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podporu.
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Abstrakt

DREPP (Developmentally regulated plasma membrane polypeptide, syn.
PCaP1 u Arabidopsis thaliana) je membránový protein velikosti 20-25 kDa
specifický pro rostliny. Fylogenetickou analýzou jsme doložili jeho vznik
u kapradin. Během evoluce velkých čeled́ı (Poaceae, Brassicaceae, Solanaceae
a Asteraceae) a jehličnan̊u Coniferophyta došlo k několika nezávislým dupli-
kaćım genu, které byly následovány druhotnou ztrátou jednoho z paralog̊u
u podčeled́ı Pooideae a Solanoideae. Ve skupinách Asparagales a Brassi-
caceae proběhly dvě rozsáhlé modifikace proteinu. Takto vzniklý divergov-
aný paralog u huseńıčku byl již dř́ıve popsán jako MAP18 (Microtubule-
associated protein 18, syn. PCaP2). Testem kolinearity chromosomových
úsek̊u v okoĺı lokus̊u AtPCaP1 a AtMAP18 se nám podařilo dokázat, že
gen MAP18 vznikl nejsṕı̌se během celogenomové duplikace na počátku čeledi
Brassicaceae.

V předchoźıch studíıch byl protein DREPP doložen v detergentuvzdorné
frakci plasmatické membrány a bylo dokázáno, že k membránové lokalisaci
proteinu je nezbytná myristylová kotva. Vazba proteinu na membránu je
dále modifikována interakćı s PtdInsPs, která je inhibovatelná komplexem
Ca-kalmodulin (Nagasaki et al., 2008). Mutace v myristylačńım mı́stě (Gly2
substituován Ala) či připojeńı GFP na N-konec proteinu blokuje jeho mem-
bránovou lokalisaci (Nagasaki et al., 2008). Ovšem u řady rostliných druh̊u
spatřujeme přirozenou substituci Gly2 jinými animokyselinami (Ser, Thr or
Asp) a v př́ıpadě tabáku jsme pomoćı fluorescenčńıho proteinu DREPP4-
GFP doložili, že tato substituce neovlivňuje membránovou lokalisaci pro-
teinu – ve stabilně transformovaných tabákových buňkách BY-2 jsme potvrdili
uniformńı lokalisaci proteinu DREPP-GFP na plasmatické membráně a po
biolostické transformaci jsme pozorovali zpravidla nehomogenńı distribuci
proteinu v cytosolických váčćıch.

Sekundárńı struktura proteinu DREPP je vnitřně neuspořádaná s řadou mo-
tiv̊u VEEKK, které by mohly být zodpovědné za vazbu proteinu k mikro-
tubul̊um, která byla prokázána u paralogu MAP18 (Wang et al., 2007).
V našich experimentech jsme prokázali, že s mikrotubuly in vitro kosedimen-
tuje taktéž tabákový homolog proteinu DREPP, což nasvědčuje možnosti, že
funkce všech protein̊u DREPP souviśı s kortikálńım cytoskeletem a mohly
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by tak být specifickým signalisačńım rozhrańım mezi plasmatickou membrá-
nou a cytoskeletem u rostlin. Použitá metoda vizualizace proteinu DREPP
in vivo pomoćı GFP-fúze neumožnila ověřit interakci proteinu DREPP s mi-
krotubuly. K d̊ukazu této interakce a k objasněńı fyziologické role proteinu
DREPP bude třeba použ́ıt daľśı experimentálńı př́ıstupy.
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Abstract

Proteins of DREPP family (20-25 kDa, syn. PCaP1 in Arabidopsis thaliana)
first appeared in ferns and we have shown that several independent du-
plications of DREPP protein occurred during evolution of large families
(Poaceae, Brassicaceae, Solanaceae and Asteraceae) and in group Conifero-
phyta. Secondary losses of one paralogue occurred in subfamilies Pooideae
and Solanoideae. We have also detected two large-scale modification of DREEP
protein in Asparagales and Brassicaceae (this divergent paralogue was pre-
viously described as MAP18 protein). We have examined colinearity of chro-
mosome fragments in vicinity both PCaP1 and MAP18 paralogues in Ara-
bidopsis thaliana and we hypothesize that MAP18 gene arose during genome
duplication on the origin of Brassicaceae family. DREPP protein was previ-
ously identified in detergent-resistant membrane microdomain fraction and
a myristyl anchor was shown to be necessary for their membrane localiza-
tion. Membrane association was shown to be modified by the interaction
of unique N-terminal domain with PtdInsPs, which was inhibited by bind-
ing of Ca-calmodulin (Nagasaki et al., 2008). The mutation of Gly2 by Ala
in the myristilation site, or C-terminal GFP-fusion (GFP-DREPP), affect
membrane association in Arabidopsis thaliana (Nagasaki et al., 2008). Sev-
eral DREPP paralogues in other plant species have natural mutations in
the myristilation site Gly2 (by Ser, Thr or Asp), but we have demonstrated
using tobacco NtDREPP4-GFP N-terminal fusion protein that this protein
is also capable of binding to the membrane. In stably transformed tobacco
BY-2 cells, fusion proteins DREPP-GFP exhibit uniform plasma membrane
localisation, but patchy distribution was observed in cells transformed by the
biolistic method, whose reason was probably protein localization in cytoso-
lic vesicles. Secondary structure of these proteins is intrinsically disordered
with several motifs VEEKK that are suspected of binding to microtubules,
MAP18 really asociates with microtubules (Wang et al., 2007). We have
shown that NtDREPP protein also co-sediments with polymerized tubu-
lin in vitro. Functions of DREPP proteins remain to be determined, but it
seems that they could serve as a plant-specific signaling interface between
the plasma membrane and the cytoskeleton.

Key words: Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum, DREPP, develop-
mentally regulated plasma membrane polypeptide, PCaP1, PCaP2, plasma
membrane-asociated cation-binding protein, MAP18, microtubule-asociated
protein, GFP fusion, biolistic, plasma membrane, microtubules, cytoskele-
ton, myristylation, PtdInsPs, phosphatidylinositolphosphates, detergent-re-
sistant, colinearity, phylogeny, amino acid principal component analysis.

On-line verze: http://www.natur.cuni.cz/˜vosolsob/diplomka.pdf
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Seznam zkratek

2,4-D 2,4-Dichlorofenoxyoctová kyselina

2D Dvourozměrný

ABA Kyselina abscisivá

BN Blue-native

BSA Bovinńı serový albumin

CASA Cellulose synthase

cDNA Complementary DNA k mRNA

DM n-Dodecyl-β-d-maltosid

DMSO Dimethylsulfoxid

DREPP Developmentally regulated plasma membrane polypeptide

DRM Detergent-resistant plasma membrane fraction

DTT 1,4-Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraoctová kyselina

EGTA Ethylenglykoltetraoctová kyselina

EST Expressed sequence tag

EtOH Ethanol

FRAP Fluorescence recovery after fotobleaching

GFP Green fluorescent protein

HPLC High performance liquid chromatography

mβcd Methyl-β-cyklodextrin

MALDI Matrix-associated laser desorption and ionisation

MAP18 Microtubule-associated protein 18

MS/MS Tandem mass-spectroscopy
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PAGE Polyakrylamidová gelová elektroforesa

PCA Principal component analysis

PCaP1 Plasma membrane-asociated cation-binding protein 1

PLC Fosfolipáza C

PM Plasmatic membrane

PMSF Fenylmethylsulfonylfluorid

PtdInsPs Phosphatidylinositolphosphates

ROS Reactive oxygen species

SDS Sodiumdodecylsulfát

TLC Thin-layer chromatography

TOF Time-of-flight

TX-100 Triton X-100

UTSR Unie pro transport a signalisaci rostlin

X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-d-galactopyranosid
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Úvod

”
(DREPPs) are proposed as the first example of plant-specific and

developmentally regulated plasma membrane proteins.“
Gantet et al. (1996)

Každá buňka je mikroskopickým
”
ekosystémem“ tvořeným několika deśıt-

kami milion̊u protein̊u a abundance jednotlivých druh̊u protein̊u jsou výsled-
kem složitých interakćı mezi tiśıci ostatńıch druh̊u protein̊u. Celkový stav
tohoto

”
ekosystému“ reflektuje nejen exterńı vlivy p̊usob́ıćı na konkrétńı

buňku, ale i historickou zkušenost buňky a celého organismu.

Popis celého takto komplikovaného systému vyžaduje popis všech d́ılč́ıch
interakćı mezi proteiny samotnými, proteiny s lipidy membrán a proteiny
s DNA. I přestože absolutńı popis všech zmı́něných interakćı je v současné
době prakticky nereálný, neńı správné propadat skepsi, nebot’ každá odha-
lená interakce nám umožňuje zpřesnit naše představy o chováńı vnitrobu-
něčného ekosystému.

Mezi základńı interakčńı platformy v buňce patř́ı plasmatická membrána a
cytoskelet. Klasickým př́ıkladem interakce struktur plasmatické membrány
s cytoskeletem, v tomto př́ıpadě mikrotubulárńım, je regulace aktivity kom-
plex̊u synthetisuj́ıćıch celulosu. Ač je tato interakce základńı pro celkovou
morfogenezi rostlinné buňky, je jej́ı molekulárńı podstata stále předmětem
aktuálńıho výzkumu (Crowell et al., 2009; Gutierrez et al., 2009). Ještě v́ıce
tajemstv́ı skrývá interakce mikrotubul̊u samotných s plasmatickou membrá-
nou. Přestože kortikálńı śıt’ mikrotubul̊u lež́ı těsně pod plasmatickou mem-
bránou a pozorováńı z elektronového mikroskopu dokazuj́ı existenci pro-
tein̊u propojuj́ıćıch obě struktury (rev. in Hamada, 2007), byl jednoznačně
prokázán pouze jediný vzájemný interaktor plasmatické membrány s mikro-
tubulárńım cytoskeletem – fosfolipáza D (Gardiner et al., 2001).
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Proč zkoumáme proteiny rodiny DREPP?

Historie našeho bádáńı nad proteiny rodiny DREPP začala experimentem
mé školitelky, Kateřiny Schwarzerové, jehož ćılem bylo nalézt nové kan-
ditáty na proteiny, které by mohly propojovat mikrotubulárńı cytoskelet
s plasmatickou membránou. Experiment spoč́ıval v kosedimentaci protein̊u
plasmatické membrány tabákových buněk BY-2 extrahovaných detergentem
CHAPS s hověźım tubulinem polymerovaným in vitro za př́ıtomnosti tax-
olu (metoda dle Gardiner et al., 2001). Frakce interaguj́ıćı s mikrotubuly
byla izolována centrifugaćı a separována na 2D-PAGE. Vybrané proteiny
byly identifikovány pomoćı MALDI-TOF hmotnostńı spektroskopie. Jedńım
z objevených kandidát̊u na nový protein propojuj́ıćı plasmatickou membránu
s mikrotubuly byl právě protein DREPP, dř́ıve identifikovaný v plasmatické
membráně tabáku (Gantet et al., 1996). V roce 2007 byla publikována studie
popisuj́ıćı nový protein interaguj́ıćı s mikrotubuly – MAP18 (Wang et al.,
2007), který se však ukázal být jedńım ze dvou paralog̊u proteinu DREPP
v huseńıčku.

Ćıle této diplomové práce:

Charakterisace protein̊u rodiny DREPP pomoćı bioinformatických,
mikroskopických a biochemických metod

Konkrétńı náplńı práce bylo:

i) studium fylogeneze protein̊u rodiny DREPP. Pohnutkami k fy-
logenetické studii bylo odhaleńı stář́ı proteinové rodiny, identifikováńı
konzervovaných pozic v proteinu a datováńı několika duplikaćı, k nimž
v evoluci došlo.

ii) studium evoluce genu MAP18. MAP18, jenž byl doložen pouze
u Arabidopsis thaliana, je silně divergovaným paralogem konvenčńıho
proteinu DREPP.

iii) prošetřeńı intracelulárńı lokalisace tabákových protein̊u DREPP
pomoćı exprese fluorescenčńıch protein̊u v buňkách. Zkoumána
byla předevš́ım interakce protein̊u s mikrotubulárńım cytoskeletem a
plasmatickou membránou.

vi) potvrzeńı membránové lokalisace proteinu MAP18. U tohoto
proteinu byla prokázána asociace s mikrotubuly, nikoli však mem-
bránová lokalisace, která je zřejmá z homologie s ostatńımi proteiny
DREPP.

vii) zavedeńı metodiky blue-native elektroforesy v naš́ı laboratoři
a aplikovat ji ke hledáńı nových membránových komplex̊u
interaguj́ıćıch s cytoskeletem.

8



Literálńı přehled

1.2 Interakce plasmatické membrány s cytoskele-

tem a buněčnou stěnou

Plasmatická membrána vytvář́ı ústředńı rozhrańı mezi buňkou a vněǰśım
prostřed́ım a figuruje tak v přenosu metabolit̊u a signál̊u v obou směrech.
U rostlin sehrává plasmatická membrána velmi d̊uležitou roli v procesech
diferenciace a morfogeneze buňky prostředńıctv́ım ř́ızeńı synthesy buněčné
stěny (Lloyd & Chan, 2008). Má-li být umožněn r̊ust buňky do délky, je
nezbytné, aby celulosové mikrofibrily buněčné stěny byly orientovány kolmo
na směr buněčného r̊ustu (Szymanski & Cosgrove, 2009; Bisgrove, 2008).
Orientaci celulosových mikrofibril reguluje kortikálńı mikrotubulárńı cyto-
skelet, který lež́ı těsně pod plasmatickou membránou (Paredez et al., 2006).
V minulém roce bylo publikováno pozorováńı, že kortikálńı cytoskelet nejen
reguluje směr pohybu komplex̊u CESA synthetisuj́ıćıch celulosu, ale i ř́ıd́ı je-
jich sekreci na plasmatickou membránu (Crowell et al., 2009; Gutierrez et al.,
2009). Růst celulosových mikrofibril dále reguluj́ı proteiny rodiny COBRA
(Roudier et al., 2005, 2002; Schindelman et al., 2001), které jsou lokalisovány
na extracelulárńı straně plasmatické membrány d́ıky glykosyl-fosfatidylinosi-
tolové kotvě, která zajǐst’uje jejich klastrovanou distribuci v membránových
mikrodoménách. Membránové domény odlǐsného lipidového složeńı1 a speci-
fické, zpravidla signálńı či sekrečńı funkce (Sorek et al., 2007; Zarsky et al.,
2009) host́ı celou řadu daľśıch protein̊u d̊uležitých pro regulaci tvorby a
funkce buněčné stěny, např. SKU5 (Sedbrook et al., 2002) či arabinogalak-
tanové proteiny (Logan et al., 1997), řadu signálńıch komponent, např. leu-
cinové kinázy (Shahollari et al., 2007) a protein̊u sekretorického aparátu,
jako např́ıklad SNARE proteiny (Mongrand et al., 2004) a ROP GTPasy
(Sorek et al., 2007). I přestože mechanismus tvorby membránových mikro-
domén neńı uspokojivě vysvětlen, je pro jejich funkci a prostorovou lokali-
saci taktéž nezbytná interakce s cytoskeletem. Aktinová mikrofilamenta mo-
hou interagovat s membránovými doménami např́ıklad prostřednictv́ım pro-
tein̊u annexin̊u (Konopka-Postupolska, 2007), jež hraj́ı mimo jiné význam-

1Se zvýšeným obsahem cholesterolu a sfingolipid̊u
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nou úlohu v přenosu signál̊u z vněǰśıho prostřed́ı do buňky (Talukdar et al.,
2009). Mechanismus interakce kortikálńıho mikrotubulárńıho cytoskeletu přek-
vapivě neńı stále dostatečně objasněn. Mikrotubuly se na plasmatickou mem-
bránu mohou vázat přes komplexy γ-tubulinu, který je vázán k plasma-
tické membráně (Drykova et al., 2003), či skrze proteiny interaguj́ıćı s plus-
koncem mikrotubulu (+TIPs proteiny) (rev. in Hamada, 2007) a nebo pro-
střednictv́ım protein̊u interaguj́ıćıch s mikrotubuly laterálně. O této skupině
protein̊u je známo zdaleka nejméně a jediným prozkoumaným kandidátem je
δ-podjednotka fosfolipázy D (Gardiner et al., 2001; Andreeva et al., 2009).
Novými kanditáty by mohly být proteiny rodiny DREPP, kterým se věnuje
následuj́ıćı část literálńı rešerše. Posledńım, velmi málo prozkoumaným me-
chanismem vazby mikrotubul̊u k plasmatické membráně by mohla být př́ımá
interakce α-tubulinu s membránou d́ıky S-palmitoylaci (Hemsley et al., 2008).

1.3 Rodina protein̊u DREPP

1.3.1 Historie objevu proteinové rodiny DREPP

Prvńı zmı́nky o proteinové rodině DREPP (developmentally regulated plas-
ma membrane polypeptide) pocháźı z poloviny 90. let 20. stolet́ı, z doby,
kdy nebyla kompletně osekvenována žádná modelová rostlina a veškerý mo-
lekulárně-biologický výzkum byl výrazně pracněǰśı než dnes.

Prvńı dva protein rodiny DREPP (P18 a P19) byly izolovány francouzskou
skupinou M. Rossignola z proteomu plasmatické membrány list̊u Nicotiana
tabacum(Gantet et al., 1996). Pozornost na ně byla zaměřena poté, co bylo
zjǐstěno, že docháźı k jejich akumulaci během květńı indukce. Protein P18 byl
purifikován prostřednictv́ım 2D-SDS-PAGE a po jeho fragmentaci trypsinem
byly pomoćı Edmanova odbouráváńı stanoveny částečné aminokyselinové
sekvence jeho fragment̊u, jež byly následně použity k navržeńı degenerova-
ných primer̊u. S jejich pomoćı byl z listové cDNA tabáku źıskán PCR frag-
ment genu označeného pracovně jako NtP18’C4. Kompletńı sekvence cDNA
tohoto genu byla źıskána po rozsáhlém PCR screeningu knihovny 200 000
koloníı źıskaných klonováńım kompletńı listové cDNA do E. coli. Po ap-
likaci protilátky proti rekombinantńımu proteinu NtP18’C4 na elektrofore-
togramy plasmatické membrány bylo překvapivě zjǐstěno, že tato protilátka
rozeznává druhý protein P19, nikoliv P18, tud́ıž se podařilo identifikovat gen
proteinu P19. Identita byla dodatečně potvrzena mikrosekvenováńım tohoto
proteinu. Expresńı profily źıskané Northern blotem NtP18’C4 poukazovaly
tak jako u proteinu na akumulaci mRNA tohoto genu v mladých listech a
během květńı indukce. V kořenech nebyla mRNA detekována. Exprese blo-
tovatelného homologu byla taktéž dokázána u obou rodičovských taxon̊u N.
tabacum: N. sylvestris a N. tomentosiformis (Gantet et al., 1996).

Identifikaci daľśıch dvou protein̊u (P16 a P17) s podobným expresńım pro-
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filem publikovala stejná výzkumná skupina o rok později (Logan et al., 1997).
Mikrosekvenováńım peptidových fragment̊u proteinu P16 byly odvozeny pri-
mery s jejichž pomoćı byly izolovány dva r̊uzné geny označené NtP16 a
NtP16’, jež byly po Western blotu přǐrazeny k P16, respektive P17. Pomoćı
Northern blotu bylo zjǐstěno, že NtP16’ pocháźı z rodičovského taxonu N.
sylvestris a NtP16 z N. tomentosiformis.

Na subcelulárńı úrovni byly všechny čtyři proteiny imunolokalisovány ve
frakci plasmatické membrány, separované od intracelulárńıch frakćı ultra-
centrifugaćı na sacharosovém gradientu. Na úrovni celé rostliny byla imuno-
lokalisaćı potvrzena odlǐsná exprese dvojice P16 a P17 (hlavně starš́ı listy
v senescentńı fázi) oproti dvojici P18 a P19 (s maximem během květńı in-
dukce při založeńı 13. listu). Exprese prvńı dvojice je zároveň vyšš́ı než druhé
dvojice. Dvojice P16 a P17 byla označena jako DREPP1, resp. DREPP2,
dvojice P18 a P19 pak jako DREPP3, resp. DREPP4. Sekvence genu DREPP3
neńı anotována v databáźıch.

Tyto studie jsou prvńı a pro daľśıch deset let i posledńı konkrétněǰśı infor-
mace o proteinech rodiny DREPP. Útržkovité zmı́nky, zvláště o homologu
proteinu DREPP z Arabidopsis thaliana, během této doby pocházej́ı nejvýše
z r̊uzných proteomických analýz zabývaj́ıćıch se plasmatickou membránou.
Intenzivněǰśı studium protein̊u rodiny DREPP se opět rozb́ıhá až v několika
posledńıch letech.

1.3.2 Objev proteinu PCaP1

Na počátku roku 2007 publikoval japonský tým Masayoshi Maeshimi studii
popisuj́ıćı nový protein Arabidopsis thaliana PCaP1 (plasma-membrane as-
sociated cation-binding protein, Ide et al. (2007)), který identifikovali na
základě sekvenčńı analogie s předt́ım popsaným proteinem ředkvičky Rap-
hanus sativus RVCaBP (Radish vacuole Ca2+-binding protein). U tohoto
proteinu popsali jeho schopnost vázat vápenaté kationty a podobné vlast-
nosti předpokládali i u proteinu PCaP1. Oba proteiny sd́ıĺı opakuj́ıćı se
variace na sekvenčńı motiv VEEKK a vynikaj́ı vysokým obsahem lysinu
a glutamátu. Protein PCaP1 je zřejmým homologem tabákových protein̊u
DREPP. Odhaleným vlastnostem proteinu PCaP1 bude věnována zvláštńı
kapitola.

1.3.3 Objev proteinu MAP18

Dva měśıce po publikaci objevu proteinu PCaP1 přicháźı č́ınský tým Minga
Yuana s popisem zcela nového proteinu Arabidopsis thaliana interaguj́ıćıho
s mikrotubuly – MAP18 (Microtubule-associated protein 18, Wang et al.
(2007)), který byl opět objeven při hledáńı sekvenčńıch analogíı. Tentokrát
byla hledána opět př́ıtomnost sekvenčńıho repetitivńıho motivu KKEE, ale
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jako motivu, který je typický pro neurálńı protein interaguj́ıćı s mikrotubuly
MAP1B a je zodpovědný za jeho vazbu na mikrotubuly. Schopnost proteinu
interagovat s mikrotubuly č́ınský tým následně dokázal. Recentně popisuje
tento protein i japonský tým Masayoshi Maeshimi jako PCaP2 na základě
homologie s PCaP1 (Kato et al., 2010a). Přehled popsaných zástupc̊u rodiny
DREPP je uveden v tabulce 1.1.

Tabulka 1.1: Přehled popsaných protein̊u rodiny DREPP

Protein gen synonyma organismus citace
DREPP1 DREPP1 P16, NtP16 N. tabacum Logan et al. (1997)
DREPP2 DREPP2 P17, NtP16’ N. tabacum Logan et al. (1997)
DREPP3 neanotován P18 N. tabacum Gantet et al. (1996)
DREPP4 DREPP4 P19, NtP18’C4 N. tabacum Gantet et al. (1996)
PCaP1 At4g20260 A. thaliana Ide et al. (2007)
MAP18 At5g44610 PCaP2 A. thaliana Wang et al. (2007),

Kato et al. (2010a)

1.4 Vlastnosti protein̊u rodiny DREPP

1.4.1 Expresńı profily

Orgánová specificita exprese

Exprese DREPP u tabáku Jak již bylo zmı́něno výše, u tabáku exis-
tuj́ı dvě dvojice homolog̊u proteinu DREPP, které se poněkud lǐśı expes-
ńımi profily, jež byly źıskány Northern blotem. Exprese DREPP1/2 kulmin-
uje zejména v senescentńıch listech. Dále byla zaznamenána též v květech
a v malé mı́̌re též v kořenech (Logan et al., 1997). Naproti tomu exprese
DREPP3/4 dosahuje maxima v mladých listech během květńı indukce, která
je spojována se založeńım 13. listu. V pozděǰśıch fáźıch vývoje exprese klesá.
Gen se exprimuje ve všech orgánech prýtu, transkript však nebyl detekován
v kořenech (Gantet et al., 1996). Množstv́ı př́ıslušných protein̊u stanovené
Western blotem koreluje s hladinou transkriptu, hlavńı regulace exprese
prob́ıhá tud́ıž na úrovni transkripce. Př́ıbuzný homolog k páru DREPP1/2
v bramboru vykazuje zvýšené zastoupeńı v peridermis bramborových hĺız ve
srovnáńı s parenchymem (Barel & Ginzberg, 2008).

Exprese PCaP1 u huseńıčku Exprese PCaP1 byla zkoumána pomoćı
fúze jeho promotoru s GUS reportérem a porovnávána s výsledky real-time
PCR. Exprese byla detekována ve všech orgánech, hlavně v listech. Nižš́ı
byla v kořenové špičce (s výjimkou tranzitńı zóny), v květech a šešuĺıch.
Časovým vývojem exprese se autoři nezabývali (Ide et al., 2007).

Exprese MAP18 u huseńıčku Č́ınský tým (Wang et al., 2007) vyšetřo-
val expresi MAP18 pomoćı GUS reportérového systému fúzovaného s frag-
mentem promotoru délky 2172 bp před iniciačńım kodonem. Silnou ex-
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presi MAP18 zaznamenali v kořenech s výjimkou kořenové špičky, v hy-
pokotylu, v dělohách a v květech a naopak konstrukt se neexprimoval v lis-
tech ani ve stonku s výjimkou trichomů. Radikálně odlǐsný expresńı profil
však źıskal japonský tým (Kato et al., 2010a), který zkoumal fragment pro-
motoru s přesahem do překládané oblasti -2070 bp až 15 bp a posléze deteko-
val glukuronidasovou aktivitu pouze v kořenových vlásćıch a pylové láčce.
Př́ıčiny nesouladu autoři hlouběji nediskutuj́ı. Tkáňovou lokalisaci protein̊u
rodiny DREPP shrnuje tabulka 1.2.

