Gl — kvasinky — Dodatek k prezentacim

Zivotni cyklus kvasinek

Jsou znamy dva typy haploidnich bunék: a a alfa.

U heterotalickych kment se tyto dva typy pomnozuji vegetativné jako stabilni jednotky po
fadu generaci mitotickym cyklem. Totéz plati pro diploidni zygoty. Za urcitych podminek rastu
mize vSak zygota sporulovat a ve viecku vytvofit ¢tyfi haploidni spory (2a a 2alfa).

U hometalickych kment jsou haploidni buiiky nestabilni a spontanné revertuji na opacny
bunécny typ. Tyto bunécné kmeny jsou proto schopny konjugace a mohou byt udrzovany a
propagovany pouze jako diploidni buiiky.

Diploidni kultury za urcitych kultiva¢nich podminek méni mitoticky cyklus na meioticky a
vznikaji ¢tyfi haploidni spory. Ve viecku jsou pozorovany ¢tyfi haploidni spory (2o a 2alfa).
Jednotlivé bunky — spory, Ize mikromanipuldtorem separovat a propagovat vegetativné aniz
ztraceji svlij pavodni bunéény typ, tj. a nebo alfa. K ziskani diploidni buniky se musi smichat
dv¢ bunky odlisného parovaciho typu. Konjugaci se podrobuji jen buiiky opacnych typt.

Byly pozorovany rozdily ve stabilit¢ téchto bunéénych typa: heterotalické typy jsou stabilni,
homotalické nestabilni. Haploidni buiiky heterotalickych druhi zustavaji haploidni v
kultufe a vzdy exprimuji stejny bunéény typ.

U haploidnich bunék homotalickych druht se bunéény typ s uréitou frekvenci méni z o na alfa
a naopak.

Konjugace mezi témito dvéma typy vede k diploidnim buiikdm a homotalické kmeny obsahuji
proto vzdy diploidni buriky a/alfa.

Bunécény typ je podminén jednim genovym lokusem MAT (mating type), ktery je obsazovan
transpozici alelami o nebo alfa.

Vyhodou zmény haplotypi je moZnost sledovat recesivitu a dominanci alel, a projevy alel
sledovat na haploidnim pozadi.

Plazmid kvasinek 2 mi

Plazmid je 2u dlouhy (6.3 kb) a vyskytuje se v karyoplazmé u vétSiny kment S. cerevisiae.
Nema Zadnou znamou funkci. Na haploidni buniku se vyskytuje v po¢tu 50-100 kopii, coz
reprezentuje 2-4% celkového genomu kvasinek. Plazmid je rozdélen dokonalymi obracenymi
repeticemi o délce 599 bp na dvé€ jedinecné oblasti (tvar Cinky), kazdou s parem geni
transkribovanych z divergentniho promotoru (Obr. 13-2). Jeden z téchto gent, zvany FLP,
zodpovida za "flipping" aktivitu - koduje mistné specifickou rekombinazu, kterd katalyzuje
rekombinaci mezi sekvencemi v obracenych repeticich. KdyZz k tomu dojde, je orientace
neopakovanych sekvenci obracena, a plazmid tudiz miize existovat ve dvou izomernich
formach.

Plazmid mi se muze pienaset do jinych druhii kvasinek. Kazda oblast (¢ast) koduje jeden
genovy par, ktery je transkribovan ze vzdalenych promotort.

Popisy obrazka

Klonovani kvasinkovych biosyntetickych genii komplementaci v E. coli.

Postup byl vyuzit pro vyhledani vhodnych selekénich markert u kvasinek — dochazi ke
komplementaci analogickych biosyntetickych genti E. coli a kvasinek. Jedna se o defekty
V tychZ enzymech.

1



Obrazek znazoriuje strategii pro klonovani genu Leu2. Konvencni metodou se zkonstruuje
plazmidovéa genova knihovna kvasinkové chromozomové DNA. Knihovnou se transformuje
mutant leu- E. coli, deficientni ve stejném enzymu, ktery koduje gen Leu2. Bakterie, které
ziskaji plazmid s genem Leu?2 jsou schopny exprimovat hladinu enzymu umoziujici jim rast za
nepfitomnosti leucinu. Tyto baktérie lze snadno izolovat vysevem na plotny bez leucinu.
Plazmidy se ziskaji z téchto bunék.

