskala 3 spory od kazdé tetrady, tzn. celkem15 spdr,
znichZ 2 vyhovujici. Pravé u téchto spdér se mi nepodarilo urcit parovaci typ. Pri
analyze 12 tetrad vzniklych zktiZeni rpg1-3 a bub14 jsem ziskala celkem 22 spor, po 2
sporach z jedné tetrady a ve dvou pripadech dokonce po jedné spéie. Z nichZ pouze
pravé tyto jednotlivé spory (kazda z jiné tetrady) pouzila na dalsi testy, pfiCemz se u
testu parovaciho typu ukazalo, Ze u jedné nebylo mozZné urcit parovaci typ.

Z celkového pocCtu 4 analyzovanych tetrad vzniklych zkiriZenim RPGIwt a bub14 jsem
ziskala celkem 7 spér, které jsem ddale testovala. Z této tetradové analyzy jsem
neziskala ani jednu kompletni tetradu, tzn. celkem 4 spéry. U jedné tetrady jsem
ziskala 3 spory, ale u ostatnich 2 a méné. Po analyze 5 tetrad vzniklych zkiiZenim
rpg1-2 a bub1A jsem ziskala celkem 11 spoér, z toho tetrddy po dvou spérach a opét
jednu tetradu se 3 spérami, z nichZ jedna byla vyhovujici.

Ze souhrnu vysledka jednotlivych tetradovych analyz, pti kterych jsem neziskala ani
jednu kompletni tetrddu, ale maximalné 3 spory zjedné tetrady, a zvysledki

urcovani parovaciho typu se zda, Ze by mohla existovat néjaka geneticka interakce
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mezi Rpgl a Bub1l. K ovéreni by bylo potieba provést redici rady v 25°C a ve 30°C,

aby se prokazalo, zda vybrané spéry jsou schopné rist nebo ne.

RPG1wt bub1A | rpg1-2 bub1A
RPG1wt(a) rpg1-2(a)

rpg1-1bub1A rpg1-3bub1A
rpg1-1bub1A pg1-3bub1A

pg1-1(a) pg1-3(a)

bub1(a) CM médium

podklad: podklad:
CRY502 MATa CRY90 MATa

Obr. 34 Test zjiStovani parovaciho typu ziskanych spor.

Posledni experiment, ktery jsem se ziskanymi spdérami stihla provést, byla analyza
ristu s vyuzitim pristroje Tecan Infinite f200PRO. Data ziskana z vice pokusl jsem
zpracovala a vytvorila ristové krivky

Do téchto pokusli jsem zahrnula kmeny, u kterych jsem urcila parovaci typ a
pro srovnani i kmeny rpg1-1 bub1A (CRY2208) a rpg1-3 bub1A (CRY2204), tzn. vzdy
jednoho zastupce bez parovaciho typu vzniklého rozdilnym kiiZenim. Kmeny jsem

nechala rist pies noc pri teploté 25°C.

Kolonie tvorici ve svém okoli zony (Obr. 34) se projevuji opacnym parovacim typem
(vylucuji feromon a zastavuji rast bunlky opacného parovaciho typu - vznik tzv.
inhibi¢ni zény podle gradientu feromonu). Pokud na podkladu MATa (v piipadé
CRY2209) roste kolonie a kolem sebe ma zénu, jeji parovaci typ je MATa. Stejna
kolonie by neméla vytvaret zonu na podkladu se sejnym parovacim typem. Naopak je
tomu v pripadé bub1A4 s parovacim typem MATa. Na obrazku jsou Cervené vyznacené
kolonie vytvorily zény, a tudiZ byl u nich ur¢en parovaci typ. Modfe jsou vyznacené

kmeny, u kterych nebylo moZné urcit parovaci typ.
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Graf 9 Ristova ktivka ziskanych spér u nichz byl zjistén parovaci typ. Jako kontrola byl pouZzit kmen BY
bub1A a mutantni kmeny SEY varianty alfa.
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Graf 10 Ristova krivka ziskanych spér, zahrnuje kmeny u nichZ nebyl zjistén parovaci typ (CRY2204) a
CRY2208)
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PRUMERNA DOBA
KMEN ZDVOJENI
[hod]

bub1A 1,8
RPG1wt bub1A 1,4
rpg1-2 bub1A 3,8
rpg1-3bublA 4,0
rpg1-3bub1A CRY2204 1,2
rpg1-1 bub1A CRY2208 2,2
RPGlwta 1,4
rpgl-2 MAT a 3,9
rpg1-3 MAT a 3,7

Tabulka 6 Primérna doba zdvojeni kriZzenci a rodicovskych kment. mutantnich kmend Rpgl a wt
v SEY genetickém pozadi se znacenym TUBI1. Zdrojova data z rlistové krivky viz Graf 7.