Tabulka 1.2: Exprese gen̊u rodiny DREPP

Gen silně exprimován slabě neexprimován citace

NtDREPP1/2 senescentńı listy, méně květy stonek, kořeny — Logan et al. (1997)

NtDREPP3/4 květy a mladé listy při
květńı indukci, později klesá

prýt kořeny Gantet et al. (1996)

AtPCaP1 všechny orgány, hlavně listy květy, plody — Ide et al. (2007)

AtMAP18 kořen, hypokotyl, dělohy,
trichomy, květ, cévńı svazky;

listy, stonek,
kořenová špička

Wang et al. (2007)

pouze kořenové vlásky a
pylová láčka

dělohy, listy. . . Kato et al. (2010a)

Expresńı odpověd’ na vněǰśı stimuly

Exprese PCaP1 Největš́ı nárust exprese tohoto genu v odpovědi na vněǰśı
podněty byl u huseńıčku překvapivě zaznamenán při zvýšeńı koncentrace
Cu2+ v médiu Ide et al. (2007). Expresi dále zvyšovala př́ıtomnost bakter-
iálńıho oligopeptitu flagellinu, mannitol a sorbitol a deficit hořč́ıku (tabulka
1.3). Tang et al. (2008) detekovali zvýšeńı exprese PCaP1 brassinosteroidy.
Protein, který identifikovali na SDS-PAGE jako PCaP1, migroval při 56 kDa,
což je pozoruhodné, nebot’ dle všech ostatńıch praćı migruje tento protein
při 36 kDa. Overexpreśı PCaP1 však částečně kompenzovali zakrslý feno-
typ mutanta det2. U př́ıbuzné halofytńı rostliny Thellungiella salsuginea se
exprese homologu PCaP1 zvyšovala 3x, resp. 4x po dlouhodobém vlivem
chladu, resp. sucha (nikoli však vlivem zasoleńı, Wong et al. (2006)).

Exprese MAP18 Tento gen vykazoval mnohem silněǰśı mı́ru odpovědi
na vněǰśı signály Kato et al. (2010a). Z iont̊u nejv́ıce zvyšoval expresi Na+,
méně Mn2+ a K+, ostatńı ionty včetně Cu2+ vykazovaly slabý efekt, avšak
v pr̊uměru silněǰśı ve srovnáńı s PCaP1. Srovnatelný efekt jako sodný iont
měla dehydratace a chladový stres, polovičńı efekt pak fytohormony (ABA
a GA3) a mannitol (tabulka 1.4).
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Tabulka 1.3: Exprese genu PCaP1 u Arabidopsis thaliana pod vlivem vněǰśıch stimul̊u (po 18 h)

Silné zvýšeńı slabé zvýšeńı bez efektu slabé sńıžeńı

CuCl2 (0,1 mM) CaCl2 (50 mM) CaCl2 (5 mM) dehydratace
flagellin (10 µM) NaCl (50 mM) KCl (50 mM) MgCl2 (50 mM)
mannitol (150 mM) deficit MgCl2 (0,75 mM) 4°C či 36°C
sorbitol (50 mM) kys. salicylová (100 µM)
brassinolid (100 nM) kys. abscisová (100 µM)

kys. giberellová 3 (100 µM)
glukosa (150 mM)
sacharosa (150 mM)

1 Převzato z Ide et al. (2007) a Tang et al. (2008).

Tabulka 1.4: Exprese genu MAP18 u Arabidopsis thaliana pod vlivem vněǰśıch stimul̊u (po 18 h)

Silné zvýšeńı slabé zvýšeńı bez efektu

NaCl (100 mM) ZnCl2 (1 mM) CaCl2 (5 mM)
mannitol (150 mM) KCl (100 mM) teplo 36°C
chlad 4°C MgCl2 (100 mM) CuCl2 (0,1 mM)
dehydratace FeCl2 (0,5 mM) kyselina salicylová (100 µM)
MnCl2 (5 mM) kys. giberellová 3 (100 µM) NiCl2 (0,5 mM)

kys. abscisová (100 µM) CdCl2 (0,01 mM)
CoCl2 (5 mM)

1 Převzato z Kato et al. (2010a).

1.4.2 Vnitrobuněčná lokalisace protein̊u rodiny DREPP

Lokalisace protein̊u DREPP u tabáku Lokalisace tabákových pro-
tein̊u rodiny DREPP byla vyšetřována pomoćı Western blot̊u a výsledky
ukazuj́ı jednoznačně na lokalisaci všech homolog̊u na plasmatické membráně
(Gantet et al., 1996; Logan et al., 1997).

Lokalisace proteinu PCaP1 u huseńıčku Lokalisace tohoto pro-
teinu se zdá být identická s lokalisaćı tabákových homolog̊u. Lokalisaci na
plasmatické membráně potvrzuj́ı jak výsledky proteomických studíı plasma-
tické membrány (Marmagne et al., 2004), tak i ćılené imunodetekce proteinu
v jednotlivých frakćıch źıskaných ultracentrifugaćı mikrosomů na sacharoso-
vém gradientu (Ide et al., 2007). Lokalisace byla potvrzena pomoćı fluores-
cenčńıho konstruktu PCaP1-GFP (Marmagne et al., 2004; Ide et al., 2007).
Testovány byly dva typy GFP-fúze, GFP-PCaP1 i PCaP1-GFP. Membrá-
nová distribuce byla zaznamenána pouze u varianty PCaP1-GFP, druhá
varianta vykazovala typickou cytoplasmatickou distribuci, což souviśı s myris-
tilaćı protein̊u popsanou v následuj́ıćı kapitole. Exprese konstrukt̊u byla
testována v transientně transformovaných suspenzńıch buňkách i v kořenech
Arabidopsis thaliana (Ide et al., 2007).

Asociace s membránovými mikrodoménami Proteiny rodiny DREPP
byly opakovaně doloženy z detergentuvzdorné frakce plasmatické membrány
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(DRM, nerozpustné po 30 min extrakce v 1% Tritonu X-100 při 4°C) z kořen̊u
Medicago truncatula (Lefebvre et al., 2007), ze suspenźıch tabákových buněk
BY-2 (DREPP2, Morel et al. (2006)) a z buněčné suspenze i celých se-
menáčk̊u Arabidopsis thaliana (Kierszniowska et al., 2009; Minami et al.,
2009). Př́ıtomnost proteinu PCaP1 v DRM je závislá na př́ıtomnosti sterol̊u
v membráně, nebot’ ošetřeńı membrány methyl-β-cyklodextrinem zp̊usobuje
uvolněńı proteinu z DRM (řada protein̊u však z̊ustává v DRM i po ošetřeńı
mβcd, Kierszniowska et al. (2009)). Změna zastoupeńı proteinu v DRM v pr̊u-
běhu chladové aklimace nebyla prokázána (Minami et al., 2009), přestože
předchoźı studie zaměřená na proteom celkové plasmatické membrány de-
tekovala přechodný nárust jeho exprese v prvńım dnu chladové aklimace
rostlin (Kawamura & Uemura, 2003).

Asociace s membránou je velmi stabilńı K disociaci proteinu PCaP1
z plasmatické membrány nedocháźı po zvýšeńı iontové śıly (100 mM KCl,
NaCl) ani po přidáńı močoviny (2 M). Ionty Mg2+ a Ca2+ reversibilně labil-
isuj́ı vazbu proteinu na membránu při koncentraćıch vyšš́ıch než 10 mM, což
je ovšem v́ıce, než je jejich fyziologická koncentrace (Ide et al., 2007). K efek-
tivńı disociaci proteinu od membrány docháźı až v basickém prostřed́ı 100
mM Na2C03, a po neutralisaci roztoku docháźı k opětovné reasociaci. Sol-
ubilisace proteinu bylo taktéž dosaženo při extrakci membrány 1% TX-100
při pokojové teplotě (Nagasaki et al., 2008).

Váže MAP18 mikrotubuly i plasmatickou membránu? Studiem
proteinu MAP18 se zřetelem na interakci tohoto proteinu s mikrotubuly
se zabýval Wang et al. (2007). Interakce byla dokázána jak kosedimentaćı
proteinu s mikrotubuly polymerizovanými in vitro, tak imunolokalisaćı pro-
teinu ve rhizodermálńıch buňkách Arabidopsis thaliana. Protein MAP18 byl
pr̊ukazně distribuován do klastr̊u kolokalisuj́ıćıch s mikrotubuly. In vitro
se vázal podél celého mikrotubulárńıho vlákna. Interakci tohoto proteinu
s plasmatickou membránou, která je predikovatelná na základě sekvenčńı
homologie s proteinem PCaP1, potvrdil pomoćı MAP18-GFP až Kato et al.
(2010a). Zároveň však byla, podobně jako u proteinu PCaP1, pozorována ho-
mogenńı distribuce fluorescenčńıho proteinu v celé plasmatické membráně,
což jednoznačně nepotvrzuje jeho mikrotubulárńı asociaci, detekovanou imu-
nofluorescenčně. Kato et al. (2010a) zd̊uvodňuj́ı diskrepanci možným ster-
ickým blokačńım efektem GFP na interakci s mikrotubuly, avšak v širš́ıch
diskuśıch potenciálńı schopnost protein̊u rodiny DREPP interagovat s cyto-
skeletem opomı́jej́ı.

1.4.3 Struktura a vlastnosti protein̊u rodiny DREPP

Migrace protein̊u na SDS-PAGE Elektroforetická molekulová hmot-
nost proteinu PCaP1 se pohybuje okolo 36 kDa (Ide et al., 2007; Minami et al.,
2009; Nagasaki et al., 2008), což je výrazně v́ıce, než je jeho skutečná mole-
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Tabulka 1.5: Vlastnosti protein̊u rodiny DREPP

Protein nukleotidová délka délka peptidu hmotnost isoelektrický bod mobilita
bp (včetně stop kodonu) aa kDa pI kDa

NtDREPP1 648 215 22,9 4,66 34
NtDREPP2 699 232 24,4 4,74 32
NtDREPP3 neanotován
NtDREPP4 594 197 21,3 4,66 22
AtPCaP1 678 225 24,6 4,65 36
AtMAP18 507 168 18,5 4,57 43
1 molekulové hmotnosti a isoelektrické body byly spoč́ıtány programem pepstat z baĺıku EMBBOSS

http://emboss.sourceforge.net/.

kulová hmotnost (tabulka 1.5). Isoelektrický bod na 2D-SDS-PAGE odpov́ıdá
teoretické hodnotě (Minami et al., 2009). U proteinu MAP18 byl zazna-
menán dokonce dvojnásobný pokles elektroforetické mobility, rekombinantńı
protein v E. coli i přirozený protein byly imunodetekovány jako pruhy
o velikosti 43 kDa (Wang et al., 2007; Kato et al., 2010a). Podobně pro-
teiny DREPP 1 a 2 migrovaly při 34, resp. 32 kDa, naproti tomu protein
DREPP4 migroval při 22 kDa v souladu s předpověd́ı (Gantet et al., 1996;
Logan et al., 1997). Toto chováńı zd̊uvodňuj́ı autoři neobvyklou primárńı
strukturou protein̊u s vysokým obsahem aminokyselin K a E.

Proteiny rodiny DREPP vážou Ca2+ Rekombinantńı proteiny PCaP1
a MAP18 byly připraveny v E. coli a pomoćı radioaktivńıho 45Ca2+ byla
dokázána jejich schopnost vázat vápenaté kationty, která byla zachována i
v př́ıtomnosti vysoké koncentrce kompetuj́ıćıch kationt̊u K+ a Mg2+ a nekle-
sala ani při denaturaci protein̊u teplotou 95°C (Ide et al., 2007; Kato et al.,
2010a).

Terciálńı strukturu PCaP1 zajǐst’uj́ı koordinované ionty Při-
dáńı CuCl2 k rekombinantńımu proteinu vede k poklesu fluorescence jeho
tryptofanových a tyrosinových residúı zp̊usobené konformačńı změnou pro-
teinu, která se projevuje i změnou štěpitelnosti proteinu proteázami. Při-
dáńı iont̊u K+, Ca2+, Mg2+, Co2+ či Sr2+ nevykazovalo srovnatelný efekt.
Naproti tomu ionty Ca2+, Mg2+, tak jako Cu2+, zvyšuj́ı molekulovou velikost
proteinu při analytické gelové filtraci, měńı tedy jeho konformaci. Měřeńı
spekter cirkulárńıho dichroismu odhalilo, že přidáńı měd’natých kationt̊u
ovlivňuje pouze terciálńı strukturu proteinu, nikoli sekundárńı. V sekundárńı
struktuře byl detekován signál α-helixu a nestrukturovaných oblast́ı a nebyly
detekovány žádné β-struktury. Při zvyšováńı teploty rostl pod́ıl nestruktur-
ovaných oblast́ı. Efekt přidáńı měd’natých iont̊u na sekundárńı strukturu,
který nebyl pozorován při běžných teplotách, se však zač́ıná projevovat
při vyšš́ıch teplotách, urychluje se denaturace proteinu. Molekula proteinu
PCaP1 je schopena vázat až 6 iont̊u Cu2+ (Nagasaki-Takeuchi et al., 2008).

Proteiny rodiny DREPP jsou myristylovány N-terminálńı konec
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sekvenćı protein̊u rodiny DREPP obsahuje konzervovaný motiv ’M-G-X-X-
X-S-K’, který je signálem pro N-terminálńı myristylaci2. Ta byla dokázána
in vitro u proteinu PCaP1. Mutace glycinu alaninem znemožňuje myristy-
laci a relokalisuje protein z plasmatické membrány do cytoplasmy(PCaP1 i
MAP18). Zablokováńım myristylace lze vysvětlit i cytoplasmatickou lokali-
saci konstruktu GFP-PCaP1. Fragment prvńıch 27 aminokyselin (PCaP11−27-
GFP) vykazuje taktéž membránovou lokalisaci, lze tedy konstatovat, že pro
membránovou lokalisaci proteinu dostačuje jeho N-terminálńı doména, je-li
myristylována (Nagasaki et al., 2008; Kato et al., 2010a).

N-terminálńı doména váže PtdInsPs N-terminálńı doména protein̊u
PCaP1 i MAP18 (23 aminokyselin následuj́ıćıch za myristylačńım mı́stem) je
schopna interagovat s fosforylovanými fosfatidylinositoly, dle klesaj́ıćı afinity
v pořad́ı PtdIns(3,4,5)P3 ∼ PtdIns(3,5)P2 > PtdIns(3,4)P2 ∼ PtdIns(4,5)P2
>> PtdInsP >> PtdIns. Důkaz byl proveden in vitro s proteiny připrave-
nými v E. coli (Nagasaki et al., 2008; Kato et al., 2010a).

Ca2+-kalmodulin inhibuje interakci s PtdInsPs Vazbu protein̊u
MAP18 a PCaP1 k PtdInsPs lze účinně blokovat komplexem kalmodulinu
s vápenatými kationty. Samotný kalmodulin však interakci neovlivňuje a
pouhé vápenaté ionty zp̊usobuj́ı disociaci až v koncentraci > 1 mM, což
převyšuje fyziologické rozpět́ı koncentraćı. Vazba protein̊u na plasmatickou
membránou neńı komplexem Ca2+-kalmodulin ovlivňována a docháźı tud́ıž
pouze k jej́ı modulaci prostřednictv́ım regulovatelné interakce s PtdInsPs
(Nagasaki et al., 2008; Kato et al., 2010a).

MAP18 destabilisuje mikrotubuly Interakci proteinu MAP18 s mi-
krotubuly nasvědčuj́ı i kinetická pozorováńı inhibičńıho efektu MAP18 na
polymeraci mikrotubul̊u in vitro (Wang et al., 2007). Nav́ıc, overexprese i
degradace transktriptu MAP18 pomoćı RNAi zřetelně ovlivňuje morfologii
rostlin. Např́ıklad overexprese zp̊usobuje levotočivé zkrucováńı kořen̊u, in-
hibuje elongaci kořen̊u a narušuje tvorbu lalok̊u buněk listové epidermis
(buňky jsou větš́ı). Fenotyp je zp̊usoben porušeńım uspořádáńı cytoskeletu,
nebot’ mikrotubuly buněk elongačńı zony maj́ı zřetelně narušenou trans-
verzálńı orientaci a zároveň śıla exprese MAP18 koreluje se zvyšováńım
citlivosti rostlin ke drogám destabilisuj́ıćım mikrotubuly (oryzalin, propy-
zamid). Funkce MAP18 by tud́ıž mohla souvist s destabilisaćı mikrotubul̊u
(Wang et al., 2007).

DREPP, mykorhiza a př́ıjem fosforu Homolog protein DREPP byl
identifikován taktéž při studiu proteomu plasmatické membrány Medicago
truncatula (Valot et al., 2006) a bylo zjǐstěno, že jeho exprese klesá o 50 %
při kolonisaci kořen̊u arbuskulárńı mykorhizńı houbou Glomus intraradices
a zároveň klesá o 30 % po přidáńı fosfát̊u do substrátu. Protein DREPP by
mohl regulovat morfogenezi kořen̊u v reakci na dostupnost živin a mykorhizu

2Peptidová vezba mezi methioninem a glycinem je rozštěpena a nahrazena vazbou
myristylového residua.
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(Valot et al., 2005).

MAP18 a arsen Zvýšeńı exprese proteinu MAP18 bylo detekováno při
kultivaci rostlin na mediu s arseničnany (Abercrombie et al., 2008), jejichž
toxické p̊usobeńı spoč́ıvá v blokaci př́ıjmu fosfát̊u. Funkce MAP18 by tak
opět mohla souviset s morfologickým přizp̊usobováńım kořen̊u na nedostatek
fosfátu.

1.5 Vlastnosti fosforylovaných fosfatidylinositol̊u

Fosforylované fosfatidylinositoly (PtdInsPs) jsou významnou signálńı kom-
ponentou buňky a figuruj́ı v řadě na prvńıch pohled nesouvisej́ıćıch proces̊u –
u rostlin reguluj́ı váčkový transport a apikálńı r̊ust buněk, ale třeba i reakci na
osmotický stres a poraněńı rostliny (přehledně zpracovává van Leeuwen et al.
(2004), Heilmann (2009), Thole & Nielsen (2008), Ischebeck et al. (2010),
Munnik & Testerink (2009)). Proteiny rodiny DREPP jsou efektory těchto
signálńıch molekul a jsou potenciálně schopny vázat r̊uzné isomery PtdInsPs.
Potvrzeńı relevance interakćı s konkrétńımi isomery však nebylo učiněno,
proto na následuj́ıćıch několika stranách stručně shrnuji základńı poznatky
o všech isomerech PtdInsPs vyskytuj́ıćıch se v rostlinách.

1.5.1 Které PtdInsPs jsou př́ıtomny v rostlinách?

Široké spektrum funkćı PtdInsPs je umožněno vysokou diversitou jejich
isomer̊u. V rostlinách se prokazatelně vyskytuje PtdIns3P, PtdIns4P, Pt-
dIns(4,5)P2 a PtdIns(3,5)P2. Naopak nebyl prokázán isomer PtdIns(3,4,5)P3,
který je znám ze živočǐsné ř́ı̌se. Bylo sice ukázáno, že fosfatidylinositol-4-
fosfát 5-kináza (AtPIP5K1 ) je schopna tvořit jak PtdIns(4,5)P2, tak i Pt-
dIns(3,4,5)P3 při overexpresi ve hmyźıch buňkách (Elge et al., 2001), u ros-
tlin se však zřejmě nevyskytuje nezbytný prekurzor PtdIns(3,4)P2. Jeho
existence byla zprvu uváděna (Brearley & Hanke, 1995), ale po objevu Pt-
dIns(3,5)P2 (Meijer et al., 1999) byly předchoźı závěry označeny za chybné
(Munnik & Testerink, 2009). Na druhou stranu však byla publikována schop-
nost enzymu AtPIP5K1 tvořit PtdIns(3,4)P2 in vitro (Westergren et al.,
2001) a Mikami et al. (2009) referuj́ı o pokusu identifikovat tento isomer po-
moćı fluorescenčńıch konstrukt̊u s afinitou k r̊uzným PtdInsPs u ruduchy
Porphyra. Jejich výsledky však p̊usob́ı poněkud ned̊uvěryhodně. Kusé infor-
mace jsou i o isomeru PtdIns5P, jež by měl být tvořen fosfatázami z bisfos-
forylovaných prekurzor̊u (Ischebeck et al., 2010).

Zřejmá obt́ıžná interpretovatelnost výsledk̊u prameńı z komplikovanosti stu-
dia PtdInsPs, které využ́ıvá třech základńıch př́ıstup̊u: prvńım z nich je
př́ımá chromatografická analýza lipid̊u značených radioaktivńım fosforem
pomoćı TLC následovaná deacylaćı lipid̊u a analýzou volných fosfoinos-
itol̊u pomoćı HPLC. Př́ıtomnost isomeru je dokazována jeho schopnost́ı
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být fosforylován specifickými PIP kinázami in vitro. Úskaĺım tohoto př́ıs-
tupu je ńızká abundance PtdInsPs v buňce (méně než 1 % z celkového
obsahu fosfolipid̊u; obsah nefosforylovaného PtdIns se pohybuje okolo 5 %
(Furt et al., 2010)). Druhým př́ıstupem je detekce PtdInsPs in vivo pomoćı
fluorescenčńıch sond s doménami vázaj́ıćımi specificky vybraný isomer (PH,
FYVE a pod.). Nebezpeč́ım je nepredikovatelnost chováńı sondy při overex-
presi v buňce. Posledńım př́ıstupem je genetický př́ıstup, který se zaměřuje
na studium jednotlivých kináz a fosfatáz konvertuj́ıćıch jednotlivé isomery
PtdInsPs. Jejich aktivity in vitro a in vivo však mohou být odlǐsné a mutace
mı́vaj́ı často pleiotropńı efekt.

1.5.2 Vlastnosti jednotlivých PtdInsPs

PtdIns3P ř́ıd́ı transport mezi endosomem a vakuolou

Vznik Fosforylaci PtdIns v pozici 3 zajǐst’uje u Arabidopsis thaliana i
Physcomitrella patens pouze jediný enzym fosfatidylinositol 3-kináza (PI3K,
gen VPS34, Ischebeck et al. (2010)). Rostliny nesoućı mutaci v tomto genu
nelze izolovat v homozygotńım stavu a heterozygoti maj́ı 30% mortalitu
pylu během prvńı mitosy. Zbývaj́ıćı vytvořený pyl nesoućı mutantńı alelu
vykazuje abnormality při kĺıčeńı pylové láčky (Lee et al., 2008b).

Lokalisace Doména FYVE specificky váže PtdIns3P a konstrukt YFP-
2xFYVE byl s úspěchem použit k lokalisaci PtdIns3P. V transientně trans-
formovaných protoplastech se podařilo visualisovat drobné váčky, vakuolu
a prevakuolárńı kompartmenty (Kim et al., 2001). Podobná distribuce byla
nalezena v epidermis stabilně transformované Arabidopsis, avšak v kořenech
stejných rostlin a stabilně transformovaných buňkách BY-2 byly nalezeny
pouze drobné váčkové struktury pohybuj́ıćı se po aktinovém cytoskeletu
(Vermeer et al., 2006). Váčky parciálně kolokalisovaly s endocytickým mark-
erem FM4-64, silně s endosomálńım (prevakuolárńım) markerem AtRabF2b
a vyskytovaly se často v bĺızkosti markeru Golgiho aparátu STtmd. V děĺıćıch
se buňkách byl marker 2xFYVE lokalisován ve váčćıch okolo vněǰśıho okraje
fragmoplastu.

Funkce Konstrukt GFP-2xFYVE lze zároveň použ́ıt jako parciálńı in-
hibitor PtdIns3P. Stabilně transformované buňky BY-2 se stav snažily kom-
penzovat dvojnásobnou hladinou PtdIns3P (Vermeer et al., 2006). U Ara-
bidopsis thaliana byl inhibován r̊ust kořenových vlásk̊u úměrně expresi kon-
struktu (Lee et al., 2008a). Aplikace LY294002, specifického inhibitoru PI3-
kinázy, nezávisle potvrzuje význam PtdIns3P pro r̊ust kořenového vlásku.
Ošetřeńı inhibitorem během několika minut deaktivuje činnost apexu vlásku.
Nebyla však narušena endocytosa, ale zablokována trasa z endosomu do
vakuoly, což druhotně ústilo v kumulaci endocytických váčk̊u. PtdIns3P se
tedy pod́ıĺı na ř́ızeńı váčkového transportu směřuj́ıćıho do vakuoly, mimo
to však reguluje i tvorbu intracelulárńıch reaktivńıch forem kysĺıku (ROS)
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nezbytných pro apikálńı r̊ust (Lee et al., 2008a) a osmotickou stresovou
odpověd’ (Leshem et al., 2007). Produkce ROS je zprostředkovávána kom-
plexem NADPH oxidázy, který je během osmotického stresu endocytován
a v endosomálńıch kompartmentech aktivován vazbou na PtdIns3P. Velmi
komplexńı regulace byla popsána ve svěraćıch buňkách pr̊uduch̊u: hormon
ABA stimuluje synthesu PtdIns3P a PtdIns4P, které iniciuj́ı tvorbu ROS.
Reaktivńı formy kysĺıku př́ımo reguluj́ı hladinu Ca2+ v cytoplasmě otev́ırá-
ńım iontových kanál̊u. Výsledkem zvýšeńı cytosolické koncentrace Ca2+ je
uzavřeńı pr̊uduchu (Jung et al., 2002) a reorganisace aktinového cytoskeletu
(Choi et al., 2008).

PtdIns(3,5)P2 zprostředková fragmentaci vakuoly

Vznik PtdIns(3,5)P2 vzniká fosforylaćı PtdIns3P kinázou Fab1, která
je u rostlin reprezentována čtyřmi paralogy, z nichž jen dva maj́ı FYVE
doménu a jsou schopny vázat PtdIns3P. FAB1 se přednostně exprimuje
v pylu, semenech a senescentńıch listech, expreseFAB2 je vázána na zónu
kořenových vlásk̊u, pyl a tyčinky. Mutace v jednom z gen̊u se projevuje
u homozygot̊u pouze kadeřavost́ı list̊u, dvojitá mutace však vede k neživ-
otaschpnosti pylu.