Nahrada chromozomailniho genu u kvasinek a nasledna tetradova analyza. Nahrada
chromozomalniho genu genem inaktivovanym nebo jinak modifikovanym je
komplikovan€j$im procesem nez jednoduchd integrace - vyzaduje dvojity crossing-over. K
inaktivaci zadaného genu (YFG) se z genu (YFG) klonovaného v plazmidu odstrani restrikéni
fragment a nahradi se markerovym genem (URA3). Tato inzerce vyiadi gen YFG a zrusi jeho
funkci. Z takto pfipraveného plazmidu je vyc€lenén gen YFG s markerem (fragment) a jim je
transformovan kmen nesouci ura3 mutaci. Transformovany fragment se vrekombinuje na
kazdém konci mista za¢lenéni, coz vede k ndhradé¢ chromozomalniho genu za nov¢ upraveny.
Bunky s touto zdménou jsou selektovany na plotnach bez uracilu. Pokus se provede s
diploidnimi bunkami, takze je nutnd tetrddova analyza, kterou se zjisti projev mutované¢ho
genu.

Princip - sporulace a separace mutantnich a divokych alel. Diploidi jsou indukovani, aby
vytvoftili spory (deprivace zdroje N). Sporulace véde k tvorbé 4 haploidnich spor ve viecku.
Sténa aska je enzymové odstranéna a spory jsou vysety na plotnu (provadi se pomoci
mikromanipuldtoru). Spory se nachaji riist na plotnach. Ze ¢tyt spor dvé budou nést alelu
divokého typu, dvé budou obsahovat gen YFG pteruseny genem URA3. Pokud je funkce genu
YFG nutna pro preziti, vyrostou jen 2 spory, které nebudou schopny riist na plotnach bez
uracilu, nebot’ gen URA3 je soucasti pouze prerusenych - inaktivovanych genti.

Obr. Genetické znazornéni Ze U2 RNA se paruje s intronovou sekvenci.

Nejdiive byl kvasinkovy gen pro biosyntézu histidinu HIS4 upraven mutacemi tak, Ze jeho
exprese vyzadovala sestfih intronu. Tento modifikovany gen byl integrovdn do genomu
kvasinkového kmene nesouciho mutaci his4. Tyto bunky rostly na plotnach postradajicich
histidin pokud mohly uskutecnit sestiih (umélého genu). Byl pfipraven derivat kmene, ktery
nesl jedinou nukleotidovou substituci v intronové sekvenci, o které se pfedpokladalo, Ze je
rozpoznavana U2 RNA. Buiiky nesouci tento gen nerostly bez histidinu, nebot’ k sestfihu u nich
nedochdzelo. K otestovani, zda U2 RNA rozpoznava intronovou sekvenci, byl zkonstruovan
mutantni gen U2, ktery nesl jedinou nukleotidovou substituci zvolenou tak, ze by mélo dojit k
obnové parovani mezi mutantni intronovou sekvenci obsahujici jedinou substituci. Vneseni
mutantniho genu U2 do kmene nesouciho mutantni intron obnovilo schopnost bungk riist bez
histidinu, protoze dochazelo opét k sestiihu. Prozkouméanim nékolika riznych kombinaci
mutaci v intronu a U2 se ukézalo, Ze pouze ty kombinace, které umoZznovaly spravné parovani,
dovolovaly expresi HIS4. Z toho vyplynulo, Ze rozpoznani musi byt ptimé - tj. parovanim U2
RNA a intronu.

a) kmen A nese integrovany gen HIS4 inZenyrovany tak, Ze jeho exprese je zavisla na sestfihu
intronu. Jelikoz sekvence u intronu divokého typu a U2 RNA jsou komplementarni, je RNA
spravné sestfizena, coZ umoznuje buitkdm rist na plotnach bez histidinu.



b) jestlize je do intronové sekvence vnesena jedina substituce (kmen B), neni stabiln¢ vazana
U2 RNA, coz interferuje se sestfihem, a bunky na plotnach nerostou.

c) kmen B je transformovan plazmidem nesoucim gen U2 s nukleotidovou substituci, ktera
obnovi parovani mutantniho intronu s U2 RNA. Toto nové parovani obnovi sestiih HIS4 RNA,
a bunky zase mohou rtist na plotnach bez histidinu. Pokus tak prokazuje, ze U2 RNA se piimo
paruje s intronem pfti sestfihu.