Analyza ristu ziskanych spor koreluje s ristem testovanych kmenl v SEY pozadi,
které jsem uvedla vprvni casti experimentdlni casti. Jak je zgrafu zrejmé,
nejpomaléjsi rist vykazuje kmen rpg1-3 bub1A (CRY2205), coZ potvrzuje i predchozi
vysledky, kde se ukazalo, Ze mutant rpg1-3 roste velmi pomalu. Kontrola rpg1-3 v alfa
varianté tento fakt jen potvrzuje. Také rpgl-2 potvrzuje svym pomalym rlistem
piedchozi vysledky a pomaly riist. RPG1 wt i jeho kiiZenec ukazuji rychlejsi rist.

Vysledky ziskané vysSe uvedenymi experimenty zabyvajici se analyzou ziskanych spér
po zkriZeni Rpgl mutantd v SEY pozadi a v BY genetickém pozadi bub1A4 poukazuje
na mozny geneticky vztah mezi Rpgl a Bub1. JelikoZ se mi nepodafilo ziskat ani jednu
haploidni spoéru zkrizenim rpgl-1 abublA je mozné, Ze je tato kombinace
nezivotaschopna. Do budoucna by bylo dobré otestovat spory, u nichZ nebylo mozné
zjistit parovaci typ, zda se jedna o diploidy nebo ne a zopakovat kriZzeni rpgl-1

a bub1A. Tyto pokusy by mohly prinést odpovédi na stale nezodpovézenou otazku.
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6 DISKUSE

V nedavné dobé bylo publikovéano, Ze kombinace deleci genti RPG1 a BUB1 je letalni
(van Pel et al. 2013).V nasi laboratoii pracujeme se mutantyRpgl v rlznych
genetickych pozadich (SEY, BY, W303). Zkoumali jsme , zda bude letalni i kombinace
jednotlivych mutant Rpglv SEY genetickém pozadi s deleci genu BUBI. Pro ovéreni
Zivotaschopnosti jsem proto pripravila kmeny, které vznikly zkiiZenim kment s wt
formou Rpg1 ¢i jednotlivymi mutanty rpg1-1, rpg1-2, rpg1-3 v SEY genetickém pozadi
s kmenem nesoucim deleci genu BUB1 v BY genetickém pozadi. Ze souhrnu vysledkl
jednotlivych tetradovych analyz, pri kterych jsem neziskala ani jednu kompletni
tetradu a to ani u wt formy Rpg1 lze usuzovat, Ze se jedna o synteticky defekt mutace
v genu RPG1 a delece genu BUBI.

Dal$i nejasnym faktem byl vznik kiiZencli, u kterych nebylo mozné urcit
parovaci typ. Nevykazovaly zadny parovaci typ, tedy nebylo jej mozné urcit. Zjistila
jsem, Ze u nékterych spér (rpgl-1 bublA) a (rpgl-3 bublA) nebylo moZné urcit
parovaci typ. Tento fakt by mohly ozrejmit dvé hypotézy:

1) Spoéra, u niz nebylo moZné urcit parovaci typ, by mohla byt diploidni butikou.

2) Pri sporulaci mohlo dojit k chybné segregaci chromosomii nebo vzniku aneuploidii.
Pokud by tedy chybél nebo byl poSkozeny chromosom, na kterém je gen kddujici
feromony, mize byt takova spora haploidni, avsak nebude vykazovat parovaci typ
(kolonie tvorici ve svém okoli zény se projevuji opacnym parovacim typem, tj.
vylucuji vlastni feromon a zastavuji riist buriky opacného parovaciho typu - vznik tzv.
inhibi¢ni z6ény podle gradientu feromonu). JelikoZ testovani parovaciho typu je
zaloZeno na gradientu feromonu, nelze v pripadé bunék bez feromont urcit parovaci
typ. Ristové analyzy ukazaly neobvykle rychly rist pti 25°C u sp6r, u nichZ nebylo
moZné urcit parovaci typ. Jejich doba zdvojeni byla mnohem kratsi (1,2-2,2h) nez
ostatnich krizenct (3,8-4 h) a dokonce rostly srovnatelné ¢i rychleji nez wt forma
Rpgl. Tento fakt, by mohl byt prispét k hypotéze C. 2, ktera se priklani ke vzniku
diploidti. OvSem pro to, abychom si byli jisti, zda je tato hypotéza mozZn4, bylo by
nutno provést FACS analyzy, které by ukazaly, zda obsah DNA v téchto buiikach
odpovida diploidnim burikdm ¢i ne. JelikoZ se mi nepodarilo ziskat ani jednu