Funkce Fenotyp dvojitého mutanta fab1a/fab1b odpov́ıdá fenotypu mu-
tant̊u v genu VPS34 pro enzym PI3K, tud́ıž letalita pylu popisovaná při
absenci PtdIns3P př́ımo souviśı s absenćı PtdIns(3,5)P2, který nemůže být
synthetisován bez př́ıtomnosti jeho prekurzoru. Ke smrti pylu docháźı bě-
hem pylové mitosy, kdy je nutné fragmentovat velkou vakuolu, což je zřejmě
př́ımo regulováno PtdIns(3,5)P2 (Whitley et al., 2009). K akumulaci Pt-
dIns(3,5)P2 docháźı taktéž během prvńıch deseti minut osmotického stresu
(Meijer et al., 1999). I v tomto př́ıpadě lze vysvětlit stresovou adaptaci nut-
nost́ı fragmentovat vakuolu: Během plasmolýzy docháźı ke zmenšováńı ob-
jemu vakuoly a fragmentace ř́ızená opět PtdIns(3,5)P2 umožňuje zmenšit
jej́ı objem při zachováńı plochy membrán.

PtdIns4P reguluje váčkový transport na Golgiho aparátu a plas-
matické membráně

Vznik Syntézu PtdIns4P zajǐst’uje enzym PI4K, který má u Arabidop-
sis 12 paralog̊u (Ischebeck et al., 2010), z nichž jen dva maj́ı prokázanou
kinázovou aktivitu.

Lokalisace Vnitrobuněčná lokalisace PtdIns4P byla vyšetřována pomoćı
specifického markeru YFP-PHFAPP1. V protoplastech Vigna unguiculata i
BY-2 byl detekován na plasmatické membráně a v malých váčćıch trans-
Golgiho aparátu (kolokalisace s markerem STtmd-CFP). Signál se nepřekrý-
val s markerem PtdIns3P (GFP-2xFYVE) a nebyl patrný v raných endo-
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cytických strukturách. Během cytokinese je PtdIns4P lokalisován př́ımo ve
vznikaj́ıćı buněčné přepážce, kdežto PtdIns3P se vyskytuje ve váčćıch na
okraji fragmoplastu. Podobná distribuce byla zjǐstěna i v semenáčćıch Ara-
bidopsis thaliana. V kořenových vlásćıch vykazoval signál gradient směrem
k rostoućı špičce, jenž vymizel po ukončeńı r̊ustu vlásku (Vermeer et al.,
2009).

Funkce PtdIns4P je nezbytný pro r̊ust kořenových vlásk̊u, jejichž de-
fekty se projevuj́ı při mutaćıch PI4K i PI4P-fosfatázy (Thole et al., 2008).
Kináza PI4Kβ1 je efektorem RabA4b GTPasy, která reguluje váčkový trans-
port v apexu kořenového váčku. PtdIns4P bude zřejmě hrát roli při iniciaci
váčkového transportu a to jak z plasmatické membrány, tak i z Golgiho
aparátu (Munnik & Testerink, 2009).

PtdIns(4,5)P2 ř́ıd́ı endo- a exocytosu na plasmatické membráně

Vznik PtdIns(4,5)P2 je nejprozkoumaněǰśım zástupcem PtdInsPs. Vzniká
fosforylaćı PtdIns4P kinázou PIP5K, která má u Arabidopsis 11 paralog̊u.
PIP5K1 je exprimována v prokambiu (Elge et al., 2001), PIP5K3 funguje
v kořenových vlásćıch (Kusano et al., 2008; Mosblech et al., 2008) a PIP5K4
se exprimuje specificky v pylové láčce (Sousa et al., 2008). Mutace v PIP5K3
inhibuje r̊ust kořenových vlásk̊u, zat́ımco jeho overexprese vede k malformaci
vlásk̊u.

Lokalisace In vivo visualisace PtdIns(4,5)P2 byla provedena konstruk-
tem YFP-PHPLCδ1. Signál převažuje v cytoplasmě, což je d̊usledkem ńızké
koncentrace PtdIns(4,5)P2 v buňce za klidového stavu. Po ošetřeńı inhibi-
torem fosfolipázy C nebo po osmotickém šoku se marker alokoval do plasma-
tické membrány (poklesla jeho mobilita během FRAP experimentu). Podobně
jako v př́ıpadě PtdIns4P byl pozorován gradient v membráně rostoućıho
kořenového vlásku směřuj́ıćı k apexu. Během cytokineze byl detekován zvý-
šený signál na okraji fragmoplastu, těsně před fúźı nové buněčné přepážky
se starou plasmatickou membránou (van Leeuwen et al., 2007).

Funkce Hladina PtdIns(4,5)P2 se výrazně zvyšuje během prvńıch něko-
lika minut p̊usobeńı osmotického stresu (Pical et al., 1999; DeWald et al.,
2001). Pical et al. (1999) odhalili pomoćı markeru RedStar-PHPLCδ1, že
krátce po osmotickém šoku docháźı k endocytose PtdIns(4,5)P2 a dokázali
zvýšeńı jeho koncentrace v klathrinových váčćıch. Obecně by PtdIns(4,5)P2
mohl fungovat jako regulátor váčkového transportu na plasmatické mem-
bráně (lokalisuje exocyst), dále mimo jiné reguluje reorganisaci cytoskeletu
či iontové K+-kanály (rev. in Ischebeck et al., 2010).
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PtdInsPs a membránové mikrodomény

Jak vyplývá z výše uvedeného stručného přehledu, signalisace PtdInsPs ř́ıd́ı
širokou paletu buněčných proces̊u uplatňuj́ıćıch se v mnoha fyziologických
situaćıch, přičemž ústředńım mechanismem této signalisace bývá ovlivněńı
váčkového transportu. V dosavadńıch studíıch byly jednotlivé typy PtdInsPs
poj́ımány jako homogenńı populace signálńıch molekul a zpravidla nebylo
zohledňováno složeńı jejich lipidické části. Přitom lipidová residua mohou
dále specifikovat vnitrobuněčnou distribuci jednotlivých molekul a zvyšovat
tak signálńı komplexitu celého systému PtdInsPs. Pozornost lipidové části
molekul je věnována až několika posledńıch letech. PtdInsPs se prokazatelně
koncentruj́ı v detergentuvzdorné frakci plasmatické membrány (DRM) a je-
jich lipidová residua jsou výrazně nasyceněǰśı, než u PtdIns (Furt et al.,
2010). Avšak Konig et al. (2007) zjistili, že při přechodném nárustu Pt-
dInsPs během osmotického stresu docháźı k poklesu nasyceńı jejich lipid̊u,
nebot’ stresová frakce PtdInsPs vzniká z nenasyceného PtdIns. Stresová
frakce PtdIns(4,5)P2 se tud́ıž v rámci plasmatické membrány může vysky-
tovat v jiných mikrodoménách než konstitutivńı frakce. Nenasycená frakce
PtdIns(4,5)P2 je také přednostńım substrátem pro fosfolipázu C, vytvářej́ıćı
Ins(1,4,5)P3.

Signálńı role Ins(1,4,5)P3

Tak jako v př́ıpadě PtdIns(3,5)P2 a PtdIns(4,5)P2, i hladina Ins(1,4,5)P3 se
zvyšuje během prvńıch několika minut osmotického p̊usobeńı (DeWald et al.,
2001). Tento derivát vzniká činnost́ı fosfolipázy C hydrolýzou PtdIns(4,5)P2.
Oproti živočǐsné buňce nep̊usob́ı produkty hydrolýzy (Ins(1,4,5)P3 a diacyl-
glycerol) na daľśı efektory př́ımo, ale diacylglycerol je fosforylován na ky-
selinu fosfatidovou, která následně aktivuje daľśı kinázy protein̊u, a Ins(1,4,5)P3
je fosforylován až na InsP6 (rev. in Munnik & Testerink, 2009). Tak jako
v živočǐsných buňkách, výsledkem signalisace Ins(1,4,5)P3 je zvýšeńı cyto-
plasmatické hladiny Ca2+ (DeWald et al., 2001). Synthesa Ins(1,4,5)P3 je
také vyústěńım jasmonátové signalisace a uplatňuje se např́ıklad při poško-
zeńı rostlin herbivory (Mosblech et al., 2008).

1.6 Shrnut́ı literálńıho přehledu

Shrňme tedy na závěr nejd̊uležitěǰśı publikované poznatky o rodině protein̊u
DREPP: Zástupci rodiny byli detekováni v detergentuvzdorné frakci plas-
matické membrány řady modelových rostlin. Nejprozkoumaněǰśı je ortholog
PCaP1 u Arabidopsis thaliana, který je myristylován, interaguje s PtdInsP2
vazbou, která je inhibovatelná komplexem Ca2+-kalmodulin a na udržováńı
jeho struktury se pod́ıĺı ionty vápenaté a měd’naté. Poměrně divergovanému
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homologu MAP18, taktéž z Arabidopsis thaliana, byla dokázána schopnost
vázat mikrotubuly a inhibovat jejich polymeraci. MAP18 se specificky ex-
primuje v apikálně rostoućıch buňkách. Exprese gen̊u rodiny DREPP se
zvyšuje vlivem řady stresových faktor̊u.

Signalisace PtdInsPs, jejichž efektorem by mohl protein DREPP býti, reg-
uluje širokou škálu buněčných děj̊u, jejichž jádrem je váčkový transport.
PtdIns3P ř́ıd́ı transport do endosomu a vakuoly a PtdIns(3,5)P2 hraje roli
při fragmentaci vakuoly. PtdIns4P reguluje tvorbu váčk̊u na GA a PM a Pt-
dIns(4,5)P2 ř́ıd́ı váčkový transport na plasmatické membráně. Hladiny obou
bisfosforylovaných zástupc̊u silně reaguj́ı na osmotický stres. PtdIns(4,5)P2
je prekurzorem daľśıch signálńıch molekul, InsP6 a kyseliny fosfatidové.

Funkce protein̊u rodiny DREPP nejsou zat́ım známy a nebyl ani charakter-
isován fenotyp spjatý s jejich mutaćı. Nově publikovaný model (Kato et al.,
2010b) předpokládá, že proteiny PCaP budou regulovat dostupnost Pt-
dIns(4,5)P2 na plasmatické membráně: v klidovém stavu budou proteiny
PCaP vázat PtdIns(4,5)P2 a t́ım znemožńı jejich interakci s iontovými kanály
či fosfolipázou C. Při zvýšeńı hladiny Ca2+ v cytoplasmě bude interakce
PCaP s PtdIns(4,5)P2 zablokována, zvýš́ı se dostupnost PtdIns(4,5)P2 pro
fosfolipázu C a to povede k aktivaci signálńıch drah kyseliny fosfatidové a
InsP6. Důsledkem zvýšeńı hladiny InsP6 je opět mimo jiné uvolňováńı iont̊u
Ca2+ do cytoplasmy, č́ımž by se uzav́ıral signálńı obvod s pozitivńı zpětnou
vazbou.
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Materiál a metody

2.2 Bioinformatická analýza rodiny DREPP

V této kapitole budou popsány metody bioinformatických analýz, jejichž ćılem
bylo odhalit evoluci rodiny protein̊u DREPP

2.2.1 Hledáńı sekvenčńıch homolog̊u proteinu DREPP

Základem bioinformatické analýzy proteinové rodiny DREPP byla snaha
vypátrat veškeré dostupné sekvence jejich homolog̊u např́ıč r̊uznými druhy
organismů. Poté byla provedena homologisace jejich peptidových řetězc̊u
(mnohočetné přǐrazeńı) a fylogenetická analýza.

BLAST Ke hledáńı analogických sekvenćı byl použit program BLAST dos-
tupný na serveru NCBI3 (Altschul et al., 1997). Analogické sekvence byly
zpravidla hledány metodou tblastn či tblastx, které porovnávaj́ı translačńı
produkty gen̊u a jsou tak výrazně citlivěǰśı při hledáńı divergovaných sek-
venćı homologických protein̊u. Rozsáhlý soubor mnoha sekvenčńıch analog̊u
byl źıskán prohledáváńım subdatabáze EST others v databázi GeneBank 4

s postupným omezováńım taxon̊u až na úroveň rodu, č́ımž se podařilo źıskat
postupně veškeré analogické sekvence (několik tiśıc)5. Jako databázový dotaz
byla zvolena proteinová sekvence PCaP1 z Arabidopsis thaliana, ’Low com-
plexity filter’ byl vypnut (mohl by provádět nežádoućı eliminaci sekvenčńıch
motiv̊u KK a EE, které jsou v sekvenćıch protein̊u rodiny DREPP velmi ho-
jné), velikost výstupu byla zvýšena na 1 000 sekvenćı. Sekvence byly uloženy
ve formátu FASTA. Úplnost źıskaného souboru sekvenćı byla provedena
prohledáváńım databáźı plně sekvenových organismů (TAIR6, Arabidopsis
lyrata7, Physcomitrella patens8, Selaginella moellendorffii9,

3http://blast.ncbi.nlm.nih.gov
4http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
5pokud by se neprovedla tato limitace, jsou výstupem hledáńı pouze sekvence z hojně

sekvenovaných druh̊u
6http://www.arabidopsis.org
7http://genome.jgi-psf.org/Araly1
8http://genome.jgi-psf.org/physcomitrella
9http://genome.jgi-psf.org/Selmo1
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Skládáńı EST Z několika tiśıc EST bylo źıskáno několik set contig̊u
pomoćı programu CAP3 (Huang & Madan, 1999).

Alignment Homologisace pozic všech źıskaných unikátńıch nukleotido-
vých sekvenćı byla provedena plně manuálně v programu BioEdit10 na
úrovni proteinové sekvence (volba ’Toggle translation’). Sekvence, které ne-
patřily do rodiny DREPP či neúplné, chybové a duplicitńı sekvence byly
odstraněny, nepřekládané úseky na 5’ a 3’-konćıch byly odř́ıznuty.

Fylogenetická analýza Dostatečně spolehlivá homologisace pozic sek-
venćı byla možná pouze v N-terminálńı a centrálńı doméně protein̊u. C-
terminálńı domény sekvenćı byly natolik divergované, že nebylo možné pro-
vést mnohočetné přǐrazeńı vzdáleněji př́ıbuzných sekvenćı. Naopak zbýva-
j́ıćı domény protein̊u maj́ı např́ıč celou rodinou takřka konzervovanou délku
s minimem inserćı a delećı a vysokou homologii. Pro fylogenetickou analýzu
byly tud́ıž použity nukleotidové fragmenty odpov́ıdaj́ıćı pozićım 1-147 pro-
teinového mnohočetného přǐrazeńı na obrázku 3.7.

Fylogenetická analýza byla provedena pomoćı programového baĺıku Phylip,
verse 3.611. Porovnány byly metody Neighboor-Joining (Saitou & Nei, 1987)
a maximum likelihood (Felsenstein & Churchill, 1996). Nastaveńı parametr̊u
analýzy bylo ponecháno výchoźı, stromy byly zakořeněny outgroupem a
testováńı relevance stromu bylo provedeno bootstrappingem se 100 rep-
likacemi. U analýzy maximum likelihood byla provedena randomisace vstupu
s deseti replikacemi. Visualisace fylogenetických stromů byla provedena po-
moćı speciálńıho skriptu vytvořeného v prostřed́ı R 2.8.012, barevná škála
taxon̊u ve fylogenetickém stromu (obrázky 3.10 a 3.12) byla odvozena od
př́ıbuznosti taxon̊u dle konsensuálńı fylogenese presentované na serveru Tax-
onomy13. Analýzy byly proveden v prostřed́ı Debian GNU/Linux verse 514

(bootstraping metody maximum likelihood se 160 sekvencemi zabral dva
týdny).

2.2.2 Testováńı kolinearity chromozomových úsek̊u

Proteiny MAP18 (PCaP2) a PCaP1 u Arabidopsis thaliana vykazuj́ı ne-
malou sekvenčńı podobnost, tud́ıž se nab́ıźı hypotéza, že jsou tyto proteiny
homologické, pocházej́ıćı ze společného předka. Podobnost obou sekvenćı
však neńı absolutńı - konzervované jsou pouze N-terminálńı domény pro-
tein̊u (počátečńıch 25 aa). Centrálńı doména (110 aa), typická pro všechny
proteiny rodiny DREPP a vysoce konzervovaná např́ıč všemi rostlinami
(Euphyllophyta), však u MAP18 zcela chyb́ı a je nahrazena rovnou C-

10http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit
11http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
12http://cran.r-project.org
13http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy
14http://www.debian.org
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terminálńı doménou. Ta je v rámci celé rodiny DREPP velmi variabilńı a
vyznačuje se typickým zvýšeńım obsahu aminokyselin P, A, V, E, K, které
zpravidla vytvářej́ı jeden až dva nepolárńı motivy (typicky IVV), proklá-
dané silně polárńımi EEKKEE motivem. U MAP18 je C-terminálńı doména
v porovnáńı s ostatńımi členy rodiny DREPP expandovaná (140 vs. 60-100
aa) a vykazuje jasný repetitivńı charakter (5x PAVEEKK). Nab́ızej́ı se tři
hypotézy vzniku genu MAP18 :

1) gen vznikl doloženou celogenomovou duplikaćı na počátku vzniku čeledi
Brassicaceae (Bowers et al., 2003) a během evoluce došlo k deleci cen-
trálńı domény a repetitivńım přestavbám C-terminálńı domény

2) gen vznikl unikátńı duplikaćı, např. transposićı, a byl nadále modi-
fikován

3) došlo pouze ke transposici N-terminálńı domény a zbylá část genu má
jiný p̊uvod

Při platnosti prvńı hypotézy by měly být na chromosomech v okoĺı lokus̊u
MAP18 i PCaP1 rovnoměrně rozmı́stěny daľśı paralogické́ı lokusy a oba
chromoromové úseky by tak měly být kolineárńı.

Kolinearata chromozomových úsek̊u byla testována v okoĺı ±100 gen̊u okolo
obou gen̊u (celkem úsek 201 gen̊u). Podobnost gen̊u (ve formě proteinových
sekvenćı) byla určována jako E -value programem Blast2 verse 2.2.18 nain-
stalované z distribuce Debian GNU/Linux verse 515 a byla poč́ıtána pro
všechny dvojice gen̊u mezi oběma chromozomovými úseky (čili 201 x 201
dvojic). Každý gen byl reprezentován svoj́ı proteinovou sekvenćı ve formě
prvńı splice varianty označené v databázi ”ATxGyyyyy.1”. Výsledná matice
paralogie o hodnosti 201 x 201 je reprezentován diagramem, kde osy x a
y představuj́ı pořad́ı gen̊u na obou chromozomových úsećıch. V ploše dia-
gramu je vynesena ve formě barevné škály velikost E -value pro konkrétńı
dvojici genu x na prvńım chromozomovém úseku a genu y na druhém úseku.
Na souřadnićıch [101;101] je vynesena podobnost pro pár [MAP18 ;PCaP1 ].
V př́ıpadě kolinearity obou úsek̊u by měla procházet po jedné z úhlopř́ıček
diagramu linie maximálńıch podobnost́ı.

Za účelem zvýšeńı sofistikovanosti analýzy byl zaveden test kolinearity, jež
se snaž́ı popsat plošné rozložeńı všech hodnot podobnosti pro páry sek-
venćı na diagramu paralogie ve vztahu k úhlopř́ıčkám diagramu a stanovit
pravděpodobnost, s jakou takovéto uspořádáńı dat mohlo vzniknout náhodou.
Frekvenčńı rozděleńı náhodných dat bylo źıskáno generováńım testovaćıho
souboru dvojic náhodně sestavených chromozomových úsek̊u (201 x 201
gen̊u), kde byl do každé pozice vybrán náhodně 1 gen z databáze genomu
Arabidopsis thaliana bez vyloučeńı opakováńı.

Rozptyl od úhlopř́ıček diagramu (os kolinearity) je stanovován jako moment
kolinearity, což je veličina analogická s klasickým momentem setrvačnosti

15http://packages.debian.org/lenny/blast2
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Obrázek 2.1: Výpočet mo-

mentu kolinearity z dia-

gramu paralogie. Osy x a y

představuj́ı dva zkoumané chro-
mosomové úseky, v ploše dia-
gramu je vynesena hodnota E -
value

plošného tělesa v̊uči ose rotace. Moment setrvačnosti pro konkrétńı bod i

o hmotnosti mi se spoč́ıtá Ji = mir
2
i , kde ri je kolmá vzdálenost bodu i od

rotačńı osy. Celkový moment setrvačnosti vzniká součtem moment̊u všech n

bod̊u tělesa J =
∑n

i=1 Ji a udává energii, kterou je třeba udat tělesu, aby
rotovalo jednotkovou rychlost́ı. Energetická náročnost rotace tělesa právě
záviśı na vzdálenosti hmoty od rotačńı osy a je dobrou analogíı při popisu
rozložeńı hodnot jednotlivých bod̊u v diagramu paralogie.

Hlavńı kritérium pro hodnoceńı kolinearity v diagramu bude poměr mo-
mentu kolinearity v̊uči 1. ose kolinearity ku momentu v̊uči 2. ose (obrázek
2.1). Pokud budou velikosti obou moment̊u výrazně odlǐsné, znamená to, že
páry podobných gen̊u jsou v diagramu uspořádány nenáhodně a seskupuj́ı
se podél jedné z úhlopř́ıček, což je právě př́ıpad kolineárńıho uspořádáńı.
Zároveň absolutńı velikosti moment̊u jsou celkovou mı́rou podobnosti, která
panuje v konkrétńım souboru dat. Hodnoty testových kritéríı zkoumeného
genového souboru budou porovnávány s rozděleńım hodnot kritéríı źıskaných
z testovaćıho souboru náhodných dat.

Výpočet Hodnoty v matici paralogie jsou nejdř́ıve upraveny tak, že hod-
notám E -value = 0 (absolutńı shoda sekvenćı) byla arbitrárně přǐrazena
hodnota 10−200 a hodnoty > 1 byly nahrazeny hodnotou 1 (z d̊uvod̊u trans-
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formace dat) a poté jsou všechny hodnoty transformovány funkćı

ε = − log(E−value) (2.1)

č́ımž vznikne nová matice s hodnotami v rozmeźı <0;200>. Logaritmované
hodnoty jsou použity jako parametr podobnosti.

Nyńı je pro každou položku Xi,j v matici paralogie vypoč́ıtán jej́ı moment ko-
linearity v̊uči oběma osám. Vzdálenost hodoty od osy kolinearity je poč́ıtána
dle vztah̊u

r1 =

√
2

2
(j − i) r2 =

√
2

2
(j + i − n) (2.2)

kde n je délka chromozomového úseku v genech, i a j jsou pořadová č́ısla
konkrétńıch gen̊u a r1 a r2 jsou vzdálenosti od prvńı, resp. druhé osy koli-
nearity. Celkové momenty kolinearity urč́ıme dle vztah̊u

J1 =
n∑

i=1

n∑

j=1

εr21,i,j J2 =
n∑

i=1

n∑

j=1

εr22,i,j (2.3)

Výsledné testové kriterium je definováno vztahem

Θ =
2(J2 − J1)

J1 + J2
(2.4)

Testováńı Signifikance výsledného testového kriteria paralogie (2.4) je
srovnávána s náhodným rozděleńım vytvořeným náhodným generováńım
dvojic chromozomových úsek̊u délky 201 gen̊u, ze kterých byla vytvořena
matice paralogie stejně, jako z vlastńıho zkoumaného úseku. Každý gen
konkrétńıho úseku, reprezentovaný svoj́ı proteinovou sekvenćı, byl náhodně
losován z kompletńı databáze všech protein̊u Arabidopis thaliana ve formě
1. sestřihové varianty (ATxGyyyyy.1). Vzhledem k zanedbatelné velikosti
losovaného souboru v̊uči celkové velikosti databáze nebyly jednou vybrané
sekvence databáze odstraňovány. Chromozomový úsek vytvořený t́ımto zp̊u-
sobem reprezentuje početńı zastoupeńı jednotlivých genových rodin v genomu
a je vysoká šance, že bude do testovaćıch fragment̊u najednou vybráno
v́ıce zástupc̊u z početných genových rodin, které budou poskytovat silný
signál homologie. Při testováńı tak můžeme porovnávat homologii chromo-
zomových úsek̊u danou výskytem zástupc̊u mnohočetných genových rodin
v̊uči homologii zp̊usobené skutečnou kolinearitou gen̊u.

Implementace algoritmu Skript algoritmu byl vytvořen v prostřed́ı
R 2.8.016, který zajit’oval kompletńı pr̊uběh výpočtu a volal program blast2

jako samostatnou proceduru. Data mezi oběma procedurami byla předávána
formou opakovaného zápisu do soubor̊u, což poměrně zatěžuje pevný disk
poč́ıtače. Byl proto zpracován i optimalisovaný algoritmus, kdy byla data

16http://cran.r-project.org
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Moment kolinearity
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Obrázek 2.2: Náhodné ro-

zložeńı momentu kolinea-

rity. Tmavě moment J1, světle

moment J2, celkem generováno
1754 dvojic náhodných chromo-
somových úsek̊u.

předávána pomoćı pojmenované roury (tedy př́ımo, bez zápisu na disk),
ale překvapivě došlo ke zpomaleńı výpočtu. Je možné, rychlost algoritmu
limituje voláńı exterńı procedury z prostřed́ı R, což bylo při využ́ıváńı da-
tové roury prováděno v́ıcekrát, než při prostém voláńı procedury blast2.
Rychlost algoritmu taktéž extrémně závisela na operačńım systému, v pro-
střed́ı Windows XP prob́ıhal výpočet zhruba 6x pomaleji než v prostřed́ı De-
bian GNU/Linux verse 517. Vlastńı výpočet kolinearity trvá několik minut,
zpracováńı testovaćıho souboru však zabralo několik týdn̊u.