Obr. Geneticky priikaz interakci protein-protein. Transkripéni faktor GAL4 je slozen ze
dvou funkcnich domén, aminoterminalni doménu, ktera se vaze na GAL1 promotorovou
upstream-aktivujici sekvenci (UASG) a karboxytermindlni doménu, ktera aktivuje transkripci
(kap. 9). Aby se prokazalo,ze tento systém miize byt pouzit k identifikaci interakci mezi dvémay
cizimi proteiny, genovy segment kddujici DNA-vazebnou oblast GAL4 byl fizovén k genu
SNF1, a genovy segment kodujici aktivacni oblast GAL4 byl fuzovéan k genu SNF4. Je znamo,
ze proteiny SNF1 a SNF4 asociuji, vytvaiejic komplex, ktery mé proteinkinazovou aktivitu.
Tyto dva fizni geny, kazdy na samostatném plazmidu, byly transformovany do kvasinkového
kmene nesouciho gen lacZ z E. coli, ktery koduje B-galaktoziddzu, pod kontrolou GALI1
promotoru. Bunky, které ziskaly oba fuzni geny, se barvily modfe, kdyZ byly péstovana za
pfitomnosti X-gal, coz je chromogenni substrat konvertovany B-galaktoziddzou na modré
barvivo. Kontrolni buniky, které obdrzely plazmid, ktery produkoval konstitutivné protein
divokého typu GAL4 se také barvily modie. Naproti tomu, bunky, které obdrzely pouze jeden
z fuznich genl zistavaly bilé za pfitomnsoti X-gal (neni zobrazeno). Vysledek ukazuje, ze
funkéni tramnskripéni faktor se tvotil spojenim SNF1 a SNF4 proteini. Tento jednoduchy
skrining na plotnach tak mutze byt pouzit pro klonovani gent pro proteiny, které navzajem
interaguyji.

Obr. Plazmid shuffle. (Cesky: zaména plazmidi) Je to obecna technika pro studium funkce
mutantnich nebo cizich genli. Pokus popsany zde ukazuje, ze savéi cAMP-dependentni protein
kindza mize nahradit kvasinkovy ekvivalent, kédovany genem TPKI1. Kvasinky maji tfi
funkéné ekvivalentni TPK geny, TPK1, 2 a 3. Byl zkonstruovan kmen, u n&jz byly tyto tfi geny
knokautovany integraci URA3, TRP1 a HIS3. Aby kvasinka mohla rtst, musi mit alespoii jeden
TPK gen. Proto byl tento kmen udrZovan pfi zivoté genem TPK1 nesenym na ADES plazmidu.
(gen ADES umoziiyje rist na mediu bez adeninu). cDNA kodujici mysi protein kinazu byla
umisténa na LEU2 plazmid a transformovana do té¢hoz kmene. Bunky byly vysety na medium
postradajici jak leucin tak adenin, aby bylo mozné selektovat kolonie nesouci oba plazmidy.
Dal8im krokem bylo péstovani jednotlivych kolonii neselektivné na kompletnim mediu (YPD),
obsahujicim leucin i adenin. Za téchto podminek bunky nepotiebuji uchovavat markerové geny
a plazmidy ztraceji. ProtoZe je vSak vyZadovan alespon jeden protein kindzovy gen pro rist
bunck, musi si udrzet alespon jeden ze dvou plazmidi. Pro stanoveni, ktery z plazmidu si buitka
udrzela, byly nejdiive vysety na neselektivni medium YPD a pak replikovany na plotny bez
leucinu a plotny bez adeninu. Vysledek, Zze nékteré bunky rostly na plotnach postradajicich
leucin ale ne na plotnach bez adeninu ukazaly, Ze mysi cDNA kodujici mysi protein kinazu
(neseny na LEU2 plazmidu) mize udrZet buiiky nazivu. Ze tyto buiiky obsahovaly pouze mysi
proteinkindzu bylo potvrzeno biochemicky.