kompletni tetradu ani u kriZzeni wt Rpg1, je tedy zirejmé, Ze dochazi k néjaké interakci
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mezi Bub1 a Rpg1. Pro potvrzeni syntetického defektu v rlistu ¢i syntetické letality by
bylo dale zapotiebi provést analyzy riistu v fedicich radach ve 25°C a ve 30°C, aby
bylo mozné vidét sniZeny riist potvrzujici synteticky rlistovy defekt ¢i letalitu.

Pri charakterizaci rpg1-2 a rpg1-3 mutantli jsem chtéla chtéla ovérit, Ze i tyto
mutanti vykazuji terminalni fenotyp po inkubaci v nepermisivnich podminkach (37°C,
4 hodiny), ktery byl popsan u rpg1-1 ve W303 genetickém pozadi jako zastaveni
bunék v G1 fazi bunécného cyklu (Kovarik et al. 1998) Takto zastavené burnky byly
velikostné stejné a mély dokoncené jaderné déleni, tzn. Ze kazda burka (materska i
dcefind) obsahovala jedno jadro, avSak nebyly od sebe fyzicky oddélené. Neoddélené
dvojice bunék (dublety) bylo od sebe mozné oddélit az po plsobeni enzymu
zymolyazy (Stépi bunécnou sténu kvasinky) ¢i mirnou sonikaci (Kovarik et al., 1998).
Vysledky obou analyz byly prekvapivé a ukazaly, Ze mutantni kmeny rpgl-2 a rpgl-
3, ale ani kmen rpg1-1 bud v SEY ¢i v BY genetickém pozadi. nevykazuji terminalni
fenotyp ani po c¢tyrhodinové inkubaci v 37°C. Tento fakt je mozné vysvétlit rlizné:
jednim z vysvétleni by mohlo byt, Ze Rpgl mutantni kmeny SEY a BY jsou do W303
genetického pozadi jinak vytvorené. V BY a SEY genetickém pozadi jsou plasmidové
verze na rozdil od mutanti v pozadi W303, do kterych byl mutovany gen RPG1
integrovan. Kromé tohoto bylo vnaSi laboratori zjiSténo, Ze v pripadé diive
zvefrejnéného mutantu rpgl-1 v genetickém pozadi W303, ktery byl vytvoren
nahodnou hydroxylaminovou mutagenezi v C - terminalni ¢asti molekuly genu RPG1
(podrobnéji uvedeno na zacatku kapitoly) nedoslo k aplnému odstranéni pivodniho
genu RPG1 jeho c¢ast RPG1 tam zlstala (osobni sdéleni Ivana Malcova,
nepublikovano), coZ naznacuje vysvétleni odliSného chovani tohoto mutanta
v porovndani s ostatnimi v riiznych genetickych pozadich. Mé vysledky ale potvrdily,
ze mutanti rpg1-1, rpgl-2 a rpgl-3 v genetickych pozadich SEY a BY jsou skutecné
teplotné sensitivni a tudiZ nerostou ve 37°C (nepermisivnich podminkach) jak bylo
drive publikovano pro rpgl-1 v genetickém pozadi W303 (Kovarik et al. 1998).
Obecné lze rici, Ze nékteré teplotné-sensitivni (ts) mohou vykazovat fenotyp
pomalého rastu ve 37°C (slow growth phenotype) (Khoshnevis et al. 2014b).
V pripadé mutantii Rpgl vSEY a BY genetickém pozadi jsem vsSak tento fenotyp
nepotvrdila.