Prvńım krokem výpočtu je zpracováńı databáze všech protein̊u Arabidopsis
thaliana TAIR9 pep 2009061918. Funkćı load.fast se provede načteńı sou-
boru ve formátu FASTA a zpracováńı data z hlavičky jednotlivých sekvenćı
do vektoru. Poté se výstup předá funkci clean.db, která vybere pouze 1.
sestřihové varianty (tabulka 2.6)

Následuj́ıćı funkce input1g vytvoř́ı vektor s identifikátory gen̊u (ATxGyyyyy),
které lež́ı na chromosomu ve vyšetřovaném okoĺı zkoumaného genu (v našem
př́ıpadě úsek 201 gen̊u na chromosomu s MAP18 či PCaP1 uprostřed) (ta-
bulka 2.7).

17http://www.debian.org
18Źıskána z http://www.arabidopsis.org
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Kriterium kolinearity
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Obrázek 2.3: Náhodné ro-

zložeńı kriteria kolinearity.

Generováno bylo celkem 1754
dvojic náhodných chromosomo-
vých úsek̊u.

Potom je již volána vlastńı funkce vytvářej́ıćı matici paralogie – funkce
blast2, která opakovaně volá stejnojmenný program a prošetřuje podob-
nost všech pár̊u sekvenćı (tabulka 2.8).

V posledńı části výpočtu jsou źıskávány parametry kolinearity z matice pa-
ralogie pomoćı funkce kol.ax (tabulka 2.9).

Samostatným výpočtem je pak generováńı dvojic náhodných chromosomo-
vých úsek̊u a zjǐst’ováńı jejich kolinearity. Sekvence z databáze jsou losovány
funkćı ran.lok, jej́ıž výstupem je posloupnost náhodně zvolených sekvenćı
z databáze (ve formě jejich pořadového č́ısla; tabulka 2.10). Vlastńı voláńı
funkce rand.lok obstarává funkce rozdeleni, která opakovaně generuje
parametry kolinearity dvojic náhodných chromosomových úsek̊u, až do do-
sažeńı žádaného počtu k provedeńı testováńı (tabulka 2.11).

Po výpočtu, který trvá několik týdn̊u jsou výsledky, ukládané pr̊uběžně do
souboru, načteny funkćı distrib.kol (tabulka 2.12) a může být proveden
vlastńı test funkćı test, který ř́ıká, v jakém procentu př́ıpad̊u jsme źıskali při
generováńı dvojic náhodných chromosových úsek̊u kolineárněǰśı uspořádáńı,
než pozorujeme ve vlastńım zkoumaném páru chromosomových fragment̊u.
Výsledkem je tedy p-hodnota (tabulka 2.13).

Spoč́ıtané náhodné rozložeńı parametr̊u kolinearity je zobrazeno na obrázćıch
2.2 a 2.3
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2.2.3 Mnohorozměrná analýza protein̊u

K exaktńımu porovnáńı aminokyselinového složeńı protein̊u rodiny DREPP,
zejména MAP18, s ostatńımi proteiny byla provedena klasická analýza hlav-
ńıch komponent (PCA) všech protein̊u Arabidopsis thaliana, které byly roz-
mı́stěny ve dvacetirozměrném prostoru dle relativńıho obsahu jednotlivých
aminokyselin. K analýze bylo využito prostřed́ı R 2.8.0 a baĺıčekvegan 1.15-

119. Jiná transformace vstupńıch dat, než zmı́něný výpočet relativńıho ob-
sahu aminokyselin, nebyla prováděna.

19http://cran.r-project.org
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Tabulka 2.6: Funkce pro zpracováńı databáze protein̊u ve formátu FASTA.

> load.fasta <- function(soubor = "TAIR9_pep_20090619", eof = ">eof")

+ {

+ database <- c(rep("",8))

+ tair <- file(soubor, "rt")

+ repeat

+ {

+ line <- readLines(tair, n=1)

+ if(line == eof) break

+ fragm <- strsplit(line, " \\| ")

+ atg <- substr(fragm[[1]][1],2,12)

+ sym <- substr(fragm[[1]][2],10,nchar(fragm[[1]][2]))

+ fce <- fragm[[1]][3]

+ chr <- substr(fragm[[1]][4],1,4)

+ loc <- substr(fragm[[1]][4],6,nchar(fragm[[1]][4])-8)

+ locf <-strsplit(loc, "-")

+ loc1 <-as.numeric(locf[[1]][1])

+ loc2 <-as.numeric(locf[[1]][2])

+ dir <- substr(fragm[[1]][4],nchar(fragm[[1]][4])-6,nchar(fragm[[1]][4]))

+ bases <- ""

+ repeat

+ {

+ line <- readLines(tair, n=1)

+ bases <- paste(bases, line, sep = "")

+ if(substr(line, nchar(line), nchar(line)) == "*") break

+ }

+ data <- cbind(atg,sym,fce,chr,loc1,loc2,dir,bases)

+ database <- rbind(database, data)

+ }

+ return(database[-1,])

+ close(tair)

+ }

> clean.db <- function(database)

+ {

+ n <- 0.5*length(unlist(strsplit(database[,1],split="\\.")))

+ as.numeric(unlist(strsplit(database[,1],split="\\."))[2*(1:n)])

+ return(database[-which(unlist(strsplit(database[,1],split="\\."))[2*(1:n)]>1),])

+ }
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Tabulka 2.7: Funkce, která pro zadaný gen gen1 vytvoř́ı sadu identifikátor̊u gen̊u ve formě
ATxGyyyyy, které lež́ı na chromosonu v jeho okoĺı o velikosti ng1. Vycháźı z databáze
vytvořené funkcemi load.fasta a clean.db.

> input1g <- function(gen1, ng1, database)

+ {

+ chr1 <- as.numeric(substr(gen1,3,3))

+ gnu1 <- as.numeric(substr(gen1,5,9))

+ gnu <- gnu1

+ genset1 <- c(rep(0,2*ng1+1))

+ for(n in 1:(ng1+1))

+ {

+ k~<- 0

+ repeat

+ {

+ x <- paste(gnu,sep="")

+ if(gnu<10000) x <- paste("0", gnu,sep="")

+ if(gnu<1000) x <- paste("00", gnu,sep="")

+ if(gnu<100) x <- paste("000", gnu,sep="")

+ if(gnu<10) x <- paste("0000", gnu,sep="")

+ num <- which(database == paste("AT",chr1,"G",x,".1", sep = ""))

+ gnu <- gnu + 1

+ if(length(num) != 0) break

+ k~<- k~+ 1

+ if(k >= 100) break

+ }

+ if(k >= 100) break # pojistka telomery

+ genset1[ng1+n] <- num

+ }

+ gnu <- gnu1

+ for(n in 1:ng1)

+ {

+ k~<- 0

+ repeat

+ {

+ gnu <- gnu - 1

+ x <- paste(gnu,sep="")

+ if(gnu<10000) x <- paste("0", gnu,sep="")

+ if(gnu<1000) x <- paste("00", gnu,sep="")

+ if(gnu<100) x <- paste("000", gnu,sep="")

+ if(gnu<10) x <- paste("0000", gnu,sep="")

+ num <- which(database == paste("AT",chr1,"G", x,".1", sep = ""))

+ if(length(num) != 0) break

+ k~<- k~+ 1

+ if(k >= 100) break

+ }

+ if(k >= 100) break

+ genset1[ng1-n+1] <- num

+ num

+ }

+ return(genset1)

+ }
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Tabulka 2.8: Funkce volaj́ıćı program blast2 pro stanoveńı podobnosti vybrané sady gen̊u
genset o poloměru ng1, resp. ng1 z database. Výstupem je matice paralogie

> blast2 <- function(ng1,ng2,genset,database)

+ {

+ e.value <- matrix(20,2*ng1+1,2*ng2+1) #inicialisuje matici podobnostı́

+ for(m in 1:(2*ng1+1)) #smyčka pro úsek ng1

+ {

+ print(m) #zobrazenı́ průběhu výpočtu

+ for(n in 1:(2*ng2+1)) #smyčka pro úsek ng2

+ {

+ if( (genset[m,1] & genset[n,2]) != 0) #kontrola telomery (neexistujı́cı́ gen)

+ { #zapı́še sekvenci

+ write(paste(">", database[genset[m,1],1], "\n", database[genset[m,1],8], sep=""),"seq1")

+ write(paste(">", database[genset[n,2],1], "\n", database[genset[n,2],8], sep=""),"seq2")

+ blast.out <- system("blast2 -p blastp -i seq1 -j seq2 -m 8", intern = TRUE)

+ #-m 8 :: zjednodušené výstupnı́ formátovánı́ výsledku, vypisuje:

+ #Query id, Subject id, % identity, alignment length, mismatches, gap openings

+ #q. start, q. end, s. start, s. end, e-value, bit score

+ if(length(blast.out) != 0) #pokud blast2 vyhodil něco...

+ {

+ blast.out.extr <- strsplit(blast.out, "\t") #extrahuje

+ e.value[m,n] <- as.numeric(blast.out.extr[[1]][11]) #vybere "best-hit"

+ }

+ }

+ }

+ }

+ return(e.value)

+ }
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Tabulka 2.9: Funkce pro výpočet momentu kolinearity a kritéria kolinearity z matice pa-

ralogie, lze specifikovat metodu transformace hodnot E -value.

> kol.ax <- function(matice,transf="log")

+ {

+ nx <- ncol(matice) #počet řádků a sloupců

+ ny <- nrow(matice)

+ matice[which(matice==0)] <- 10E-200 #úprava hodnot v~matici

+ matice[which(matice>1)] <- 1 # kvůli log transformaci

+ if(transf=="rec") matice_transf <- 1/(matice) #reciproká transf

+ if(transf=="n") matice_transf <- matice #žádná transformace

+ if(transf=="log") matice_transf <- -log(matice) #zápor. log

+ j1 <- 0

+ j2 <- 0 #inicialisace proměnných

+

+ for(x in 1:nx) for(y in 1:ny) + j1 <- j1 + matice_transf[y,x]*0.5*(x-y)^2

+ for(x in 1:nx) for(y in 1:ny) + j2 <- j2 + matice_transf[y,x]*0.5*(x+y-ny)^2

+

+ z~<- list() #inicialisace listu

+ z$j1 <- j1 #zápis

+ z$j2 <- j2

+ z$t <- 2*(j1-j2)/(j1+j2) #kritérium kolinearity

+ return(z) #výstup

+ }

Tabulka 2.10: Funkce konstruuj́ıćı náhodný chromosomový úsek o poloměru ng z database
gen̊u.

> rand.lok <- function(database, ng=201)

+ { #zjistı́ se délka database;

+ ld <- length(database[,1]) #generuje se náhodné desetinné čı́slo

+ gnu <- ceiling(ld*runif(2*ng+1)) #z rozmezı́ <0,1> a vynásobı́ délkou database

+ #se zaokrouhlenı́m nahoru, vznikne přirozené

+ return(gnu) #čı́slo odpovı́dajı́cı́ identifikátoru určité

+ } #sekvence z~databáze
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Tabulka 2.11: Funkce generuj́ıćı momenty kolinearity pro n náhodně generovaných dvojic
chromosomových úsek̊u o poloměru ng z database gen̊u, výstupem je soubor kol (obsahuje
momenty kolinearity podél obou os kolinearity a jejich pod́ıl (tj. kriterium kolinearity)).

> rozdelenı́ <- function(database, n=10000, ng=201, dir="rand")

+ {

+ kol <- vector("list",n)

+ for(i in 1:n)

+ {

+ lok1 <- rand.lok(database, ng) #generovánı́ úseků

+ lok2 <- rand.lok(database, ng)

+ lok <- cbind(lok1,lok2)

+ matice <- blast2(ng,ng,lok,database) #počı́tá matici paralogie

+ write(matice,paste(dir,"/rand-",i,sep="")) #zapı́še výsledek

+ kol <- kol.ax(matice) #momenty kolinearity

+ write(unlist(kol),paste(dir,"/kol",sep=""), append=TRUE)

+ print(i) #uložı́ do složky "dir"

+ }

+ return()

+ }

Tabulka 2.12: Funkce nač́ıtaj́ıćı soubor kol náhodných moment̊u kolinearity.

> distrib.kol <- function(file="rand/kol")

+ {

+ r <- scan(file)

+ m <-matrix(r,3,length(r)/3)

+ return(m)

+ }
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Tabulka 2.13: Funkce generuj́ıćı p-hodnotu pro moment kolinearity dvojice reálných chro-
mosomových úsek̊u (kol), tj. pravděpodobnost, s jakou by se reálná hodnota mohla vysky-
tovat v náhodně generovaném souboru moment̊u kolinearity distrib. Poč́ıtá se pro mo-
menty kolinearity podél obou os kolinearity a pro jejich pod́ıl – nastavuje se parametrem
k = {1,2,3}.

> test <- function(kol, distrib,k)

+ {

+ n <- length(distrib[k,])

+ j <- 0

+ for (i in 1:n)

+ {

+ if(abs(distrib[k,i])>=abs(unlist(kol[k])) ) j <- j+1

+ }

+ p <- j/n

+ return(p)

+ }
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2.3 Biochemická studie protein̊u rodiny DREPP

2.3.1 Př́ıprava konstrukt̊u DREPP-GFP a MAP18-GFP

Pro účely biochemické studie protein̊u rodiny DREPP byly připraveny kon-
strukty dvou paralog̊u genu DREPP z Nicotiana tabacum s N- i C-terminálńı
fúźı zeleně fluoreskuj́ıćıho proteinu: DREPP2-GFP, DREPP4-GFP, GFP-
DREPP2, GFP-DREPP4 a dvě varianty fúzńıch konstrukt̊u genu MAP18
z Arabidopsis thaliana: MAP18-GFP a MAP181−23-GFP, přičemž druhá
varianta odpov́ıdá prvńım 23 aminokyselinám proteinu MAP18, neboli N-
termı́nálńı doméně zodpovědné za interakci proteinu s plasmatickou mem-
bránou.

Design primer̊u

Při návrhu primer̊u byla zohledňována tato pravidla:� délka mezi 20 – 30 bp� 40-60 % GC pár̊u rovnoměrně rozmı́stěných� na 3’-konci G či C, nikoliv však v́ıce než 3 GC páry za sebou� primery nepáruj́ı ani netvoř́ı vlásenky� Tm okolo 62°C, bĺızká pro dvojici primer̊u (rozd́ıl do 5°C)

Charakteristiky všech primer̊u jsou uvedeny v tabulce 2.14, primery pro
DREPP2 jsou nespecifické a bylo by je možné použ́ıt i k amplifikaci genu
DREPP1, źıskán byl však jen fragment DREPP2. Konce všech primer̊u byly
ošetřeny adaptory s restrikčńımi mı́sty BamHI a HindIII. Syntézu primer̊u
provedla firma GENERI BIOTECH s.r.o., Hradec Králové. Teplota táńı byla
stanovena pomoćı programu BioEdit s koncentracemi iont̊u, které odpov́ı-
daj́ı reakčńı směsi pro PCR.

Tabulka 2.14: Primery použité pro př́ıpravu fluorescenčńıch konstrukt̊u

Protein primer poloha délka sekvence Tm

DREPP2-GFP Forw. -92/-75 23 GGATCCAGAGCCAAAGCTAAAGC 64,5
Rev. 679/695 27 AAGCTTGTCAGCTTTTGGTGGTTCYGG 64,5

GFP-DREPP2 Forw. -1/+18 24 GGATCCGATGGGTTATTGGCAAGC 64,5
Rev. 679/699 27 AAGCTTTCATGCTTTTGGTGGTTCYGG 64,1

DREPP4-GFP Forw. -37/-21 23 GGATCCCTGTCGTTGGTGCTTTG 63,5
Rev. 577/592 24 AAGCTTAGAAGCTGCCTTTGGTGG 62,4

GFP-DREPP4 Forw. -1/+18 25 GGATCCGATGAGCTACTGGAAAGAC 65,4
Rev. 577/594 23 AAGCTTTCAAGCTGCCTTTGGTG 63,5

MAP181−23-GFP Forw. -1/+22 29 GGATCCGATGGGTTATTGGAAGTCGAAGG 65,6
Rev. 45/69 28 AAGCTTTTTTGCTGGACTCTTCTCGAAC 61,9

MAP18-GFP Rev. 488/507 23 AAGCTTAGCCTTTTGTGGCGCAG 64,2
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Rostlinný materiál

Geny DREPP2 a DREPP4 byly izolovány z cDNA tř́ıtýdenńıch semenáčk̊u
Nicotiana tabacum ’Bright yellow’. Gen MAP18 byl izolován z cDNA dvoutý-
denńıch semenáčk̊u Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ekotyp ’Columbia’.
Semena obou druh̊u rostlin byla desinfikována 1 min v 96% ethanolu, poté
10 min př́ıpravkem SAVO (0,5 v/v ∼ 2,5 % NaClO) a nakonec 4x promyta
sterilńı destilovanou vodou. Desinfikovaná semena byla stratifikována ale-
spoň 2 dny při 4°C ve sterilńı destilované vodě a poté pomoćı 200 µl pipety
vyseta do plastových Petriho misek (12x12 cm) s Basal mediem. Kultivace
prob́ıhala při fotoperiodě 16/8 a teplotě 20°C (resp. 25°C pro Nicotiana
tabacum).

Basal medium (1 L)
M 5524 (Sigma) 2,2 g
sacharosa 5 g
agar 20 g
pH (KOH) 5,7

Př́ıprava cDNA

Izolace mRNA Rostlinný materiál (okolo 70 mg) byl vložen do 2 ml
mikrozkumavky Eppendorf společně se dvěma ocelovými kuličkami, rychle
zmrazen v tekutém duśıku ve zmrazeném stavu homogenizován v kuličkovém
mlýnku Retsch MM 301 (frekvence 23 Hz, 2x2 min). Izolace mRNA byla dále
provedena pomoćı kolonek RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, kat. č. 74904).
Koncentrace mRNA byla stanovována spektrofotometrem NanoDrop 1000
(Thermo Scientific) v režimu RNA-40.

Revezńı transkripce cDNA byla připravena pomoćı ReverseAidTM M-
MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas, kat. č. EP0442) dle pr̊uvodńıho
protokolu. Výchoźı množstv́ı mRNA bylo 1 µg, jako primer (20 pmol) byl
použit zakotvený oligo(dT)18 s degenerovanou baśı na 3’-konci

Př́ıprava genových fragment̊u

PCR reakce pro Pfu
1) poč. denat. 95°C 3 min
2) denaturace 95°C 30 s
3) annealing 58°C 45 s
4) extenze 72°C1,5 min
5) GOTO 2 35x
6) fin. extenze 72°C 10 min

Připravená cDNA sloužila jako templát pro amplifikaci př́ıslušných geno-
vých fragment̊u pomoćı PCR s Pfu DNA Polymerase (Fermentas, kat. č.
EPO501). Reakce byla provedena dle pr̊uvodńıho protokolu v objemu 50
µl (1 µl cDNA, 8 (4) µl MgSO4 (4 (2) mM), 1,5 (1) µl Pfu DNA poly-
merasy (3,75 (2,5) u)). Údaje v závorkách se vztahuj́ı k amplifikaci frag-
ment̊u MAP18 (při 0 či 4 mM MgSO4 nevznikal specifický produkt ani při
teplotách annealingu 55 nebo 60°C).

Tvorba přesahuj́ıćıch konc̊u Polymerasa Pfu se vyznačuje výrazně
nižš́ı chybovost́ı oproti Taq polymerase, proto byla zvolena pro tvorbu frag-
ment̊u pro klonováńı. Netvoř́ı však lepivé konce (přesahy dA na 3’-konćıch),
které jsou nezbytné pro efektivńı klonováńı do plasmidu pDrive. Přesahy
byly dopněny následuj́ıćım postupem (dr. Lukáš Fǐser): veškerý produkt
PCR byl smı́chán v poměru 1:1 s chloroformem (denaturace Pfu), vortexo-
ván a centrifugovám (5 min, 14 000 g).
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Reakčńı směs
pro 3’-dT extenzi (30 µl)
10x Taq Buffer
(+(NH4)2SO4, -MgCl2)
. . . 3 µl
25 mM MgCL2 2 µl
10 mM dNTP 0,75 µl
Taq DNA pol. 0,2 µl

DNA byla vysrážena z horńı vodné fáze po přidáńı 0,1 objemu CH3COONa
(3M, pH = 5,2), 3 objemů 96% EtOH (-20°C), 1 h inkubace při -20°C a
centrifugaci (20 min, 14 000 g, 4°C). Pelet byl promyt 200 µl 70% EtOH
(-20°C), znovu centrifugován (5 min, 14 000 g) a vysušen. Poté byl pelet
rozpuštěn v 30 µl reakčńı směsi pro Taq DNA polymerasu (Fermentas, kat.
č.EP0406) a vlastńı extenze prob́ıhala 10 min při 72°C. Veškerý produkt
byl separován elektroforesou na agarosovém gelu (1,2 % agarosy, GelRed 1
µg/ml, pufr TAE (40 mM Tris acetátu, 1 mM EDTA, pH = 8,0), vzorek
byl smı́sen s 6x DNA Loading Dye (Fermentas, kat. č. R0611) v poměru 5:1
a jako markeru byly použity 3 µl GeneRuler (Fermentas, kat. č. SM0322)).
Produkt odpov́ıdaj́ıćı velikosti byl izolován kitem QIAEX II Gel Extraction
Kit (QIAGEN, kat. č. 20021) dle pr̊uvodńıho manuálu QIAEX II Handbook.
Při př́ıpravě konstrukt̊u genu MAP18 byl celý postup omylem modifikován:
reakčńı směs po PCR s Pfu byla ihned př́ımo přečǐstěna elektroforesou a
následnou izolaćı z agarosového gelu, poté byla provedena vlastńı extenze
s Taq polymerasou jej́ı produkt byl př́ımo klonován bez purifikace. I v tomto
př́ıpadě bylo klonováńı úspěšné.

GYT medium (1L)
pepton 2,5 g
yeast extract 1,25 g
glycerol 100 g
sterilisováno filtraćı
uchováváno při 4°C

Bakteriálńı linie

Př́ıprava elektrokompetentńıch buněk E. coli Konzerva buněčné
linie Escherichia coli DH5α byla rozčárkována na plotnu LB media a druhý
den byly tři kolonie zaočkovány do 25 ml media LB a kultivovány přes
noc. Ráno bylo 5 ml této suspenze zaočkováno do 200 ml media SOB a
kultivováno do OD600 = 0,4 (všechny kultivace při 37°C, 150 rpm). Poté
byla suspenze zchlazena na ledu (20 min) a čtyřikrát centrifugována (4 000
g, 10 min, 4°C). Po centrifugaćıch byla resuspendována postupně ve 20 ml
vychlazené dest. vody, ve 12 ml a 4 ml vychlazeného 10% glycerolu a nakonec
po odsát́ı veškerého supernatantu vývěvou ve 400 µl vychlazeného media
GYT. Výsledná suspenze byla naředěna mediem GYT na 2,5.1010 buněk/ml
(přičemž OD600 = 1,0 odpov́ıdá 2,5.108 buněk/ml) a v alikvotech 40 µl
zamražena v tekutém duśıku a skladována při -70°C.

SOB medium (1L)
pepton 2 g
yeast extract 5 g
NaCl 10 mM
KCl 2,5 mM
MgCl2 10 mM
MgSO4 10 mM
pH 6,7

Př́ıprava elektrokompetentńıch buněk Agrobacterium tumefaciens
Postup je stejný jako v minulém př́ıpadě, použita byla linie C58C1. Do
tekutého media (3 ml YEB s rifampicilinem 100 µg/ml) byla zaočkována
pouze jedna kolonie a kulturou bylo poté inokulováno 300 ml media. Kul-
tivace prob́ıhala do OD600 = 0,5 a k promýváńı se použ́ıvalo 2 – 3 x 300
ml vody a poté 10 ml 10% glycerolu. Po posledńı centrifugaci byla suspenze
resuspendována ve 3 ml 10% glycerolu a zamražena v alikvotech 40 µl.

Př́ıprava kompetentńıch buněk pro transformaci teplotńım
šokem Konzerva buněčné linie Escherichia coli XL1blue (resistentńı
k tetracyklinu) byla rozčárkována na plotnu LB media a druhý den bylo
šest koloníı zaočkováno do 15 ml media SOB a kultivováno přes noc. Ráno
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byly 2 ml této suspenze zaočkovány do 250 ml media SOB a kultivovány do
OD600 = 0,6 (všechny kultivace při 37°C, 150 rpm). Poté byla suspenze zch-
lazena na ledu (10 min) a dvakrát centrifugována (2 500 g, 10 min, 4°C). Po
každé centrifugaci byla resuspendována v 80 resp. 20 ml vychlazeného media
TB. Poté bylo k suspenzi přidáno DMSO na finálńı koncentraci 7 % a po 10
min stáńı na ledu byly buňky v alikvotech 1 – 2 ml zamraženy v tekutém
duśıku a skladovány při -70°C.

YEB medium (1 L)
pepton 10 g
yeast extract 1 g
sacharosa 5 g
MgSO4 0,5 g
MgSO4 klávován společně
pH neupravováno

Ligace fragmentu do plasmidu pDrive a transformace do Es-

cherichia coli

Ligace Fragment s přesahuj́ıćımi konci dA byl insertován do lineariso-
vaného plasmidu pDrive s dU přesahy na obou 3’-konćıch pomoćı kitu QI-
AGEN PCR Cloning Kit dle pr̊uvodńıho protokolu QIAGEN PCR Cloning
Handbook (QIAGEN, kat. č. 231124). Složeńı 10 µl reakčńı směsi: 1 µl
pDrive Cloning Vector, 4 µl PCR produktu, 5 µl 2x ligačńı směsi. Ligace
prob́ıhala 2 h nebo přes noc (v př́ıpadě konstrukt̊u MAP18 ) při 4°C.