Gal systém

U kvasinek podobné jako u jinych je galaktoza konvertovana na glukoza-6-fosfat enzymy
Leloir — ovy drahy. Kazdy ze strukturnich genu této drahy (zvanych GAL geny) je exprimovan
na vysoké hlading, s hladinou mRNA 0,5-1%, ale jen pokud jsou kvasinky péstovany na pudé
s galaktozou jako jedinym zdrojem uhliku. Kazdy z genit GAL obsahuje ve svém promotoru
alespon jedno, ale obvykle vice vazebnych mist pro transkripéni aktivator Gal4p. Vazba
Gal4p na tato mista a jeho transkrip&ni aktivita po jeho navazani je regulovana zdrojem uhliku
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dostupného burice. Kdyz burika roste na glukoze (ne galaktoze!) jejim preferenénim zdroji
uhliku, transkripce z GAL4 promotoru (regulujicim tvorbu Gal4p) je snizena, takze v burice je
méné Gal4p a tudiz je snizena hladina aktivatoru vazajiciho se na promotor GAL strukturnich
genl. Na jinych zdrojich uhliku, napf. rafindze, je Galdp produkovan a vaze se na GAL
promotory, avSak represor Gal80p inhibuje jeho aktivitu. Gal80p se vaze pfimo na Gal4p a asi
maskuje jeho aktivacni doménu takze ten pak neni schopen aktivovat transkripci. Inhibiéni
efekt Gal80p je snizen jen za pfitomnosti galaktozy, coz vede k silné inducibilni hladiné
exprese cilového genu.

K produkci cilového proteinu v S. cerevisiae za pouziti indukce galaktozou, klonovany gen
kodujici protein musi byt za€lenén pod kontrolu GAL promotoru. Nejcastéji je pouzivan
promotor genu pro galaktokinazu GAL1, avSak jsou dostupné i syntetické promotory
obsahujici vice vazebnych mist pro Gal4p. Po jeho konstrukci je expresni vektor pfenesen
do bunék a tvorba proteinu je iniciovana pfenosem bunék na pudu s galaktozou. Proteiny
pfipravené timto zplsobem malokdy dosahuiji hladin jako u E. coli, a obvykle to byva jen 1-
5%, nelze pouzit barveni Coomasie, ale Western blot nebo jiné imunometody. DalSi obtiz
vyplyva z toho, Ze aktivatoru genll GAL, tj. Galdp, byva v burikach jen nizké mnozstvi. Proto
jestlize expresni vektor obsahuje mnohonasobna vazebna misto pro Gal4p, jako jsou
mnohokopiové vektory, pak mlze byt hladina Gal4p nizka — nedostatecna pro aktivaci vSech
cilovych genl na maximalni hladinu.

K obejiti tohoto problému byly zkonstruovany kvasinky, u nichz byla kéduijici
sekvence genu GAL4 zafazena za promotor GAL1. To ma za nasledek zpétnou vazbu
pfi niz indukce galaktozou vede k tvorbé Gal4p, takze muize byt exprimovano vice
gent.

Pichia pastoris

Metanotrofni kvasinka metabolizujici metanol jako jediny zdroj uhliku.

Prvni krok metabolismu metanolu je oxidace metanolu na formaldehyd pomoci molekularniho
kysliku O2 enzymem alkholoxidazou. Alkoholoxiddza ma jen slabou afinitu ke kysliku a kvasinka
proto vytvari velkd mnozstvi enzymu. Promotor regulujici tvorbu alkoholoxidazy (AOX1) mize byt
vyuzit k fizeni epxrese cizich protein(, protoZe je pfisné tizen a indukovan metanolem na velmi
vysokou hladinu.

P.p. obsahuje expresni vektor, ktery je obvykle integrovan do genomu bud'jako jedna nebo vice kopii,
a buniky se nechaji rist na glycerolu (rast na glukdze reprimuje transkripci AOX1, a to i za pfitomnosti
metanolu) do extrémné vysokych hladin pifed pridanim metanolu. Po indukci se cilovy protein tvofri
ve vysokych koncentracich, ¢asto 0,5 az desitky gramU proteinu na litr kultury.

Napft. exprese genu kddujiciho rekombinantni povrchovy antigen viru hepatitidy B se vytvari
v mnozstvi aZ 1 g /litr, coZ je mnohem vice neZ u S. cerevisiae.

Kromé toho ma P.p. vyhodu pfed S.c. v tom, Ze glykozyluje sekretované proteiny — a glykozylované
proteiny maji charakter glykozylace jako u vyssich eukaryot.