Vzhledem k publikovanym datlim o asociaci Rpgl proteinu s mikrotubuly

(Hasek et al. 2000) jsem dale planovala ovérit, zda mutace v molekule Rpgl
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neovliviiuji integritu a funkénost mikrotubuli v kvasinkové buiice. V tomto sméru
jsou zajimavé mé vysledky nokodazolovych experimentli, kdy byla pouzita
koncentrace nokodazolu (50 pg/ml). UZ po 2 hodinach inkubace bylo vidét, Ze MT
repolymerizuji, coZ by mohlo naznaCovat na ,splippage” (obchazeni) mitotického
kontrolnitho bodu. V podobném obhazeni mitotického kontrolniho bodu by mohl
dtlezitou roli hrat nespecificky regulator Cdc5 polo kinaza, kterd iniciuje vystup
Cdc14 fosfatazy z jadérka (Visintin et al. 2003). Aktivovana Cdc14 spousti proteolyzu
cyklinu b a vystup z mitézy (Visintin et al. 1998). V kvasinkovych bunkach inhibi¢ni
fosforylace cyklinu B/Cdks podporuje urychleni adaptace na prodlouZenou aktivaci
SAC kontrolniho bodu (Minshull et al. 1996). U pucici kvasinky byla zjiSténa role
chromatin remodelujiciho komplexu (RSC) v mitotickém exitu a adaptaci k SAC. Rsc2
reguluje funkci Cdc5 polo kindzy za podminek aktivovaného SACu, ale nazavisle na
komponentech SACu. Tento fakt propojuje strukturu chromatinu s regulaci
mitotického exitu a vysvétluje obejiti (,,slippage“) SACu.

V experimentech, kdy jsem sledovala vliv Rpgl mutantli na usporadani
mikrotubuld po plisobeni nokodazolu (pouzitd koncentrace 15 pg/ml) se ukazalo, Ze
Rpgl mutanti inkubované ve 37°C (nepermisivnich podminkach) po odmyti
nokodazolu od bunék maji snahu usporadat MT, avSak v porovnani s permicinimi
podminkami, kde namaji tento problém, lze shrnout, Ze Rpgl mutace vyrazné
neovliviiuje uspoiadavani mikrotubuld, ale spiSe uvoliiovani do anafaze a ukonceni
mitézy. CoZ potvrzuji i polysomové profily provadéné v nasi laboratori, které
prokazaly, Ze mutanti rpg1-1 a rpg1-3 po 4 hodinové inkubaci ve 37°C maji vyrazné
sniZenou translaci ve srovnani s wt Rpgl (osobni sdéleni Lenka Senohrabkovj,
nepublikovano)

V S. cerevisiae bylo prokdzano, Ze neni v priibéhu mitézy ani cytokineze
vyZadovana transkripce (Pringle, konference Franfurkt 2013). AvSak na druhou
stranu bylo zjisténo, Ze bunky oSetfené cykloheximidem (inhibitorem elongace
translace) v metafazi ¢i anafazi, nemohly vystoupit z mitézy. Podobny efekt byl
pozorovan u mutanta translancniho iniciatniho faktoru elF3b/Prtl, (prt1-1). Tyto
fakta naznacuji, ze dochazi k iniciaci translace v pribéhu mitézy avSak mechanismem
na CepiCce-nezavislé translace, nebot mutace na ¢epicku vazajiciho se proteinu elF4E

nevedla kzastaveni mitézy. (Pringle, konference Franfurkt 2013). Nase vysledky
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spole¢né svysledky zlaboratofe Dr. Pringla naznacuji, Ze na CepiCce nezavisla

translace je ziejmé nezbytna pro zdarné ukonceni mitézy a cytokineze.
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7 ZAVER

e Bylo zjiSténo, Ze doposud nepublikované mutanty rpg1-2 a rpg1-3 stejné jako
jiZ publikovany mutant rpg1-1 jsou pravé ts mutanty a nerostou ve 37°C ani po

delsi inkubaci.

e Bylo zjiSténo, Ze na rozdil od genetického pozadi W303, v pozadi BY a SEY ani
rpgl-1 ani rpgl-2 a rpgl-3 nemaji vnepermisivnich podminkach tzv.
terminalni fenotyp - zastaveni v G1 fazi bunécného cyklu, ale podle FACS

analyzy a mikroskopickych pozorovani zastavi v jakékoliv fazi cyklu.

e Bylo zjiSténo, Ze vSechny analyzované mutované kmeny Rpgl nevykazuji
zvySenou citlivost k benomylu ve srovnani s nemutovanym Kkmenem, coz

naznacuje, Ze pozorovatelné neovliviiuji funk¢nost mikrotubularniho systému.

e Bylo zjisténo, Ze mutantni formy Rpgl vyrazné neovliniuji znovuusporadani
mikrotubulG po jejich depolymeraci nokodazolem, ale spiSe uvolnéni do
anafaze a ukonceni mitozy. To ukazuje na nezbytnost fungovani Rpgl a

potazmo translace pro zdarny pribéh ukonceni mitézy v kvasinkové burice.
e Bylo zjiSténo, Ze kombinaci delece genu BUB1 a mutanti RPG1 vznika

synteticky ristovy defekt aZ syntetickd letalita, coz zdliraziiuje duleZitost

translace pro rozhodujici faze bunécného déleni.
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