SOC medium (1L)
pepton 20 g
yeast extract 5 g
glukosa 20 mM
NaCl 10 mM
KCl 2,5 mM
MgCl2 10 mM
MgSO4 10 mM
sterilisováno filtraćı
uchováváno zmrazené

Transformace do Escherichia coli Ligačńı směs byla transformována
bud’ teplotńım šokem do kompetentńıch buněk linie XL1blue s tetracykli-
novou resistenćı (4 µl ligačńı směsi přidány ke kompetentńım buňkám (0,5
ml) rozmrazeným na ledu, po zamı́cháńı inkubováno na ledu 25 min, poté
vystaveno teplotńımu šoku (42°C, 1 min) a znovu zchlazeno 2 min na ledu),
nebo elektroporaćı do elektrokompetentńıch buněk linie DH5α (ke 40 µl
elektrokompetentńıch buněk rozmarazených na ledu ve vychlazené elektro-
poračńı kyvetě přidány 3 µl odsolené20 ligačńı směsi a po 1 min inkubace
na ledu byl aplikován elektrický puls 2,5 kV (resistence 200 Ω, kapacitance
25 µF)). Ke směśım po transformaci byl ihned přidán 1 ml media SOC a po
1 h třepáńı (180 rpm, 37°C) byl roztok rozt́ırán na plotny LB media s ka-
namycinem (50 mg/l) a X-galem (80 mg/l) v objemech 50, 300 a 1000 µl.
Plotny byly kultivovány při 37°C do druhého dne.

LB medium (1 L)
pepton 10 g
yeast extract 5 g
NaCl 10 g
agar (tuhé LB) 17,5 g
pH neupravováno 7,5

Selekce koloníı s insertovaným fragmentem Selekce je založena
jednak na kanamycinové rezistenci nesené plasmidem pDrive (přež́ıvaj́ı jen
transformované buňky), za druhé na aktivitě LacZ α-peptidu, který štěṕı
X-gal za vzniku modrého indolového zabarveńı bakteriálńıch koloníı. Klono-
vaćı mı́sto plasmidu pDrive lež́ı uvnitř LacZ α genu, inserce fragmentu tud́ıž
ruš́ı aktivitu LacZ α-peptidu a bakteriálńı kolonie z̊ustávaj́ı b́ılé. Vzhledem
k omezené spolehlivosti modro-b́ılé selekce (dr. Fǐser, úst. sděleńı) byla př́ı-
tomnost fragmentu dodatečně kontrolována po přečárkováńı 25 předběžně
vybraných koloníı na nové plotny (kultivace 1 den, 37°C) pomoćı PCR.

20Odsoleńı bylo provedeno na kolonce tvořené mikrozkumavkou naplněnou gelem (1 %
agarosa, 100 mM glukosa) do něhož byla během tuhnut́ı vytvořena 200 µ pipetovaćı špičkou
jamka, do ńıž byla posléze napipetována odsolovaná ligačńı směs. Po 90 min byla použita
k elektroporaci.
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Obrázek 2.4: Dvě možné ori-

entace fragmentu ve vek-

toru pDrive. Pro daľśı práci
je vhodněǰśı reverzńı orientace,
výběr se provede pomoćı PCR
s primery M13-R – Rev či Forw
– M13-F.

Přečárkované kolonie byly skladovány při 4°C a z̊ustávaj́ı životaschopné min-
imálně měśıc.

Screen-PCR Kv̊uli symetrii klonovaćıho mı́sta prob́ıhá inserce fragmentu
do plasmidu pDrive nespecificky (fragment může být orientován př́ımo i
revezně, obrázek2.4). Ve vzdálenosti zhruba 30 bp od klonovaćıho mı́sta
lež́ı na plasmidu pDrive daľśı restrikčńı mı́sta BamHI i HindIII. V př́ı-
padě nedostatečného restrikčńıho štěpeńı (zvláště při parciálńım štěpeńı)
nemuśı restrikce proběhnout na všech restrikčńıch mı́stech fragmentu i plas-
midu zároveň a výsledný vyštěpený fragment může nést rudimenty plasmidu
pDrive, které mohou zp̊usobit nefunkčnost konstruktu s GFP. Výhodněǰśı
je reverzńı orientace fragmentu, nebot’ nedokonalé fragmenty jsou převážně
typu BamHI–BamHI či HindIII–HindIII, které nejsou schopny inkorporace
do BamHI/HindIII klonovaćıho mı́sta na plasmidu pGreenII při GFP fúzi.
Výběr koloníı s vhodnými inserty byl proveden pomoćı PCR s vhodnými pri-
mery (M13-R – Rev či M13-F – Forw). Při izolaci velmi krátkých fragment̊u
jako v př́ıpadě MAP18 1−23 neńı možné na elektroforéze spolehlivě identi-
fikovat př́ıtomnost PCR produktu, použijem-li k amplifikaci primery Forw –
Rev, nebot’ produkt splývá s šumem na čele efektroforézy. Amplifikujeme-li
však fragment pomoćı jednoho M13 primeru, je již produkt dobře deteko-
vatelný.

PCR byla provedena dle provedena dle pr̊uvodńıho protokolu pro Taq DNA
polymerasu (Fermentas, kat. č. EP0406). Složeńı 20 µl reakčńı směsi: 2 µl 10x
Taq Buffer (+(NH4)2SO4, -MgCl2), 0,4 µl každého primeru (0,2 µM), 0,4 µl
dNTP (0,2 µM), 1,2 µl MgCl2 (1,5 µM), 0,3 µl Taq DNA polymerasa. Jako
templát sloužilo malé množstv́ı bakteríı přenesených párátkem z přečárko-
vaných koloníı. Program PCR byl stejný jako při amplifikaci s Pfu poly-
merasou s výjimkou zkráceńı doby extenze na 1 min a zvýšeńı počtu cykl̊u
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na 39. Produkt reakce byl elektroforeticky separován na 1,2% agarose, pro
krátké fragmenty MAP18 1−23 byla použita 2% agarosa.

TB medium
PIPES 10 mM
MnCl2 55 mM
CaCl2 15 mM
KCl 250 mM
pH 6,7

Izolace plasmidu z bakteríı Vybrané kolonie s potvrzeným insertem
byly zaočkovány do 3 ml tekutého LB media a kultivovány přes noc (180
rpm, 37°C). Ráno byly bakterie sedimentovány (8 000 g) a izolace plasmidu
byla provedena na kolonkách kitem Wizard Plus SV Minipreps Purification
System (Promega, kat. č. A1460) dle pr̊uvodńıho protokolu centrifugačńı
metodou. Jako kritické kroky ovlivňuj́ıćı výtěžek byly identifikovány:

1) stář́ı a hustota suspenze – kolonky maj́ı omezenou kapacitu a mohou
být přeyceny př́ılǐsným množstv́ım buněk a zároveň může r̊ust pod́ıl
mrtvých buněk v suspenzi

2) centrifugace suspenze – př́ılǐs vysoké otáčky vedou v velmi kompakt-
ńımu peletu, který se obt́ıžně resuspenduje

3) resuspendováńı – je nejkritičtěǰśım krokem, vortexováńı neńı dosta-
tečné, je třeba resuspendovat pipetováńım

4) přidáváńı neutralisačńıho roztoku po lyzi buněk – v protokolu do-
poručuj́ı okamžité protřepáńı, pak vzniká klkovitá sraženina, která
se velmi obt́ıžně centrifuguje, nebot’ plave na hladině. Pokud se po
přidáńı roztoku nechá směs několik sekund stát, vzniká kompaktněǰśı
sraženina, která se lépe centrifuguje. Přestože v protokolu varuj́ı před
nedostatečným odstraněńım sraženiny, neovlivňuje tato chyba výrazně
výtěžek (nejvýše jeho čistotu).

V posledńım kroku bylo k eluci DNA použito 50 µl vody oproti 100 µl
uvedených v protokolu (dle doporučeńı J. Kobrlové) za účelem zvýšeńı kon-
centrace produktu. Izolovaný plasmid byl uskladněn při -20°C.

Př́ıprava bakteriálńıch konzerv Pro dlouhodobé uchováńı bakteriál-
ńıch liníı bylo 40 µl bakteriálńı suspenze smı́cháno s 10 µl 50% glycerolu,
zmrazeno v mikrozkumavce ponořeńım do tekutého duśıku a uloženo do
-70°C.

Stanoveńı koncentrace a sekvenace DNA Koncentrace izolované
plasmidové DNA byla nejdř́ıve odhadována porovnáńım s intenzitou markeru
na agarosové elektroforese. Tato metoda se ukázala jako nespolehlivá, nebot’
docházelo k podhodnocováńı koncentrace DNA, což mělo za následek přesy-
ceńı následuj́ıćıch krok̊u př́ıpravy konstruktu (restrikce a izolace restrikčńıch
fragment̊u). Výsledkem byla kontaminace ligačńı směsi při ligaci restrikčńıch
fragment̊u do vektoru pGreenII neštěpeným plasmidem pDrive a transfor-
mace následné generace bakteríı t́ımto plasmidem, nikoli žádaným konstruk-
tem v plasmidu pGreenII (chyba byla odhalena až při opakovaném selháváńı
sekvenace s primery specifickými pro pGreenII). Koncentrace DNA byla
proto nadále stanovována př́ıstrojem NanoDrop 1000 v režimu DNA-50. Izo-
lace miniprepem vedla běžně ke koncentraćım DNA okolo 300 ng/µl s uspo-
kojivou čistotou (dle index̊u 260/230 a 260/280). Pro kontrolńı sekvenačńı
reakci byl použit ekvivalent plasmidu dle pravidla 100 ng na 1000 bp (pro
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pDrive okolo 400 ng, ekv. 1-2 µl) a 0,3 µl primeru M13-F (0,2 mM) do
celkového objemu 14 µl. Vlastńı sekvenačńı reakci provedla servisně Sekve-
načńı laboratoř Biologické sekce PřF UK. Délka spolehlivě přečteného frag-
mentu se pohybovala okolo 1 kbp.

Tvorba fúzńıho konstruktu ve vektoru pGreenII

Následuj́ıćı kroky př́ıpravy fluorescenčńıch fúzńıch konstrukt̊u spoč́ıvaly ve
vyštěpeńı fragment̊u z plasmidu pDrive (skrze vnesená restrikčńı mı́sta BamHI
a HindIII na okraj́ıch fragmentu) a jeho ligováńı do plasmidu pGreenII, jež
již nesl sekvenci pro GFP. Výsledny konstrukt byl opět vnesen do E. coli.

Jako vektor byl použit pGreenII 0129 s hygromycinovou resistenćı v ros-
tlinách a kanamycinovou resistenćı v bakteríıch, 35S promotorem a EGFP
sekvenćı vloženou mezi restrikčńı mı́sta XbaI a BamHI, resp. HindIII a SalI
dle typu fúze (Hellens et al. (2000), modifikováno L. Fischerem). Vlastńı
fragment je vkládán mezi restrikčńı mı́sta BamHI a HindIII.

Restrikčńı štěpeńı Restrikci komplikovala př́ıtomnost interńıho restrik-
čńıho mı́sta BamHI uprostřed genu DREPP4, která si vynutila parciálńı
štěpeńı.

Tabulka 2.15: Výpočet množstv́ı restrikčńıch enzymů

BamHI HindIII
restrikčńı mı́sta

λ-fág 0,1 kbp−1 0,14 kbp−1

pDrive:(DREPP2,MAP18) 0,44 kbp−1 0,44 kbp−1

pDrive:DREPP4 0,66 kbp−1 0,44 kbp−1

počet jednotek
pDrive:(DREPP2,MAP18) 4,4 u 3,1 u
pDrive:DREPP4 6,6 u 3,1 u

Výpočet množstv́ı restrikáz Jednotková aktivita restriktázy je defi-
nována kompletńım rozštěpeńım 1 µg λ-fágu (50 kbp) v 50 µl za 1 h při
37°C. Hustota restrikčńıch mı́st v λ-fágu je 5 mı́st/50 kbp (BamHI), resp. 7
mı́st/50 Kbp (HindIII). V konstruktech pDrive:DREPP (3,8 + 0,7 kbp) se
vyskytuj́ı 2 restr. mı́sta HindIII a 2 nebo 3 restr. mı́sta BamHI.

Vlastńı štěpeńı Současné štěpeńı enzymy BamHI a HindIII bylo prove-
deno v prostřed́ı 2x Y+/Tango (vše od firmy Fermentas, kat. č. ER0051,
ER0501, BY1), kdy je nejspolehlivěǰśı aktivita obou enzymů. Kompletńı
štěpeńı (pGreenII, pDrive:(DREPP2,MAP18)) bylo provedeno v nadbytku
obou restrikčńıch enzymů (10 u) po dobu 3 h. Parciálńı štěpeńı (pDrive:DREPP4 )
enzymem BamHI bylo provedeno po kompletńım štěpeńı enzymem HindIII.
Pro parciálńı štěpeńı byla použita 13x nižš́ı koncentrace enzymu BamHI
(0,5 u) po dobu 5 minut (odebrána 1/2 reakčńı směsi) a 10 minut (ode-
brán zbytek směsi). Inaktivace enzymu byla v obou př́ıpadech provedena
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př́ıdavkem 0,1 objemu 0,5 M EDTA pH=8,0. Produkty byly okamžitě sep-
arovány elektroforeticky na 1,5% agarose (v př́ıpadě velmi krátkého frag-
mentu MAP18 1−23 byla použita 2% agarosa, elektroforesa 2 h při 40 V).
Fragment žádané velikosti byl vyř́ıznut z gelu a DNA byla izolována kitem
QIAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN). Charakteristický výtěžek izolace
je 20-30 µl s koncentraćı 10-15 ng/µl (fragment) a 40 ng/µl pro vektor
pGreenII.

Parciálńı restrikčńı štěpeńı
Restrikčńı směs (50 µl)
plasmidová DNA 1 µg
10X Y/Tango 10 µl
HindIII 10 u
štěpeńı 3 h při 37°C
BamHI 0,5 u
štěpeńı 5 a 10 min při 37°C

Ligace Poměr vektoru a fragmentu byl volen 1:7 (doporučeńı dr. Fǐsera).
Složeńı 20 µl ligačńı směsi: 10X ligačńı pufr (2 µl), T4 DNA ligázae (2 µl,
2 u, Fermentas, kat. č. EL0015), zbytek reakčńı směsi (16 µl) byl tvořen
př́ıslušnými poměry vektoru pGreenII a fragmentu (oba po restrikci a elek-
troforetické purifikaci). Ligačńı reakce prob́ıhala 16 hodin při 4°C.

Transformace bakteríı konstruktem Vytvořený konstrukt frag-
mentu DREPP/MAP18 ve vektoru pGreenII 0129 (EGFP) byl transfor-
mován do bakteríı E. coli linie XL1blue teplotńım šokem stejným zp̊usobem
jako v př́ıpadě konstruktu v pDrive. K selekci na plotnách LB media byl nyńı
použit kanamycin (50 µg/ml) a výběr koloníı nesoućıch plasmid pGreenII
byl proveden po přečárkováńı pomoćı fluorescenčńıho mikroskopu, nebot’
bakterie jsou schopny exprimovat funkčńı protein GFP. Potvrzeńı př́ıtom-
nosti insertu bylo provedeno pomoćı PCR s primery 35SF a Rev., reakčńı
podmı́nky byly shodné jako po transformaci konstrukty v plasmidu pDrive.
Izolace plasmidu miniprepem byla provedena opět kitem Wizard Plus SV
Minipreps Purification System (Promega). Kontrolńı sekvenace nebyla nyńı
prováděna, z vybraných koloníı byly opět připraveny konzervy.

Transientńı biolistická transformace rostlinného materiálu

Př́ıprava plasmid̊u miniprepem Bakterie E. coli XL1blue s konstrukty
pGreen:DREPP/MAP18 byly zaočkovány do 30 µl tekutého LB media s ka-
namycinem (50 µg/ml) a kultivovány 16 h (37°C, 180 rpm). Izolace plasmidu
proběhla pomoćı kolonového kitu JETSTAR 2.0 MIDI columns with Lysate
Filter Unit (GENOMED) dle pr̊uvodńıho protokolu. Výsledná DNA byla
rozpuštěna v 50 µl vody, výtěžek se pohyboval kolem 3-4 µg/µl.

Př́ıprava nábojnic pro biolistiku Biolistický experiment byl prove-
den s vybaveńım Helios Gene Gun system (BIO-RAD, kat. č. 165-2432).
Zlaté kuličky o pr̊uměru 1 µm (BIO-RAD, kat. č. 165-2263) byly resus-
pendovány v 70% EtOH, po 15 min mı́rně centrifugovány (5 000 g, 15 s) a
3x resuspendovány a promyty ve vodě (centr. 30 s, 7 000 rpm). Poté byly
resuspendovány v 50% glycerolu (200 µl) a opět 2x promyty vodou. Dále
byly resuspendovány ve 100 µl 50 µM spermidinu, 2 s vortexovány a 2x
30 s sonikovány ve vodńı lázni. Nyńı byl ke kuličkám přidán ekvivalent 50
µg plasmidu (vortexováno 5 s) a velmi pomalu 100 µl 1 M CaCl2 (vortex-
ováno po každé kapce), suspenze byla nechána 10 min precipitovat, pak byla
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centrifugována (5 000 g, 15 s) a 3x resuspendována v bezvodém EtOH (cen-
trifugace 5 000 g, 5 s). Na závěr byly kuličky resuspendovány ve 2 ml 5%
polyvinylpyrolidinu v bezvodém EtOH. Nábojnicová trubička byla vysušena
duśıkem (15 min, 0,35 l/min) v suš́ıćım aparátu a poté naplněna předsoniko-
vanou zlatou suspenźı. Po 15 min sedimentace ve stabilńı vodorovné poloze
byl roztok velmi opatrně odstraněn injekčńı stř́ıkačkou (během 1 min), aby se
nedisturboval zlatý sediment. Trubička byla poté opět vysušena duśıkem za
stálého otáčeńı a nařezána na jednotlivé nábojnice pomoćı řezaćıho aparátu.
Nábojnice byly dlouhodobě skladovány na silikagelu při 7°C.

Rostlinný materiál Biolistická transformace byla aplikována na r̊uzné
rostlinné materiály, jednak na buňky tř́ıdenńı suspenze Nicotiana tabacum
’Bright yellow’ (BY-2), dále však i na listy Nicotiana benthamiana, Ara-
bidopsis thaliana, Capsella bursa-pastoris (sběr semen u osady Horńı Černá
Studnice, okr. Jablonec nad Nisou) a Sysimbrium loeselii (sběr semen na Al-
bertově, Praha). Rostliny byly kultivovány v konvenčńım substrátu v kulti-
vačńı mı́stnosti při 20°C a fotoperiodě 16 h, buněčná suspenze tábáku Nico-
tiana tabacum ’Bright yellow’ (BY-2) byla kultivována v tekutém MS médiu
(pasážováńı po 7-8-(10) dnech, očkováńı 1:30 ml, kultivace ve tmě při 25-
26°C, rotace 120 rpm). Vlastńı transformace prob́ıhala mezi 9. a 10. hodinou
dopoledńı.

MS medium (1L)
M 5524 (Sigma) 2,2 g
sacharosa 30 g
2,4-D 0,1 mg
agar (tuhé) 8 g

Biolistika 10 ml tř́ıdenńı buněčné BY-2 bylo opatrně vakuově odsáto na
paṕırovém filtru o pr̊uměru 6 cm a i s filtrem položeno na plotnu MS media
ve stejně velké Petriho misce. Transformace byla provedena výstřelem z gen-
ového děla Helios Gene Gun z bezprostředńı bĺızkosti za použit́ı rozptylové
mř́ıžky. Z jedné nábojnice byly provedeny tři výstřely do jednoho mı́sta
a v př́ıpadě potřeby vyšš́ı úspěšnosti transformace bylo do stejného mı́sta
vystř́ıleno v́ıce nábojnic. Tlak hnaćıho helia byl nastaven na 150 Ψ. Listy
byly transformovány obdobným zp̊usobem - odstřižený list byl položen ĺı-
covou stranou na st̊ul a opačná strana byla vystavena palbě. Poté byl list
položen rubovou stranou na plotnu MS media. Materiál po transformaci byl
kultivován čtyři hodiny a poté mikroskopován.

Stabilńı transformace rostlinného materiálu

K inkorporace konstrukt̊u pGreenII:DREPP/MAP18 do rostliného materi-
álu bylo využito Agrobacterium tumefaciens. Plasmidem je zároveň vnášena
selekce k hygromycinu.

Transformace bakterie Agrobacterium tumefaciens Konstrukt byl do
elektrokompetentńıch bakteríı vnesen elektroporaćı ve formě izolované plas-
midu (1 µl) společně s 1 µl plasmidu pSoup (Hellens et al., 2000), který
je nezbytný pro udržeńı plasmidu pGreenII v bakteríıch. K bakteríım byl
přidán 1 ml media SOC21 a po třech hodinách třepáńı (180 rpm, 28°C) byly

21Standardně je použ́ıváno medium YEB recovery, avšak v d̊usledku omylu jsem zjistil,
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vysévány na plotny LB media s kanamycinem (50 µg/ml) a rifampicinem
(100 µg/ml). Po třech dnech byly vybrané kolonie přečárkovány na nové
medium a podrobeny screenu pod fluorescenčńım mikroskopem (GFP) a
PCR jako v př́ıpadě transformace E. coli. Ze správných koloníı byly vytvořeny
konzervy (10% glycerol).

Transformace buněk BY-2 Obsah konzervy s odpov́ıdaj́ıćım kmenem
Agrobacterium tumefaciens byl rozčárkován na plotnu LB media s kanamy-
cinem (50 µg/ml) a rifampicinem (100 µg/ml) a po třech dnech kultivace
při 28°C byla jedna kolonie zaočkována (d̊ukladným rozetřeńım po stěně
baňky až do sucha) do 10 ml YEB media s kanamycinem (50 µg/ml) a ri-
fampicinem (100 µg/ml) a kultivována do druhého dne (150 rpm, 28°C).
Druhý den byly zfiltrovány (filtrátko 220 nm) buňky z 30 ml tř́ıdenńı sus-
penze BY-2, resuspendovány na p̊uvodńı objem čerstvým MS mediem s 20
µM acetosyringonu a suspenze byla disturbována 50x nasáváńım pipetou
(s neustřiženou špičkou 1 ml). Disturbance zp̊usob́ı poškozeńı poněk a jejich
snadněǰśı infekci Agrobacteriem. Suspenze byla poté po 2 ml rozpipetována
do Petriho misek (pr̊uměr 6 cm), společně se 150 µl bakteriálńı suspenze
včetně kontroly bez bakteríı. Kokultivace prob́ıhala dva dny ve tmě při 26°C.

Selekce transformovaných buněk Suspenze po dvou dnech kokul-
tivace byla zfiltrována a 3x propláchnuta větš́ım objemem 3% sacharosy
s 500 µg/ml Cefotaximu (Cefotaxime Lek, Lek Pharmaceuticals, Slovinsko)
za účelem likvidace agrobacteria. Na závěr byly buňky resuspendovány v 10
ml MS media s cefotaximem (50 µg/ml) a hygromycinem (20 µg/ml) a vy-
sety na plotny MS media se stejným obsahem antibiotik (zhruba 5 misek
o pr̊uměru 6 cm). Následná selekce transformovaných buněk prob́ıhala něko-
lik týdn̊u ve tmě při 26°C ve větš́ıch Petriho miskách s navlhčenou buničinou,
která zabraňuje vysycháńı.

Př́ıprava buněčné suspenze Po dvou až čtyřech týdnech byl zřejmý r̊ust
kalus̊u transformovaných buněk. Od každé varianty bylo přepasážováno šest
kalus̊u se silným GFP signálem na čerstvé MS medium (50 ml v baňkách)
s hygromycinem (20 µg/ml) a ve dvou paralelách byly dlouhodobě kul-
tivovány ve tmě při (23) – 25 –28°C, s pasážováńım po dvou měśıćıch. Od
každé varianty byly zároveň odvozeny tři linie suspenzńıch kultur roztřepáńım
části kalusu v 10 ml tekutého MS media s hygromycinem. Úspěšně rostoućı
suspenze byly pasážovány po 7 – 9 dnech (1:30 ml) s př́ıdavkem hygromycinu
každé dva měśıce.

že SOC medium funguje také.
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2.3.2 Konfokálńı mikroskopie

Cı́lem konfokálńıch pozorováńı bylo odhaleńı vnitrobuněčné lokalisace pro-
teinu DREPP pomoćı konstrukt̊u DREPP-GFP, které bylo prováděna jak
na stabilně, tak i transientně transformovaných buňkách. Dále bylo učiněno
několik fyziologických experiment̊u za účelem zjistit, zda-li se vnitrobuněčná
distribuce proteinu měńı pod vlivem stresových stimul̊u.

Vnitrobuněčná lokalisace protein̊u DREPP-GFP

Vnitrobuněčná lokalisace fluorescenčńıch protein̊u byla zkoumána konfokál-
ńım mikroskopem Leica TCS SP2 (Laboratoř konfokálńı a fluorescenčńı
mikroskopie biologické sekce PřF UK). Použita byla excitace laserem 488.
Emise byla smı́mána ve vlnových délkách 510 – 550. Použ́ıván byl objektiv
se zvětšeńım 63x s vodńı imerśı.

Intenzita fluorescence plasmatické membrány ve stabilně transformovaných
buňkách BY-2 byla určována pomoćı funkce ’PlotProfile’ (maximum) v pro-
gramu ImageJ 1.37v22 testovaćı liníı š́ı̌rky 15 px vedenou kolmo na mem-
bránu. V každé variantě bylo proměřeno 5 – 10 buněk v několika rovinách,
celkem bylo provedeno okolo 150 řez̊u dvojitou membránou na mezibuněčných
přepážkách a zhruba dvojnásobek řez̊u jednoduchou membránou. Statisticky
byla data zpracována programem R 2.8.0 funkćı implementuj́ıćı t-test, t.test
s parametrem alternative="greater" nebo alternative="less" pro jed-
nostranný t-test.

Reakce protein̊u DREPP-GFP na osmotický stres

K 1 ml suspenze tř́ıdenńıch buňek BY-2 stabilně transformovaných kon-
strukty DREPP2-GFP a DREPP4-GFP a MAP181−23-GFP byl přidán
NaCl na výslednou koncentraci 0,08 M (všechny varianty) nebo sorbitol
(0,8; 0,24 a 0,08 M, pouze varianta MAP181−23-GFP). Buňky byly okamžitě
sńımány v několikaminutových intervalech (5 – 20 min a 3 h).

22http://rsbweb.nih.gov/ij
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2.3.3 Proteomická analýza protein̊u rodiny DREPP

Cı́lem proteomické části studie je nalezeńı interakčńıch partner̊u protein̊u
DREPP a potvrzeńı interakce proteinu DREPP s mikrotubuly. Výchoźım
materiálem byla buněčná kultura BY-2 stabilně transformovaná konstrukty
DREPP-GFP. Př́ıtomnost GFP umožňuje identifikovat fúzńı protein imu-
noblotováńım protilátkou proti GFP a neńı tak nutné připravovat protilátku
proti konkrétńımu proteinu. Nebezpeč́ım jsou však pochopitelně artefakty,
nebot’ GFP m̊uže stericky inhibovat některé interakce proteinu a overexprese
m̊uže vést k jeho nepřirozenému chováńı. Interaktory proteinu DREPP jsou
hledány pomoćı blue-native elektroforesy, která umožňuje separaci intaktńıch
komplex̊u hydrofobńıch membránových protein̊u.
Metodika blue-native elektroforesy je velmi citlivá na precisnost provedeńı.
Jako kĺıčové faktory ovlivňuj́ıćı kvalitu separace kompex̊u byly identifikovány
tyto: solubilisace membránové frakce (poměr koncentraćı detergentu a pro-
tein̊u; lǐśı se dle druhu membrány), velikost nanášky na elektroforesu (nad-
měrné nanášky zp̊usobuj́ı horš́ı separaci), koncentračńı poměr gradientového
gelu a kvalita nalit́ı gradientu, napět́ı při elektroforese. Všechny tyto operace
musely být optimalisovány. Veškeré práce prob́ıhali nas ledu, neńı-li uvedeno
jinak.

Rostlinný materiál

Buněčná suspenze Nicotiana tabacum BY-2 stabilně transformovaná plasmi-
dem pGreen0129 nesoućım konstrukty 35S:DREPP2:GFP a 35S:DREPP4:GFP
kultivovaná čtyři dny při 25°C, inokulace 1:30 ml, medium MS s 20 µg/ml
hygromycinu.

Izolace mikrosomálńı frakce

Lysis pufr
PIPES 50 mM
MgSO4 2 mM
EGTA 2,5 mM
sacharosa 5 mM
DTT 5 mM
pH 6,8
PMSF 0,25 mM
Aprotinin 0,25 µM
Leupeptin 0,25 µM
Pepstatin A 0,25 µM

Buněčná suspenze (90 ml) byla vakuově filtrována přes nálevku s fritou
a źıskané buňky byly velmi d̊ukladně rozdrceny v tekutém duśıku pomoćı
třećı misky s tloučkem (homogenizace byla prováděna několik minut za
pr̊uběžného přiléváńı tekutého duśıku, až do okamžiku, kdy homogenizát
ztratil krystalickou konsistenci). K homogenizátu bylo přidáno 20 ml Lysis
pufru s inhibitory protilátek a po rozmrznut́ı byla směs centrifugována (10
min, 5 000 g, 4°C). Supernatant obsahuj́ıćı cytoplasmatickou buněčnou frakci
bez jader a buněčné stěny byl následně ultracentrifugován (90 min, 27 000 g,
4°C) a vzniklý pelet mikrosomálńı membránové frakce byl resuspendován na
ledu v minimálńım množstv́ı PM pufru23 24 a okamžitě zmražen v alikvotech

23PM pufr neobsahoval inhibitory proteas, ale pravděpodobně by bylo lepš́ı přidat in-
hibitory i nyńı.

24Pro účely blue-native PAGE by bylo pravděpodobně praktičtěǰśı resuspendovat vzorek
př́ımo v BN pufru.
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Obrázek 2.5: Kalibračńı

křivka. Koncentrace protein̊u
byla stanovena metodou dle
Bradfordové, standart BSA, s a
bez přidáńı KOH
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v tekutém duśıku a dlouhodobě uložen do -70°C. Homogenisaci v tekutém
duśıku byla dána přednost před sonikaćı, nebot’ se dá očekávat, že bude
šetrněǰśı k proteinovým komplex̊um (nebylo testováno).

Stanoveńı koncentrace protein̊u Správná determinace obsahu pro-
tein̊u je nezbytná pro stanoveńı optimálńıho množstv́ı detergentu při násled-
ných extrakćıch. Standardńı metoda stanoveńı obsahu protein̊u dle Bradfor-
dové Bio-Rad Protein Assay (BIO-RAD, kat. č. 500-0006) při stanovováńı
koncentrace mikrosomálńı frakce selhává, nebot’ hydrofobńı membránová
frakce se během několika minut precipituje. Použit́ı detergent̊u neńı možné,
nebot’ jak SDS, tak dodecylmaltisid i Triton X-100 silně interferuj́ı s testem.

PM pufr
PIPES 50 mM
MgSO4 1 mM
EGTA 1 mM
pH 6,8

Metoda byla tud́ıž upravena tak, že k 5 µl mikrosomálńı frakce bylo přidáno
15 µl 1M KOH a směs byla inkubována 20 min při 37°C, přičemž docháźı
k degradaci membránových lipid̊u25. Potom je ke směsi přidán 1 ml reagen-
cie Bio-Rad Protein Assay (zředené vodou v poměru 1:4) a po 8 min-
utách byla změřena absorbance při 595 nm na spektrometru BioMate 5
(Thermo Spectronic). Hydroxid je sice také uváděn mezi látkami interferu-
j́ıćımi s testem, nebot’ pro pr̊uběh testu je nezbytné silně kyselé pH okolo

25http://www.ruf.rice.edu/∼bioslabs/methods/protein/bradford.html
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1,1 zajǐst’ované kyselinou fosforečnou, použité množstv́ı hydroxidu je však
ńızké a neznemožňuje provedeńı testu (obrázek 2.5. Kalibračńı křivka byla
zkonstruována obdobným zp̊usobem: BSA byl rozpuštěn v PM pufru na kon-
centraci 50 mg/ml a poté dvakrát naředen na koncentrace 5 a 0,5 mg/ml.
Z těchto standard̊u byla připravena kalibračńı řada s ekvivalenty 125; 50;
25; 12,5; 5; 2,5 µg protein̊u (nejmenš́ı pipetovaný objem byl 2,5 µl)

Solubilisovatelnost proteinu DREPP-GFP

BN pufr
ε-aminokapronová
kyselina 750 mM
Bis-Tris 50 mM
EDTA 0,5 mM
Na2S2O3 pH 7,0

K solubilisaci vzorku určeného k separaci blue-native PAGE se použ́ıvaj́ı
mı́rné neionické detergenty, nejčastěji n-dodecyl-β-d-maltosid a Triton X-
100, které by měly vytvářet micely obsahuj́ıćı intaktńı membránové kom-
plexy včetně jejich lipidické slupky.Vzhledem k tomu, že se protein DREPP
vyskytuje v detergentuvzdorné frakci plasmatické membrány definované re-
sistenćı v̊uči extrakci 1% TX-100 po dobu 30 min při 4°C, hroźı nebezpeč́ı,
že nebude dostatečně solubilisovatelný při př́ıpravě vzorku na Blue-native
PAGE.

2D pufr (1L)
Tris/Cl 50 mM
SDS 20 g
urea 8 M
glycerol 300 g
merkptoethanol 50 ml
bromphenol blue 5 g
pH 6,8

Z tohoto d̊uvodu byl nejdř́ıve proveden test solubilisovatelnosti: k ekviva-
lentu 400 – 1 000 µg protein̊u resuspendovaného pipetováńım v 70 – 100 µl
BN pufru byl přidán 10% roztok detergentu (DM či TX-100) dle požadované
koncentrace, tak aby výsledný objem vzorku byl 100 µl. Vzorek byl po d̊uk-
ladném promı́cháńı tyčinkou inkubován 5 – 30 min (bez vortexováńı, aby
se omezila degradace komplex̊u). Potom byl centrifugován bud’ na stolńı
centrifuze (15 000 g, 10 min), nebo na utracentrifuze (100 000 g, 1 h, rotor
S100AT6) a nebo po přidáńı sacharosy na koncentraci 50 % utracentrifu-
gován (150 000 g, 12 h, rotor S55S) na sacharosovém gradientu 40-30-35-
15 % (v BN pufru; jednotlivé frakce byly po centrifugaci odebrány, naředěny
na výsledný objem 4 ml BN pufrem a sedimentovány (200 000 g, 1 h, rotor
S100AT6)). Ke všem źıskaným supernatant̊um i pelet̊um bylo přidáno 50
µl 2D pufru a po 30 minutách inkubace při 37°C za občasného vortexováńı
(pro membránové proteiny se nedoporučuje inkubace při 98°C, nebot’ hroźı
jejich precipitace) byly separovány na standardńı SDS-PAGE, včetně př́ıs-
lušných kontrol bez použit́ı detergent̊u DM a TX-100. Protein DREPP-GFP
byl po separaci detekován imunoloblotováńım s primárńı protilátkou mouse
Anti-GFP (Roche, kat. č. 11 814 460 001) a sekundárńı Goat Anti-Mouse
IgG:HRP Conj. (Stressgen, kat. č. SAB-100) (viz 2.3.3).

SDS-PAGE

Elektroforesa byla prováděna na polyakrylamidovém gelu (tabulka 2.16 o roz-
měrech 10,5 x 11 x 0,1 cm se zhruha 1 cm zaostřovaćıho gelu a komůrkami
o objemu 50 µl za konstantńıho napět́ı 220 V, proudu 40 mA na 1 gel a
teploty 10°C. Jako markeru bylo použito 7 µl PageRulertm Prestained Lad-
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der (Fermentas, kat. č. SM0671).

Tabulka 2.16: SDS-PAGE

Složka děĺıćı gel zaostřovaćı gel pufr
Tris/Cl 400 mM 125 mM 25 mM
akrylamid 10 % 4 % —
bisakrylamid 0,27 % 0,11 % —
SDS 0,1 % 0,1 % 0,1 %
TEMED 0,033 % 0,05 % —
ammoniumpersulfát 0,05 % 0,08 % —
glycin — — 192 mM
pH 8,8 6,8 8,4

Imunoblotováńı (Western blot)

K detekci proteinu DREPP-GFP bylo použito imunoblotováńı s protilátkou
anti-GPF a vyv́ıjećı systém ECL.

Transfer Polyakrylamidový gel po elektroforese a PVDF membrána ak-
tivovaná namočeńım do methanolu (10 s) byly vloženy do blotovadla (Biome-
tra B64) mezi dvě trojice filtračńıch paṕır̊u Whatman 3MM namočených
v transferovém bufru. Po d̊ukladném odstraněńı bublin pomoćı skveněného
válečku prob́ıhal transfer 1 – 4,5 hodiny při napět́ı 6 V a proudu 300 mA
bez chlazeńı. Blotovadlo bylo zat́ıženo objektem o váze 5 kg.

Transferový pufr (1L)
Tris/Cl 100 mM
glycin 180 mM
methanol 200 ml
pH 8,3

Blokováńı Po transferu byl polyakrylamidový gel obarven v Coomassie
(viz 2.3.3) a membrána byla blokována 30 min – 2 h při 37°C ve 4%
odtučněném mléce v TBS pufru (filtrováno přes hrubou fritu). Během této
operace byla obsazena veškerá zbylá mı́sta na PVDF membráně mléčnými
proteiny.

Primárńı protilátka Po blokováńı byla membrána krátce opláchnuta
v TBS pufru (1 min) a vložena do primárńı protilátky (ředěńı 1:(500 – 1 000)
ve 4 – 8 ml TBS, př́ıp. s mlékem pro sńıžeńı signálu pozad́ı) a inkubována
přes noc při 4°C.

TBS pufr (1L)
Tris/Cl 20 mM
NaCl 150 mM
Triton X-100 1O ml
pH 7,4

Sekundárńı protilátka Membrána byla promyta 3 x 10 min v TBS
pufru (př́ıpadně s mlékem) a vložena do sekundárńı protilátky s peroxidasou
(ředěńı 1:1 000 ve 4 – 8 ml TBS, př́ıp. s mlékem) na 1 h při pokojové teplotě
23 – 28°C a následně promyta 2 x 10 min v TBS.

Vyv́ıjeńı Membrána byla vložena na 1 min do 6 ml směsi roztok̊u Amer-
sham ECL Western blotting detection reagents and analysis system (GE
Healthcare, kat. č. RPN2209) a potom vložena mezi dvěma listy celofánu
společně s RTG filmem do vyv́ıjećı kasety. Po 2 – 20 min exponováńı byl
film vložen na 2 min do vývojky, opláchnut vodou a ustálen.
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Visualisace protein̊u po elektroforese

Barveńı Coomassie Polyakrylamidový gel po elektroforéze je barven
barv́ıćım roztokem (0,25 % Coomassie briliant blue R-250, 10 % kyseliny
octové a 45 % methanolu) po dobu 1 h při mı́rném třepáńı a poté přes noc
odbarvován odbarvovaćım roztokem (30 % ethanolu a 10 % kyseliny octové).

Barveńı stř́ıbrem Polyakrylamidový gel po elektroforéze je vložen na
alespoň 30 minut do fixáže (50 % methanolu, 12 % kyseliny octové), poté
je 3x10 min promýván 50% EtOH, pak impregnován 1 minutu roztokem
Na2S2O3 (137 ppm), promyt několikrát krátce ve vodě a znovu impreg-
nován, tentokrát 10 min ve 12 mM AgNO3. Po krátkém promyt́ı vodou je
dle potřeby inkubován ve vyvolávaćım roztoku (0.57 M Na2C03, 500 ppm
formaldehydu, 12,5 ppm Na2S2O3. Vyvoláváńı je ukončeno fixážńım roz-
tokem.

Blue-native elektroforesa

Protokol byl źıskán modifikaćı publikovaných protokol̊u, např. Kjell et al.
(2004); Wittig & Schagger (2008).

Př́ıprava gelu Separace je prováděna na gradientovém polyakrylami-
dovém gelu (velikost 10,5 x 11 x 0,1 cm, zhruba 1 cm zaostřovaćıho gelu,
složeńı viz tabulka 3.26). Strmost́ı gradientu můžeme modulovat rozmeźı
molekulových velikost́ı, které se budou efektivně separovat. Koncentrovaněǰśı
roztok akrylamidu obsahuje zároveň glycerol, aby při naléváńı mezi elektro-
foretická skla klesal ke dnu a gradient se nepromýchával. Vlastńı naléváńı
gelu se provád́ı pomoćı gradientového mı́chátka GM50, které obsahuje dvě
mı́chané komory – do prvńı komory se plńı koncentrovaněǰśı roztok akry-
lamidu; tato komora je př́ımo napojena na peristaltickou pumpu (Zalimp,
pp 1-05), která čerpá roztok svrchu mezi elektroforetická skla, kde posléze
tuhne. Do této prvńı komory zároveň úst́ı přepust ze druhé komory, ve které
je řidš́ı roztok akrylamidu. Obě komory jsou ve stejné výšce a jsou v hydro-
statické rovnováze – pokud tedy začneme odpouštět koncentrovaný roztok
z prvńı komory, je tento okamžitě nahrazován řidš́ım roztokem ze druhé ko-
mory, který ho postupně nařed’uje. T́ımto mechanismem vzniká kontinuálńı
gradient.

Koncentračńı profil vytvořeného gradientu vypoč́ıtáme numericky26 za před-
pokladu stálé hydrostatické rovnováhy mezi oběma komorami (tj. př́ıtok ze
druhé komory do prvńı čińı polovinu celkového odtoku ze systému, tabulka
2.18)

Z výsledného diagramu (obrázek 2.6) je zřejmé, že při splněńı podmı́nky
dostatečně pomalého pr̊utoku je gradient lineárńı. Propojeńı systému bylo

26Byl učiněn i pokus o analytické řešeńı, přestože je diferenciálńı rovnice snadno
řešitelná, nepodařilo se uspokojivě splnit okrajové podmı́nky
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Tabulka 2.17: Blue-native PAGE, složeńı roztok̊u.

Složka gel
(gradient-zaostřovaćı)

katodový
pufr

anodový
pufr

ε-aminokapronová kyselina 500 mM — —
akrylamid 12/5-4 % — —
bisakrylamid 0,32/0,13-0,11 % — —
glycerol 20/0-0 % — —
Bis-Tris/Cl 50 mM 15 mM 50 mM
TEMED 0,05-0,1 % — —
ammoniumpersulfát 0,02-0,1 % — —
Tricin/Cl — 50 mM —
Coomassie blue G-250 — 0,02 % —
pH 7,0 7,0 7,0

zajǐstěno gumovými trubičkami o pr̊uměru 2,5 mm a pr̊utok byl udržován
na hodnotě 3x (1 ml/min) – během naléváńı touto rychlost́ı vzniká kvalitńı
gradient a nedocháźı k předčasnému tuhnut́ı gelu. Testováno bylo i naléváńı
gelu odspodu (těsněńım elektroforetických skel procházela v dolńım rohu
injekčńı jehla, kterou byl vpouštěn roztok akrylamidu a celá sestava byla
umı́stěna ve vodńı lázni, která hydrostatickým tlakem zabraňovala úniku
roztoku před utuhnut́ım a nav́ıc umožňovala chlazeńı a tak zpomaleńı poly-
merace), výsledná kvalita elektroforetické separace se však výrazněji nelǐsila.
Jako optimálńı zp̊usob bylo tedy zvoleno naléváńı svrchu, trubička byla
ukončena injekčńı jehlou 0,8 mm, která zajǐst’uje plynulý proud roztoku.

Př́ıprava vzorku Rozhoduj́ıćım parametrem při separaci protein̊u me-
todou blue-native PAGE je volba typu a koncentrace detergentu a poměr
koncentraćı detergentu a protein̊u, který ovlivňuje charakter vznikaj́ıćıch
micel. Většina existuj́ıćıch studíı separovala pomoćı blue-native PAGE kom-
plexy chloroplastové a mitochondriálńı, aplikace na plasmatickou či mikro-
somálńı frakci tud́ıž neńı dostatečně standardisována, je třeba vždy opti-
malisovat metodiku pro konkrétńı materiál a studovaný protein. Výchoźı
množstv́ı membránové frakce použ́ıvané pro př́ıpravu vzorku byl ekvivalent
400 µg protein̊u, jež byl resuspendován d̊ukladně pipetováńım v BN pufru
(tak, aby celkový objem vzorku včetně detergentu byl 95 µl. V př́ıpadě, že
byla membránová frakce méně koncentrovaná, byla nejdř́ıve stočena a super-
natant p̊uvodńıho pufru byl odpipetován. Koncentraci detergentu je třeba
otestovat v rozmeźı 0,1 – 4 %. Optimálńı výsledek pro mikrosomálńı frakci
poskytoval dodecylmaltosid ve finálńı koncentraci 0,5 %. Vlastńı solubilisace
prob́ıhala 10 min na ledu za občasného promı́cháńı tyčinkou bez vortexováńı.
Jako kontrolu je možné použ́ıt solubilisaci při vyšš́ı teplotě nebo s 1 % SDS,
což by mělo vést k degradaci komplex̊u. Po solubilisaci je ke vzorku přidáno
5 µl BN loading pufru (výsledná koncentrace Coomassie G-250 se pohy-
buje mezi 0,25 – 3 %), vzorek je centrifugován (15 000 g, 10 min, 4°C) a

55



Tabulka 2.18: Numerický model tvorby gradientového gelu.

> V0 <- 7 #počátečnı́ objem v~komorách (7 ml)

> c1 <- 12 #počátečnı́ koncentrace akrylamidu

> c2 <- 5

> n <- c1*V0 #počátečnı́ látkové množstvı́ v~1. komoře

> c <- c1 #inicialisace promenných

> V~<- V0

> dV <- 0.1 #iteračnı́ krok

> plot(2*V0,c1,ylim=c(c2,c1),xlim=c(0,2*V0), type="n",xlab="Objem gelu [ml]",

+ ylab="Koncentrace akrylamidu [%]") #inicialisace diagramu

> for(i in 0:(2*V0/dV)) #iterujeme, dokud je roztok v~komorách

+ {

+ dn <- c2*dV/2 - c*dV #bilance přı́tok - odtok

+ n <- n + dn #dopočı́tánı́ ostatnı́ch parametrů

+ V~<- V~- dV/2

+ c <- n/V

+ points(i*dV,c,pch=21,bg="gray50", col="gray50") #zápis do diagramu

+ }

supernatant nanášen na elektroforézu27.

BN loading pufr (1L)
ε-aminokapronová
kyselina 750 mM
Coomassie G-250 50 g

Velikost nanášky Použitý systém dovoluje nanášet až 50 µl vzorku do
každé dráhy, experimentálně však bylo zjǐstěno, že při větš́ıch nanáškách
může docházet k precipitaćım vzorku na startu elektroforézy a na rozhrańı
děĺıćıho a zaostřovaćıho gelu. Odstraněńı zaostřovaćıho gelu však snižuje
rozlǐseńı elektroforézy, lze modifikovat jeho koncentraci. Kvalitńıho rozlǐseńı
při vyšš́ıch nanáškách lze doćılit ńızkým napět́ım při elektroforese. Jako
markeru bylo použito 5 µl Amersham High Molecular Weight Calibration
Kit for native electrophoresis (GE Healthcare, kat. č. 17-0445-01).

Běh elektroforesy Jako nejoptimálněǰśı se ukázal pomalý běh elektro-
foresy při konstantńım napět́ı 100 V. Proud za těchto podmı́nek dosahuje
hodnot nejvýše 2 – 4 mV. Pr̊uměrný čas běhu se pohybuje okolo 16 h,
aparatura je chlazena na 4°C.

Po dokončeńı běhu elektroforesy je možné bud’ př́ımo visualisovat výsledek
standardńımi technikami barveńı (viz 2.3.3), nebo rozřezat gel na jednotlivé
dráhy, provést solubilisaci, která degraduje komplexy a denaturuje proteiny
a připrav́ı konkrétńı dráhu pro druhý elektroforetický rozměr – standardńı
SDS-PAGE, která umožńı separovat jednotlivé komponenty komplex̊u.

Solubilisace Gel po BN-PAGE byl rozřezán skleněnou destičkou a jed-
notlivé dráhy byly vloženy na 30 minut do 50 ml solubilisačńıho pufru (poko-
jová teplota, pomalé třepáńı). Po solubilisaci byly jednotlivé dráhy zam-

27Oproti publikovaným protokol̊um je stočeńı provedeno až v závěru př́ıpravy, aby se
odstranil př́ıpadný precipitát vytvořený po přidáńı BN loading pufru.
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Obrázek 2.6: Profil koncen-

tračńıho gradientu gelu
pro blue-native elektroforesu.
Výsledky numericky řešeného
modelu dle tabulky 2.18
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raženy a mohou být dlouhodobě skladovány. Zamražeńı je vhodné provést i
pokud je prováděn druhý rozměr elektroforézi okamžitě, nebot’ zmražeńım
dojde ke kontrakci gelu, který je poté možno snadno zasunout mezi skla
SDS-PAGE, jinak je tento úkon velmi flustruj́ıćı.

Solubilisačńı pufr (1L)
SDS 20 g
Na2CO3 67 mM
β-merkaptoethanol 6,66 ml

Druhý rozměr Připraven je standardńı gel pro SDS-PAGE (viz 2.3.3)
s 1 cm zaostřovaćıho gelu, akorát mı́sto vložeńı hřebenu je nad zaostřovaćım
gelem nechán 1 cm volného prostoru. Do tohoto prostoru jsou napipetovány
cca 3 mm roztaveného roztoku 0,5% agarosy v elektroforetickém pufru, skla
jsou mı́rně zvlhčena solubilisačńım pufrem a pomalu je mezi ně zasouván
čerstvě rozmražený pruh BN gelu až do roztavené agarosy. Je třeba vyhnout
se tvorbě bublin, pruh gelu lze bezpečně uchopovat za 12% konec. Vedle
pruhu gelu je vhodné zafixovat 2 ústřižky filtračńıho paṕıru se 7 µl markeru
a s 20 µl kontrolńıho vzorku dané membránové frakce připraveného pomoćı
2D pufru (solubilisace 30 minut při 37°C). Vlastńı elektroforéza prob́ıhá
standardně při 220 V, 40 mA a chlazeńı na 10°C.

Po skončeńı druhého rozměru byly gely visualisovány stř́ıbřeńım (viz 2.3.3) a
paralely blotovány na PVDF membránu kv̊uli detekci proteinu DREPP-GFP
protilátkou Anti-GFP (Roche) či tubulinu protilátkou DM1α (viz 2.3.3).
Zaj́ımavé proteiny ze stř́ıbřeného gelu byly identifikovány pomoćı MALDI-
TOF-MS/MS hmotnostńı spektroskopie, která byla provedena v Laboratoři
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hmotnostńı spektroskopie biologické sekce PřF UK.
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Výsledky

3.2 Výsledky bioinformatické studie

3.2.1 Evoluce rodiny protein̊u DREPP

Protein DREPP vznikl u kapradin

Intenzivńım prohledáváńım nukleotidových databáźı včetně databáze EST
se podařilo źıstat okolo 160 r̊uzných sekvenćı př́ıslušej́ıćıch rodině DREPP
z v́ıce než 100 taxon̊u např́ıč všemi rostlinnými čeleděmi. Žádné homo-
logy se však nepodařilo vypátrat u řas, kompletně sekvenovaného mechu
Physcomitrella patens ani u vranečku Selaginella moellendorffii, přestože
byly prohledávány speciálńı databáze jejich sekvenačńıch projekt̊u. Naopak,
zřejmý homolog existuje u net́ıku Adiantum capillus-veneris (EST), tud́ıž
je možné konstatovat, že protein DREPP by mohl být apomorfíı skupiny
Euphyllophyta, což však nelze jednoznačně dokázat, nebot’ jak u vranečku,
tak u čepenky mohl být gen druhotně ztracen. Všechny odvozeněǰśı taxony
rostlin (jehličnany, jinany, bazálńı krytosemenné (Amborella). . . ) obsahuj́ı
zřejmé homology.

Proteiny jsou tvořeny konzervovanou a variabilńı část́ı

Protein DREPP je tvořen třemi doménami: N-terminálńı doménou (zhruba
25 aminokyselin), centrálńı doménou (zhruba 110 aminokyselin) a C-termi-
nálńı doménou (variabilńı, řádově 100 aminokyselin). Sekvence prvńıch dvou
domén jsou výrazně konzervované, lǐśı se převážně substitucemi a minimem
inserćı a delećı. Naopak C-terminálńı doména je extrémně variabilńı, což
znemožnilo tvorbu spolehlivého mnohočetného přǐrazeńı.

N-terminálńı doména Charakteristickým motivem je stř́ıdáńı hydro-
fobńıch motiv̊u s basickými lysinovými residui. Tato struktura by měla být
zodpovědná za interakci s PtdInsPs (Nagasaki et al., 2008).

Centrálńı doména Velmi konzervovaná centrálńı doména proteinu za-
č́ıná variabilńım oligoalaninovým motivem, poté nalezneme konzervovaný
cystein, který by hypoteticky mohl být předmětem S-palmitoylace. V celé
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Obrázek 3.7: Mnohočetné přǐrazeńı sekvenćı protein̊u rodiny DREPP. 1. část.
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Obrázek 3.8: Mnohočetné přǐrazeńı sekvenćı protein̊u rodiny DREPP. 2. část.
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Obrázek 3.9: Mnohočetné přǐrazeńı sekvenćı protein̊u rodiny DREPP. 3. část.
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doméně se opakuj́ı charakteristické konzervované motivy KKEE a jejich vari-
ace a typické jsou krátké repetice alanin̊u. Často také nalezneme konzer-
vované pozice valin̊u či isoleucin̊u. Konec centrálńı doména obsahuje sṕı̌se
nepolárńı aminokyseliny (fenylalanin) a tři motivy prolin-glycin.

C-terminálńı doména Přestože délky C-terminálńı domény velmi koĺı-
saj́ı, jsou patrné některé společné motivy: krátká repetice serinu/threoninu
následovaná silně hydrofobńım motivem IVV a poté silně polárńım EEEK-
KEE. Variabilńı části jsou tvořeny repeticemi alaninu prokládanými P, V,
E a K. Zaj́ımavý konzervovaný motiv se nacháźı na úplném konci proteinu
ve formě variace na EPPK(A/P).

Fylogenetická analýza odhalila několik nezávislých duplikaćı pro-
teinu DREPP

Fylogenetická analýza byla provedena metodami Neighbor-Joining a maxi-
mum likelihood pomoćı programového baĺıku phylip s výchoźım nastaveńım
parametr̊u. Vstupńı soubor tvořilo 160 nukleotidových sekvenćıch odpov́ı-
daj́ıćıch úseku 1 – 147 mnohočetného přǐrazeńı protein̊u (viz obrázek 3.7).
Jako outgroup byla použita sekvence Adiantum capillus-veneris. Testováńı
analýz bylo provedeno metodou bootstrappingu se 100 replikacemi. Analýza
maximum likelihood byla prováděna s randomizovaným vstupem sekvenćı
s deseti opakováńımi.

V pr̊uběhu evoluce došlo k několika prokazatelným duplikaćım genu DREPP
v těchto taxonomických skupinách:

i) jehličnany Coniferophyta; u jinan̊u Ginkgophytaje pravděpodobně jen
jedna kopie proteinu.

ii) lipnicovité Poaceae; duplikovaný paralog se nacháźı v podčeled́ıch Pan-
icoideae a Ehrhartoideae, ale chyb́ı v podčeledi Pooideae. Vzhledem
k tomu, že podčeled’ Panicoideae je sesterská k větvi s podčeled’mi
Ehrhartoideae a Pooideae (Barker et al., 2001), muselo nutně v pod-
čeledi Pooideae doj́ıt ke ztrátě paralogu proteinu DREPP, nebot’ mno-
žstv́ı analyzovaných sekvenćı všech dotčených druh̊u bylo velmi vysoké
a neńı pravděpodobné, že by druhý paralog ušel pozornosti.

iii) lilkovité Solanaceae; spatřujeme analogii s lipnicovitými, duplikovaný
paralog chyb́ı u vnitřńı skupiny Solanoideae (Olmstead et al., 2008) a
musel být tud́ıž opět ztracen.

iv) u tabáku Nicotiana tabacum došlo k daľśı duplikaci, která souviśı s jeho
allotetraploidńım p̊uvodem.

v) hvězdnicovité Asteraceae; k duplikaci došlo při vzniku čeledi.

vi) u slunečnic Helianthus taktéž pozorujeme př́ıtomnost třet́ıho paralogu,
který musel vzniknout v rámci tohoto rodu.
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Obrázek 3.10: Fylogenetická analýza gen̊u rodiny DREPP – Neighbor-Joining. 1. část.
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Obrázek 3.11: Fylogenetická analýza gen̊u rodiny DREPP – Neighbor-Joining. 2. část.
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Obrázek 3.12: Fylogenetická analýza gen̊u rodiny DREPP – maximum likelihood. 1. část.
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Obrázek 3.13: Fylogenetická analýza gen̊u rodiny DREPP – maximum likelihood. 2. část.
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vii) komplikovaná situace je v čeledi Brassicaceae, paralog MAP18 byl
nalezen jen v u rodu Arabidopsis/Cardaminopsis a v rámci rodu Bras-
sica pozorujeme jinou duplikaci souvisej́ıćı pravděpodobně s recentńı
polyploidisaćı genomu.

Z porovnáńı obou metod vyplývá, že robustněǰśı výsledky dává metoda
Neighbor-joining, velké skupiny podporuje vyšš́ımi hodnotami bootstrapo-
vého konsensu a lépe postihuje monofylii řady skupin, avšak na druhou
stranu produkuje skupiny, které jsou v rozporu s konsensem fylogeneze kry-
tosemenných28, např́ıklad nepostihuje větev malvid̊u, čeled’ Brassicaceae
řad́ı k jednoděložným a daľśı zástupce (Oenothera, Tropaeolum, Carica, Cit-
rus) řad́ı do jiných skupin. Metoda maximum likelihood produkuje strom
bližš́ı konsenzuálńı evoluci, avšak na druhou stranu nepodpořila monofylii
jednoděložných a sekvence z rostlin Zantedeschia, Elaeis a Zingiber seskupuje
náhodně na bázi celých krytosemenných rostlin a podobný výstup posky-
tuje i v př́ıpadě malvid̊u. Na úrovni podčeled́ı a rod̊u jsou však výstupy obou
metod rovnocené.

Obecně lze ř́ıci, že metoda maximum likelihood má větš́ı potenciál produko-
vat fylogenetický strom v souladu s recentńım konsenzem evoluce rostlin
a neuspokojivé rozlǐseńı velkých skupin ve fylogenetické analýze sekvenćı
DREPP mohlo být zapř́ıčiněno hrubým nastaveńım parametr̊u analýzy,
které nebylo optimalisováno29.

Myristylačńı konsensus vykazuje variabilitu

U proteinu PCaP1 z Arabidopsis thaliana byla prokázána N-terminálńı myristy-
lace proteinu (Nagasaki et al., 2008), která prob́ıhá na esenciálńım glycinu
v pozici 2. Zaj́ımavé jsou z tohoto hlediska substituce které narušuj́ı konsen-
sus myristylačńıho mı́sta: většina sekvenćı skutečně zač́ıná sekvenćı MGYW,
avšak u nahosemenných, kapradin a lipnicovitých je glycin nahrazen residui
S/T, resp. (S/T)S. Substituce glycinu serinem též nastala u tabákových
paralog̊u DREPP3 a DREPP4. U části zástupc̊u čeledi Poaceae se dokonce
nacháźı paralog s glutamátem v pozici 2.

Během evoluce rodiny DREPP došlo dvakrát k výrazné modifikaci
proteinu

Během evoluce řád̊u Asparagales proběhla rozsáhlá redukce celého proteinu.
Zachovala se jen prvńı polovina N-terminálńı domény, pravděpodobná část
C-terminálńı domény z okoĺı valinového hydrofobńıho motivu, a konsensus
na C-konci proteinu. Výsledky podobné redukce pozorujeme i u Arabidopsis,

28Dle systému na serveru NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy
29Je třeba dodat, že ćılem analýzy nebylo popsat evoluci na velké škále, ale odhalit

duplikace, k nimž došlo na úrovni čeled́ı.
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Obrázek 3.14: Diagram pa-

ralogie. Pozice gen̊u MAP18

a PCaP1 jsou na souřadnićıch
101, intenzita černého odst́ınu
vyjadřuje mı́ru podobnosti na
základě E -value.
Výsledek testu kolinearity:
J1 = 2.70e+ 08, p = 0

J2 = 7.82e+ 07, p = 0.177

Θ = 1.10, p = 0

Kolinearita vycháźı signifi-
kantně podél úhlopř́ıčky se
zápornou směrnićı.
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Obrázek 3.15: Zastoupeńı

jednotlivých aminokyselin

u všech protein̊u Arabidop-

sis thaliana, u PCaP1 a

u MA18.
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u proteinu MAP18. Opět byla vypuštěna celá centrálńı doména proteinu,
nav́ıc však došlo k výrazné expanzi C-terminálńı domény repeticemi typu
PAVEEEKK. Homologisovatelná je opět pouze hydrofobńı část C-terminálńı
domény. Homology proteinu MAP18 se podařilo nalézt pouze u A. thaliana
a A. lyrata. Homolog u A. lyrata se odlǐsuje pouze absenćı jednoho EEKK
modulu. U protein̊u MAP18 došlo taktéž k divergenci samotného C-konce
proteinu, který již nesd́ıĺı motiv EPPK(A/P). Evoluce proteinu MAP18 bude
podrobně zkoumána v následuj́ıćı kapitole.

3.2.2 Evoluce genu MAP18

Geny MAP18 a PCaP1 sd́ıĺı dvě homologisovatelné domény v N- a C- ter-
minálńı oblasti budoućıho proteinu, celá centrálńı oblast charakteristická
pro celou genovou rodinu DREPP však u MAP18 scháźı a naopak je u něj
výrazně expandovaná C-terminálńı oblast. Homology genu MAP18 se po-
dařilo nalézt zat́ım pouze u rodu Arabidopsis/Cardaminopsis a je tud́ıž zře-
jmé, že jeho evoluce musela prob́ıhat velmi rychle a jej́ı studium může být
zaj́ımavé z obecného hlediska odhalováńı princip̊u evoluce nových gen̊u.
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Paralogie gen̊u MAP18 a PCaP1 u Arabidopsis thaliana

Prvńım ćılem bylo dokázat skutečnost, že MAP18 je paralogem PCaP1 a
vznikl během historické celogenomové duplikace genomu. Za t́ımto účelem
byla stanovena vzájemná podobnost mezi všemi proteiny kodovanými geny,
které lež́ı na chromosomech v okoĺı o poloměru 100 gen̊u kolem lokus̊u náleže-
j́ıćım MAP18 a PCaP1. Pokud by gen MAP18 vznikl během genomové du-
plikace, měly by vykazovat oba chromozomové úseky kolineárńı uspořádáńı.

Vytvořený diagram paralogie zobrazuje obrázek 3.14. Je patrná linie koli-
nearity procházej́ıćı podél úhlopř́ıčky se směrnićı -1. Pozoruhodný pás na
souřadnićıch y = (130, 140) př́ısluš́ı tandemu identických gen̊u ’receptor-like
protein kinase-related’, např. AT4G20620.1. Klastr na souřadnićıch [70,150]
je tvořen skupinou ’FAD-binding domain-containing protein’, AT4G20800.1.
Pás homologńıch protein̊u okolo y = 20 a y = 64 je tvořen ’disease resistance
protein (TIR-NBS-LRR class)’, AT5G45210.1

MAP18 patř́ı mezi nejzvláštněǰśı proteiny u Arabidopsis

Proteiny rodiny DREPP vynikaj́ı výrazně zvýšeným obsahem aminokyselin
P, A, V, E a K, jak je patrné z grafu 3.15. Během evoluce MAP18 došlo
k daľśımu vychýleńı aminokyselinového složeńı při expanzi C-terminálńı do-
mény na úkor centrálńı domény. K exaktńımu porovnáńı aminokyselinového
složeńı protein̊u DREPP a ostatńıch protein̊u Arabidopsis thaliana byla
provedena analýza hlavńıch komponent. Proteiny byly vyneseny do pros-
toru dle relativńıho obsahu jednotlivých aminokyselin.

Prvńı tři kanonické osy vyjadřuj́ı relativně dost velký pod́ıl variability (38 %,
graf 3.17). Nejzaj́ımavěǰśı je svázáńı obsahu lysinu a glutamátu, které zároveň
sleduj́ı směr největš́ı variability v proteinech Arabidopsis thaliana. Protik-
ladem k protein̊um bohatým K a E jsou proteiny obsahuj́ıćı prolin, glycin,
serin, leucin a fenylalanin.

Protein MAP18 je šestnáctým nejextrémněji položeným proteinem ve směru
hlavńı kanonické osy, protein PCaP1 vybočuje poněkud méně. Rozložeńı
protein̊u v prostoru kanonických os je do značné mı́ry ovlivněno absolutńım
výskytem jednotlivých aminokyselin, pokud byla provedena daľśı standardis-
ace celkovou četnost́ı aminokyselin, rozdělily se proteiny dle obsahu vzácných
aminokyselin cysteinu, tryptofanu a histidinu. Zbývaj́ıćı variabilita však byla
opět dána převážně gradientem v obsahu K + E versus P a protein MAP18
si uchoval odlehlou posici.
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Obrázek 3.16: Analýza hlav-

ńıch komponent. Všechny
proteiny Arabidopsis thaliana

jsou vyneseny v mnohorozměr-
ném prostoru dle relativńıho
obsahu jednotlivých aminoky-
selin. Pozice protein̊u PCaP1 a
MAP18 jsou zvýrazněny. Prvńı
tři osy vysvětluj́ı 15, 12 a 11 %
variability.
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Obrázek 3.17: Variabilita vy-

světlená jednotlivými kano-

nickými osami.
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3.3 Výsledky mikroskopických pozorováńı

3.3.1 Př́ıprava fluorescenčńıch fúzńıch konstrukt̊u DREPP

a MAP18 a transformace

Protein DREPP Podařilo se připravit konstrukty tabákových protein̊u
DREPP2-GFP, GFP-DREPP2, DREPP4-GFP, GFP-DREPP4 pod promo-
torem 35S v plasmidu pGreenII 0129, fragmenty byly amplifikovány z cDNA
semenáčk̊u Nicotiana tabacum a sekvence odpov́ıdaly databázovým položkám.
Fragmenty genu DREPP1 ani hypotetického DREPP3 nebyly izolovány30.

Všechny výše uvedené konstrukty s výjimkou GFP-DREPP231 se podařilo
transientně exprimovat v buňkách BY-2. Oba konstrukty proteinu DREPP2
se též podařilo transientně exprimovat v epidermálńıch buňkách Nicotiana
benthamiana32. Počty nalezených transformovaných buněk byly obecně velmi
malé (< 10).

Byly učiněny pokusy o stabilńı transformaci buňek BY-2 všemi konstrukty,
avšak úspěšně se podařilo źıskat pouze linie exprimuj́ıćı DREPP2-GFP a

30V tomto směru ani nebyla vyv́ıjena zvýšené snaha.
31Došlo ke zpožděńı při př́ıpravě konstruktu a tud́ıž nebyly připraveny nábojnice pro

biolistiku.
32Pokus o transformaci konstruktem DREPP4-GFP byl učiněn, ale nepodařilo se objevit

žádnou transformovanou buňku.

73



DREPP4-GFP. Ostatńı varianty zkontaminovaly. Źıskané suspenze jsou prav-
děpodobně polyklonálńı33, klonováńı nebylo prováděno. Vyb́ırány byly ne-
jsilněji exprimuj́ıćı linie.

Protein MAP18 Z cDNA Arabidopsis thaliana, ekotyp ’Columbia’ byl
amplifikován fragment celé koduj́ıćı sekvence a fragment N-terminálńı do-
mény proteinu – MAP181−23. Fragmenty byly insertovány opět do plasmidu
pGreenII 0129 pod 35S promotorem s GFP připojeném na C-konci proteinu.
Celý postup př́ıpravy konstruktu se v tomto př́ıpadě podařilo dokončit v lim-
itńım čase 1 měśıc34, komplikaćı byla pouze detekce krátkého fragmentu
MAP181−23 na agarosové elektroforese, nebot’ při této délce nedocházelo
k dostatečně intenzivńımu barveńı barvou GelRed (viz metodická část).

Oba konstrukty byly exprimovány transientně v buňkách BY-2 a epidermál-
ńıch buňkách list̊u Arabidopsis thaliana a Sisymbrium loeselii. Konstrukt
MAP181−23-GFP se nav́ıc podařilo exprimovat v listech Capsella bursa-
pastoris.

Stabilńı transformace do buněk BY-2 byla úspěšná pouze u konstruktu
MAP181−23-GFP (byla źıskána monoklonálńı suspenze, vybráno bylo něko-
lik silně a několik slaběji exprimuj́ıćıch liníı), v př́ıpadě MAP18-GFP se ani
po druhém opakováńı transformace agrobacteriem nepodařilo źıskat trans-
formované buňky.

3.3.2 Vnitrobuněčná lokalisace proteinu DREPP2-GFP

Veškerý stabilně i transientně transformovaný materiál byl d̊ukladně proz-
koumán pod konfokálńım mikroskopem. Pozorováńı je přehledně shrnuto
v tabulce 3.19. Sńımky z konfokálńıho mikroskopu jsou na následuj́ıćıch
obrazových tabuĺıch.

Ve stabilně transformovaných buňkách je zřejmá zvýšená koncentrace kon-
struktu na buněčných přepážkách. Ta může být pouze zdánlivá, zp̊usobená
těsnou bĺızkost́ı dvou membrán, jejichž signál se v konfokálńım mikroskopu
překrývá a sč́ıtá. Výsledné maximum intenzity fluorescence záviśı na mı́̌re
překryvu obou membrán (dáno tloušt’kou buněčné stěny) a mělo by být
rovno nejvýše dvojnásobku maxima intenzity fluorescence jednoduché mem-
brány. Poměr intenzit byl testován t-testem (zda-li je intenzita přepážky
větš́ı, než dvojnásobek intenzity laterálńı membrány). Signifikantně zvýšená
intenzita na přepážkách byla zjǐstěna pouze u konstruktu DREPP2-GFP (viz
obrázek 3.20), v ostatńıch př́ıpadech byla signifikantně nižš́ı. Interpretace
těchto výsledk̊u však neńı jednoznačná, nebot’ se poměrně silně lǐśı pr̊uměrná
intenzita fluorescence jednotlivých buněk a data maj́ı velký rozptyl. Nav́ıc
poměr intenzit záviśı na tlošt’ce buněčné stěny a neńı jednoduše roven 1:2.
Korektněǰśı by bylo testováńı integrálńı intenzity membrán, která by musela

33Úspěšnost transformace byla natolik velká, že se nepodařilo izolovat jednotlivé kolonie.
34Oproti 1 roku v předcházej́ıćım př́ıpadě.
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Tabulka 3.19: Výsledky konfokálńıho pozorováńı fluorescenčńıch konstrukt̊u DREPP a MAP18

Konstrukt transientńı transformace stabilńı transformace

DREPP2-GFP v BY-2 i epidermálńıch buňkách detekován
v zoně plasmatické membrány, v polov-
ině př́ıpad̊u však tvořil velké množstv́ı
drobných klastr̊u v cytoplasmě, zvláště
v kortikálńı vrstvě a vzácněji i v hludš́ıch
vrstvách; i plasmatická lokalisace může
tud́ıž být ve skutečnosti submembránová

homogenńı lokalisace v plasmatické mem-
bráně; pozorován v membráně fragmo-
plastu od nejraněǰśıch fáźı vývoje, polarita
děleńı buněk je zřetelně narušená, děleńı
prob́ıhá ve v́ıce rovinách

GFP-DREPP2 homogenńı cytoplasmatická lokalisace —

DREPP4-GFP bud’ v plasmatické membráně, nebo ve
větš́ıch klastrech v cytoplasmě, často
agregovaných; v několika př́ıpadech byl
lokalisován v drobných váčćıch uvnitř
buňky i uvnitř vakuoly, možná že se jed-
nalo o buněčnou smrt

distribuce identická s DREPP2-GFP

GFP-DREPP4 — —

MAP181−23-GFP ve všech materiálech pozorován v klastrech
v kortikálńı vrstvě buňky; velikost klastr̊u
koĺısala od velmi drobných až po zřetelné
váčky

distribuce identická s DREPP2-GFP

MAP18-GFP v epidermálńıch buňkách patrná cytoplas-
matická lokalisace, u Sisymbrium loeselii
se zřetelnými svazky; v BY-2 pozorovány
i drobné klastry s náznakem membránové
lokalisace

—

být přesně v poměru 1:2, ale źıskáváńı této veličiny je obt́ıžné kv̊uli značně
variabilńımu cytoplasmatickému signálu.

3.3.3 Reakce protein̊u rodiny DREPP na osmotický šok

N-terminálńı doména všech protein̊u rodiny DREPP má schopnost vazby na
bis- a trisfosforylované fosfatidylinositoly (kapitola 1.4.3), jejichž distribuce
často reaguje na osmotický stres (kapitola 1.5). Buňky BY-2 stabilně trans-
formované konstrukty DREPP2-GFP, DREPP4-GFP a MAP181−23-GFP
pod promotorem 35S byly ošetřeny NaCl nebo sorbitolem. Výsledky zo-
brazuje obrazová tabule 3.23. Ve všech př́ıpadech byla pozorována velmi
silná plasmolytická reakce. Nejdramatičtěǰśı změna byla pozorována na váč-
ćıch fragmoplastu, které během plasmolýzy mnohonásobně expandovaly. Flu-
orescence konstrukt̊u po plasmolýzee byla ve všech př́ıpadech pozorovatelná
jak na plasmatické membráně, tak v Höchtových vláknech. Pr̊uměrná inten-
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zita membránové fluorescence zřetelně vzrostla35, což lze zd̊uvodnit celkovým
zmenšeńım plochy membrány. Endocytosa či jiná změna distribuce kon-
strukt̊u v rozmeźı 5 min – 3 h nebyla pozorována. Po třech hodinách docházelo
ke kompenzaci tvaru buňky (p̊uvodńı nepravidelný plasmolytický útvar se
měnil na pravidelný kulovitý).

3.3.4 Shrnut́ı

Na základě výsledk̊u mikroskopických pozorováńı lze konstatovat, že:

i) oba paralogy proteinu DREPP v Nicotiana tabacum jsou lokalisovány
na plasmatické membráně

ii) připojeńı GFP na N-konec proteinu DREPP zabraňuje jeho mem-
bránové lokalisaci (dokázáno jen u DREPP2)

iii) samotná N-terminálńı doména (1–23) proteinu MAP18 je dostačuj́ıćı
pro membránovou lokalisaci tohoto proteinu

iv) v transientně transformovaných buňkách tvoř́ı konstrukty s GFP na
C-konci r̊uzně velké klastry, které mohou být membránového p̊uvodu,
ale nebylo to testováno36

v) ve stabilně transformovaných buňkách je membránová distribuce všech
konstrukt̊u s GFP na C-konci homogenńı; tyto konstrukty byly po-
zorovány také ve vznikaj́ıćı membráně fragmoplastu

vi) ne zcela pr̊ukazně bylo vyloučeno koncentrováńı konstrukt̊u do mez-
ibuněčných přepážek u stabilně transformovaných buněk BY-2 s vý-
jimkou DREPP2-GFP

vii) stabilně transformované buňky maj́ı ve všech př́ıpadech narušenou po-
laritu děleńı a děĺı se ve v́ıce rovinách, fenotyp však nebyl sofistiko-
vaněji hodnocen

viii) během 3 h p̊usobeńı osmotického stresu (NaCl či sorbitol) nebyla
zjǐstěna změna lokalisace konstrukt̊u, které byly pozorovány jak v plas-
maické membráně, tak v Höchtových vláknech.

35Na základě subjektivńıho pozorováńı, testováńı nebylo učiněno.
36Pokus o kolokalisaci s barvivem FM4-64 selhal na nekvalitńım signálu v červené oblasti,

zp̊usobeným pravděpodobně problémem konfokálńıho mikroskopu.
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A B C

D E F

G H I

Obrázek 3.18: Biolistická transformace: lokalisace proteinu DREPP4-GFP v buňkách BY-2 (A–B); lokalisace

proteinu GFP-DREPP2 v epidermis Nicotiana benthamiana (D) a v buňkách BY-2 (E, F); lokalisace proteinu

DREPP2-GFP v epidermis Nicotiana benthamiana (G) a v buňkách BY-2 (H, I). Sńımky jsou v r̊uzném měř́ıtku,

délka úsečky 10 µm, intenzita byla upravena lineárńı korekćı úrovńı.
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Obrázek 3.19: Biolistická transformace: lokalisace proteinu MAP181−23-GFP v listech Capsella bursa-pastoris

(A,B), v listech Sisymbrium loeselii (C,D) a buňkách BY-2 (E,F); lokalisace proteinu MAP18-GFP: v listech
Arabidopsis thalia (G), v listech Sisymbrium loeselii (H) a v buňkách BY-2 (I). Sńımky jsou v r̊uzném měř́ıtku, délka
úsečky 10 µm, intenzita byla upravena lineárńı korekćı úrovńı.
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Obrázek 3.20: Vnitrobuněčná lokalisace proteinu DREPP2-GFP. Stabilně transformované buňky BY-2. Výsledky
t-testu: přepážky > 2x laterálńı (p = 0.00022), přepážky > 2x laterálńı (p = 0.99978), přerušovaná linie odpov́ıdá
polovině intenzity fluorescence přepážek. Sńımky jsou v r̊uzném měř́ıtku, délka úsečky 10 µm, intenzita byla upravena
lineárńı korekćı úrovńı.
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Obrázek 3.21: Vnitrobuněčná lokalisace proteinu DREPP4-GFP. Stabilně transformované buňky BY-2. Výsledky
t-testu: přepážky > 2x laterálńı (p = 1), přepážky < 2x laterálńı (p = 0), přerušovaná linie odpov́ıdá polovině intenzity
fluorescence přepážek. Sńımky jsou v r̊uzném měř́ıtku, délka úsečky 10 µm, intenzita byla upravena lineárńı korekćı
úrovńı.
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Obrázek 3.22: Vnitrobuněčná lokalisace proteinu MAP181−23-GFP. Stabilně transformované buňky BY-2.
Výsledky t-testu: přepážky > 2x laterálńı (p = 0.973), přepážky < 2x laterálńı (p = 0.027), přerušovaná linie odpov́ıdá
polovině intenzity fluorescence přepážek. Sńımky jsou v r̊uzném měř́ıtku, délka úsečky 10 µm, intenzita byla upravena
lineárńı korekćı úrovńı.
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5 min 12 min 25 min 3 h

5 min 12 min 25 min 3 hod

8 min 3,5 h 5 min 16 min

Obrázek 3.23: Vliv osmotického stresu na proteiny DREPP. Horńı tři řady: osmotický stres 80 mM NaCl: po

řadách: DREPP2-GFP, DREPP4-GFP, MAP181−23-GFP. Spodńı řada: osmotický stres sorbitolem 80 mM (prvńı

dva sńımky) a 240 mM (druhé dva sńımky), provedeno pouze u MAP181−23-GFP. Délka p̊usobeńı osmotického stresu
je uvedena u konkrétńıch obrázk̊u. Ve všech př́ıpadech byly sledovány stabilně transformované buňky BY-2. Sńımky
jsou v r̊uzném měř́ıtku, délka úsečky 10 µm, intenzita byla upravována lineárńı korekćı úrovńı pouze u MAP181−23-
GFP.
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3.4 Výsledky proteomické analýzy

3.4.1 Solubilisovatelnost proteinu DREPP-GFP

Podmı́nkou úspěšného provedeńı Blue-native PAGE je solubilisace vzorku
v dodecylmaltosidu či Tritonu X-100. V prvńım experimentu byla testována
solubilisovatelnost proteinu DREPP-GFP v obou detergentech. Materiálem
byla mikrosomálńı frakce z buněk BY-2 stabilně transformovaných kon-
strukty DREPP2-GFP a DREPP4-GFP. Koncentrace detergentu byly voleny
v rozmeźı 0,5 – 2 %, po extrakci detergentem byl vzorek centrifugován a jak
supernatant, pelet, tak i necentrifugovaný vzorek byly ošetřeny přidáńım
2D pufru a naneseny ny elektroforézu (obrázek 3.24). Př́ıtomnost proteinu
DREPP-GFP byla detekována imunoblotem (obrázek 3.25). Bylo zjǐstěno,
že ve všech variantách ošetřených detergentem se veškeré proteiny vysky-
tuj́ı v supernatantech, což můžeme vysvětlit bud’ dokonalou solubilisaćı,
č́ımž bychom ovšem popřeli existenci detergentuvzdorné frakce plasmatické
membrány, nebo t́ım, že centrifugace při 16 000 g je nedostatečná pro sed-
imentaci nerozpustné frakce. Centrifugace při vyšš́ıch rychlostech nebyly
prozat́ım prováděny. Pozoruhodný výsledek byl źıskán při imunoblotováńı
varianty DREPP4-GFP, kdy v kontrolńım vzorku (mikrosomálńı frakce so-
lubilisovaná pouze v 2D pufru) byl detekován pruh při ∼63 kDa, kdežto
va všech frakćıch resuspendovaných v BN pufru a ošetřených detergen-
tem byly detekovány pruhy velikosti 55 kDa. Samotný protein DREPP4
migruje při ∼22 kDa (Gantet et al., 1996) a GFP při ∼30 kDa, pruh při
55 kDa by tud́ıž mohl odpov́ıdat konstruktu. Nárust velikosti o zhruba 10
kDa nelze jednoduše interpretovat, nebot’ proteomické profily všech vzork̊u
vypadaly identicky (přestože v kontrolńım vzorku byla trojnásobná kon-
centrace 2D pufru). Zopakovat experiment se nepodařilo kv̊uli systematic-
kým problémům s imunoblotováńı. Podezřelý je taktéž nepoměr intenzit
mezi kontrolou a detergentovými variantami, nebot’ ve všech variantách
bylo nanášeno ekvivalentńı množstv́ı protein̊u a nebot’ v peletech nebyly
detekovány žádné proteiny, měly by být pruhy ve všech variantách identické.

3.4.2 Optimalisace blue-native PAGE

Optimalisovaný postup blue-native je popsán v metodické části. Separovány
byly jak vzorky mikrosomálńı frakce, tak plasmatické membrány Arabidopsis
thaliana. Pomoćı MALDI-TOF hmotnostńı spektroskopie byly ve frakci PM
identifikovány některé dominantńı proteiny: např. SKU5, glyceraldehyd-3-
fosfát dehydrogenáza, fruktosa-bisfosfát aldolasa, VHA-A, V-ATPasa-1.

Vhodným nastaveńım parametr̊u BN-PAGE je možné dosáhnout poměrně
kvalitńı separace proteinových komplex̊u. Ostrost pruh̊u se však zpravidla
lǐśı v r̊uzných částech gradientu. Nebezpeč́ım při BN-PAGE je zadržováńı
protein̊u na startu elektroforézy a na rozhrańı zaostřovaćıho a děĺıćıho gelu,
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Obrázek 3.24: Solubilisovatel-

nost DREPP4-GFP: SDS-

PAGE. Mikrosomálńı frakce
ze stabilně transformovaných
buněk BY-2 (400 µg protein̊u)
byla resuspendována v 90 µl
BN pufru a po přidáńı deter-
gentu inkubována 20 min na
ledu. Poté bylo ke vzorku bud’
přidáno 50 µl 2D pufru (Σ),
nebo byl extrakt centrifugován
(16 000 g, 4°C, 10 min) a
k peletu (P) i supernatantu (S)
bylo přidáno 50 µl 2D pufru.
Všechny vzorky byly naneseny
na elektroforézu v ekvivalentu
100 µg protein̊u. Kontrola (K)
byla připravena stejným zp̊u-
sobem jako vzorek Σ, avšak bez
přidáńı detergentu. Molekulové
hmotnosti jsou uvedeny v kDa.

Obrázek 3.25: Solubiliso-

vatelnost DREPP4-GFP:

imunoblot. Vzorky byly
připraveny stejným postupem
jako na obrázku 3.24, sepa-
rovány pomoćı SDS-PAGE a
imunoblotovány protilátkou
anti-GFP. Kontrola (K) byla
v tomto př́ıpadě připravena
pouhou solubilisaćı vzorku v 2D
pufru, bez resuspendováńı v BN
pufru. Molekulové hmotnosti
jsou uvedeny v kDa.
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Obrázek 3.26: DREPP4-

GFP – Blue-native PAGE.

Mikrosomálńı frakce ze stabilně
transformovaných buněk BY-2
(100 µg protein̊u) byla resus-
pendována v 70 µl BN pufru
a poté inkubována 10 min na
ledu s 0,5 % DM. Vzorek byl
centrifugován (16 000 g, 4°C,
10 min) a 20 µ bylo naneseno
na BN-PAGE. V horńı části
přiložen 1. rozměr BN-PAGE
s markerem. Molekulové
hmotnosti jsou uvedeny v kDa.

které bylo výrazněǰśı zvláště u hustš́ıch vzork̊u plasmatické membrány. Par-
ciálńım řešeńım tohoto problému je ńızké napět́ı při elektroforéze a snižováńı
nanášky protein̊u.

Bylo učiněno velké množstv́ı pokus̊u i imunodetekci DREPP-GFP konstrukt̊u
či tubulinu, veskrze bez výsledk̊u37. Jediným výsledkem proteomické části
je tud́ıž zavedeńı metodiky blue-native elektroforesy.

37Př́ıčina neúspěch̊u nebyla prozat́ım uspokojivě odhalena.
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Diskuse

Náš zájem o proteiny rodiny DREPP začal zjǐstěńım, že membránový tabá-
kový protein DREPP kosedimentuje s polymerovaným tubulinem in vitro.
V současné době je jednoznačně potvrzen pouze jediný protein plasmatické
membrány, který se zároveň váže laterárně na kortikálńı mikrotubulárńı cy-
toskelet, podjednotka δ fosfolipázy D (Gardiner et al., 2001; Andreeva et al.,
2009). Interakce plasmatické membrány s kortikálńımi mikrotubuly však
muśı být ve skutečnosti mnohem složitěǰśı a protein DREPP by tak mohl
být daľśım prvkem této mozaiky.

Je protein DREPP novým spojovaćım článkem mezi mikrotubu-
lárńım cytoskeletem a plasmatickou membránou?

V nedávné době byl charakterisován i daľśı nový protein vázaj́ıćı se na
mikrotubuly, protein MAP18 u Arabidopsis thaliana, který údajně zpoma-
luje polymeraci mikrotubul̊u (Wang et al., 2007). Výzkumná skupina sice
potvrdila jeho interakci s mikrotubuly in vitro i in vivo pomoćı imunofluo-
rescenčńıho značeńı, avšak zcela opominula prověřit jeho membránovou lo-
kalisaci – protein MAP18 je totiž jedńım ze dvou paralog̊u proteinu DREPP
v huseńıčku, jež oba disponuj́ı konzervovanou N-terminálńı doménu, pro-
střednictv́ım které se vážou na plasmatickou membránu. Důkladnou charak-
terisaci obou paralog̊u (které označili jako PCaP1 a PCaP2) provedli v ne-
dávné době japonšt́ı výzkumńıci, kteř́ı prokázali, že membránová asociace
obou protein̊u je zajǐst’ována myristylovou kotvou a nav́ıc interakćı s bis-
a trisfosforylovanými fosfatidylinositoly, která je senzitivńı ke hladině kom-
plexu Ca2+-kalmodulin. Na základě těchto zjǐstěńı představili model funkce
protein̊u PCaP: proteiny blokuj́ı dostupnost PtdIns(4,5)P2 pro jeho daľśı
efektory, např. fosfolipázu C. Zvýšeńı cytoplasmatické koncentrace Ca2+ by
vedlo k uvolněńı PCaP z vazby k PtdIns(4,5)P2 a k aktivaci signálńıch
drah zprostředkovávaných aktivitou PLC a daľśıch efektor̊u PtdIns(4,5)P2
(Kato et al., 2010b). Do tohoto modelu však v̊ubec nezahrnuj́ı možnou inter-
akci protein̊u s cytoskeletem. Z vazby k mikrotubul̊um by měl být odpovědný
motiv KKEE, který je v mnoha repetićıch př́ıtomen u MAP18, a v poněkud
menš́ım množstv́ı i u ostatńıch zástupc̊u rodiny DREPP. Bohužel stabilńı
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exprese fluorescenčńıch protein̊u DREPP-GFP a MAP18-GFP vede k ho-
mogenńı membránové lokalisaci (Kato et al., 2010a) a neńı patrný žádný
náznak vláknité distribuce, který se podařilo źıskat při imunofluorescenčńım
značeńı proteinu MAP18. Otázka interakce protein̊u rodiny DREPP s mi-
krotubuly tak stále z̊ustává otevřena.

Protein DREPP je apomorfíı skupiny Euphyllophyta

Již Gantet et al. (1996) popisuj́ı proteiny DREPP jako specifické pro ros-
tliny. Podrobnou studii jejich evoluce však zat́ım nikdo neučinil. Z tohoto
d̊uvodu jsem se pokusil vyhledat všechny dostupné sekvence gen̊u DREPP
z EST databáźı. Podařilo se mi pokrýt zástupce všech majoritńıch skupin
rostlin. Většina liníı rostlin obsahuje pouze jediný gen DREPP. Nejbasál-
něǰśıho zástupce rodiny DREPP jsem nalezen u kapradin, konkrétně u net́ıku
Adiantum capillus-veneris. U mechorost̊u ani plavuńı nebyl nalezen žádný
homolog. Protein DREPP lze tud́ıž označit za jednu z apomorfíı skupiny
Euphyllophyta.

Protein DREPP je tvořen minimálně třemi hlavńımi doménami: N ter-
minálńı doménou (cca 25 aminokyselin), která interaguje s PtdInsPs a je
myristylována, centrálńı doménou (cca 110 aminokyselin) neznámé funkce,
ve které se stř́ıdaj́ı motivy basické KK, kyselé EE a hydrofobńı IVV a C-
terminálńı doménou, která je na rozd́ıl od předchoźıch, velmi konzervovaných
domén vysoce variabilńı, je potenciálńım interakčńım mı́stem s mikrotubuly
a obsahuje motivy typu EEKK a částečně konzervovaný motiv VVI. Na C-
konci proteinu je konzervovaný motiv typu EPPKA. Funkce centrálńı ani
C-terminálńı domény nebyly zat́ım podrobně zkoumány.

Během evoluce došlo k několika duplikaćım či redukćım genu DREPP

Fylogenetickou analýzou (Neighbor-Joining i maximum likelihood) se mi
podařilo doložit, že v řadě taxon̊u došlo k nezávislým duplikaćım genu
DREPP (Coniferophyta, Poaceae, Solanaceae, Asteraceae, Nicotiana, He-
lianthus, Brassica). Zároveň však došlo ve dvou př́ıpadech i ke zřejmým
druhotným ztrátám jednoho z paralog̊u ve vnitřńıch skupinách Pooideae a
Solanoideae.

Samostatnou otázkou je evoluce genu MAP18, který sd́ıĺı homologickou N-
terminálńı doménu s ostatńımi členy rodiny, avšak postrádá celou centrálńı
doménu a prodělal rozsáhlou extenzi C-terminálńı domény repeticemi typu
PAVEEKK. Homology genu MAP18 se mi podařilo nelézt pouze u Arabidop-
sis thaliana a Arabidopsis lyrata. U Arabidopsis thaliana jsem studoval ko-
linearitu genomu v okoĺı 200 gen̊u okolu lokus̊u MAP18 a PCaP1 a potvrdil
jsem kolineárńı uspořádáńı, které jasně dokládá homologii obou protein̊u a
zároveň nasvědčuje skutečnosti, že gen MAP18 vznikl při rozsáhleǰśı genové

88



duplikaci, nikoli unikátńı duplikaćı jediného genu či jeho části. K doložené
celogenomové duplikaci, během které mohl vzniknout MAP18, došlo na
počátku evoluce čeledi Brassiacaceae (Bowers et al., 2003; Schranz et al.,
2007) Pokud by ke vzniku genu MAP18 mělo doj́ıt při této události, měly
by být jeho homology př́ıtomny i u ostatńıch brukvovitých rostlin. U všech
ostatńıch sekvenovaných brukvovitých rostlin jsem však našel pouze homo-
logy ke genu PCaP1. Je však nutné doplnit, že všechny sekvenované druhy
patř́ı do jediné linie brukvovitých rostlin směřuj́ıćı k rodu Brassica, která je
sesterská k linii směřuj́ıćı k Arabidopsis. Je tedy možné, že gen MAP18 se
zachoval pouze v linii Arabidopsis a ve druhé vymizel, podobně, jako se to
stalo s paralogy genu DREPP v jiných čeled́ıch.

Rozsáhlá redukce centrálńı domény neproběhla pouze během evoluce MAP18,
avšak podařilo se mi ji doložit i u zástupc̊u řádu Asparagales.

Myristylačńı konsensus bude třeba revidovat. . .

Velmi pozoruhodným výsledkem, který jsem źıskal při hledáńı ortholog̊u
proteinu DREPP, je nalezeńı variability v myristylačńım konsensu, konk-
tétně v glycinu na posici 2, který je uváděn jako nezbytný pro myristylaci
(Podell & Gribskov, 2004). Např́ıč r̊uznými rostlinnými skupinami jsem de-
tekoval jeho substituci threoninem, serinem, aspartátem či valinem. . . Sub-
stituci, ke které zpravidla došlo u jednoho z duplicitńıch paralog̊u proteinu,
by bylo možné zd̊uvodnit ztrátou myristylace během evoluce. Experimen-
tálńı mutace glycinu alaninem skutečně blokuje myristylaci (Nagasaki et al.,
2008) a d̊usledkem je však zároveň i ztráta membránové lokalisace proteinu.
Substituce glycinu serinem se vyskytuje i u proteinu DREPP4, jehož flu-
orescenčńı konstrukt jsem stabilně exprimoval v BY-2 a i přestože nemá

”
správné“ myristylačńı mı́sto, jednoznačně jsem dokázal že je lokalisován

na membráně a jeho distribuce je totožná s distribućı druhého zkoumaného
paralogu DREPP2 s konsensuálńım myristylačńım mı́stem. Je tedy možné,
i) že uznávaná hypotéza myristylačńıho konsensu je chybná a myristylace
je robustněǰśı v požadavćıch, či že ii) u zmı́něných homolog̊u docháźı k jiné
modifikaci, jež zajǐst’uje jejich membránovou lokalisaci, či že iii) k mem-
bránové lokalisaci protein̊u DREPP neńı nezbytná myristylace. Objasněńı
tohoto problému bude jednou z priorit mého daľśıho studia rodiny DREPP.

Mimořádné postaveńı protein̊u rodiny DREPP lze popsat analý-
zou hlavńıch komponent

Daľśı zaj́ımavou vlastnost́ı protein̊u rodiny DREPP a zvláště jejich C-termi-
nálńı domény, je mimořádný obsah aminokyselin P, A, V, E a K s častými
motivy EE a KK, které zřejmě zapřičiňuj́ı vnitřńı nestrukturovanost pro-
tein̊u (Nagasaki-Takeuchi et al., 2008). Pomoćı algoritmu PSI-BLAST lze
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podobné motivy vypátrat u protein̊u s anotovanou schopnost́ı vázat kationty,
která byla potvrzena i u PCaP1 (Nagasaki-Takeuchi et al., 2008). Velké
množstv́ı motiv̊u typu PAVEK obsahuje i největš́ı protein na Zemi - titin,
jež udržuje architekturu svalového vlákna. Modul PAVEK tvoř́ı nestruk-
turovanou flexibilńı doménu zajǐst’uj́ıćı pružnost proteinu. Analogii motivu
KKEE nacháźıme i v jiném obř́ım proteinu – savč́ım MAP1B, přičemž
tento motiv je považován za vlastńı doménu vázaj́ıćı se na mikrotubuly.
Vnitřně nestrukturované motivy jsou typické pro tzv. scaffold proteiny, které
slouž́ı jako interakčńı rozhrańı pro jiné proteiny, např́ıklad kinázy protein̊u.
Nestrukturovanost umožňuje přizp̊usobeńı povrchu proteinu interakčńımu
partneru a efektivńı tvorbu komplexu (Cortese et al., 2008).

Pokud provedeme analýzu hlavńıch komponent všech protein̊u Arabidop-
sis thaliana dle relativńıho obsahu jednotlivých aminokyselin, zjǐst’ujeme,
že proteiny tvoř́ı trojúhelńıkovitý útvar, v jehož vrcholech lež́ı: lysin a glu-
tamát ve směru hlavńı osy PCA1 (která vyjadřuje 15 % variability), serin a
prolin ve směru osy PCA2 (která vyjadřuje 12 % variability) a glycin v zá-
porné části PCA2. Je zaj́ımavé, že právě tyto aminokyseliny jsou typické pro
vnitřně nestrukturované proteiny (Cortese et al., 2008). Hlavńı variabilitu
v proteomu, podchycenou analýzou hlavńıch komponent, bychom tak snad
alespoň z části mohli vysvětlit strukturovanost́ı, respektive nestrukturova-
nost́ı protein̊u. Zároveň se zdá, že by mohly existovat tři hlavńı typy nestruk-
turovaných protein̊u – s nabitými aminokyselinami (K,E), s polárńımi aminoky-
selinami (S) a s nenabitými aminokyselinami (G). Proteiny rodiny DREPP
jsou tak charakteristickými zástupci protein̊u s vysokým obsahem K a E a
v tomto směru zcela vyniká MAP18, který patř́ı mezi nejextrémněji situo-
vané proteiny ve směru hlavńı osy PCA1. Daľśım zaj́ımavým fenoménem
je skutečnost, že vlastńı vnitřně nestrukturovaná doména protein̊u rodiny
DREPP se zároveň vyznačuje velkou evolučńı dynamikou vrchoĺıćı vznikem
extrémně diversifikovaného proteinu MAP18 v rámci čeledi Brassicaceae.
Zodpovězeńı otázky, zda-li je souvislost mezi vnitřńı nestrukturovanost́ı pro-
teinu a rychlost́ı jeho evoluce, však bude vyžadovat hlubš́ı pr̊uzkum.

Membránová lokalisace proteinu DREPP

Homogenńı membránovou distribuci, která byla publikována u proteinu PCaP1,
jsem potvrdil i ve svých experimentech se dvěma podobnými paralogy pro-
teinu DREPP z tabáku fúzovanými s GFP – DREPP2-GFP a DREPP4-
GFP. Ve stabilně transformovaných buňkách BY-2 se mi podařilo proteiny
detekovat v plasmatické membráně od nejraněǰśıch stádíı tvorby fragmo-
plastu a nikdy se nevyskytovaly v cytoplasmatických váčćıch.

Zcela identickou distribuci jsem pozoroval i u proteinu MAP181−23-GFP
v BY-2, který odpov́ıdá N-terminálńı doméně proteinu MAP18, která je
myristylována a interaguje s PtdInsPs. Kato et al. (2010a) hypotetizuj́ı, že
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homogenńı distribuce fluorescenčńıch protein̊u MAP18-GFP, u nichž byla
dokázána vazba na mikrotubuly, by mohla být zp̊usobena sterickou blokaćı
domény interaguj́ıćı s mikrotubuly připojeným fluorescenčńım proteinem.
Alternativně by bylo možné homogenńı distribuci vysvětlovat nadbytkem
proteinu vlivem overexprese fluorescenčńıho konstruktu a maskováńım jeho
přirozené distribuce. Taktéž by bylo možné, že asociace proteinu s mikrotu-
buly je regulována fosforylaćı vazebného mı́sta, nebot’ v bĺızkosti potenciál-
ńıch motiv̊u s afinitou k mikrotubul̊um jsou konzervovaná residua serinu a
tyrosinu. Protein SB401, který se vyskytuje v pylu, je specifický pro Solanum
berthaulti a podobně jako MAP18 se váže na mikrotubuly prostřednictv́ım
motiv̊u typu KKEE, je taktéž regulován fosforylaćı na podobných posićıch
(Liu et al., 2009).

Poměrně zaj́ımavé výsledky se mi podařilo źıskat při biolostické transfor-
maci připravených konstrukt̊u do rostlinného materiálu (epidermis list̊u a
buňky BY-2). Jednak jsem potvrdil dř́ıvěǰśı pozorováńı, že připojeńı GFP
na N-konec proteinu zabraňuje myristylaci, což vede k cytosolické lokalisaci
tabákových protein̊u DREPP. Sledoval-li jsem distribuci protein̊u s GFP na
C-konci, spatřil jsem, kromě lokalisace na plasmatické membráně, protein i
v klastrech uvnitř cytosolu, z nichž některé připomı́naly cytosolické váčky
a v několika př́ıpadech i prevakuolárńı a vakuolárńı kompartmenty. Čistě
váčková distribuci jsem pak pozoroval u proteinu MAP181−23-GFP.

Pozorovaná distribuce, odlǐsuj́ıćı se diametrálně od stabilně transformova-
ného materiálu, by mohla být artefaktem biolistické metody, která je pravdě-
podobně pro buňku stresuj́ıćım faktorem: proteiny DREPP interaguj́ı s Pt-
dInsPs, které silně reaguj́ı na stresové podmı́nky a distribuce fluorescenčńıch
protein̊u DREPP tak může reflektovat změny jejich hladin a lokalisace.

V tomto kontextu je třeba zmı́nit, že prozat́ım nebylo prokázáno, se kterým
isomerem PtdInsPs proteiny DREPP skutečně interaguj́ı, nebot’ in vitro je
jejich afinita poměrně široká. Pravděpodobně je irelevantńı jejich interakce
s PtdIns(3,4,5)P3, který nebyl ani po v́ıce než 10 letech intenzivńıho studia
v rostlinách nalezen. Naopak moje biolistické experimenty ukazuj́ı, že by
mohly proteiny hypoteticky interagovat i s PtdIns(3,5)P2, který je vázán
na vakuolárńı kompartmenty a jeho hladiny se zvyšuj́ı během stresových
podmı́nek. Interakce protein̊u DREPP s PtdIns(4,5)P2 je pak velmi prav-
děpodobná, vzhledem k lokalisaci proteinu na plasmatické membráně. U to-
hoto isomeru byla pozorována dynamická relokalisace během osmotického
stresu spoč́ıváj́ıćı v jeho endocytose prostřednictv́ım klathrinových váčk̊u
(Konig et al., 2008), č́ımž bychom taktéž mohli vysvětlit distribuci fluo-
rescenčńıch protein̊u po biolistické transformaci. S monofosforylovanými Pt-
dInsP je interakce protein̊u DREPP výrazně slabš́ı (Nagasaki et al., 2008;
Kato et al., 2010a) a pravděpodobně bude i méně významná.

Potenciálńı možnost endocytosy proteinu DREPP jsem se pokusil proveřit
aplikaćı osmotického stresu na stabilně transformované buňky BY-2, avšak
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i po třech hodinách jsem nepozoroval změnu lokalisace fluorescenčńıch pro-
tein̊u, přestože došlo k mohutné plasmolýze buněk. Protein byl patrný i
v Höchtových vláknech a zaj́ımavým jevem, který jsem pozoroval, byla roz-
sáhlá destrukce fragmoplastu zp̊usobená expanźı jednotlivých váčk̊u během
plasmolýzy.

Fyziologická role protein̊u rodiny DREPP

Fyziologická funkce protein̊u rodiny DREPP neńı známa, ale mohla by sou-
viset s regulaćı morfogeneze buněk. Všechny stabilně transformované linie
BY-2, které jsem připravil, vykazuj́ı poruchy polarity buněčného děleńı a
tvarové malformace, jejichž exaktńımu vyhodnoceńı se budu dále věnovat.
Morfologické defekty byly již pozorovány při overexpresi MAP18 v huseńıčku,
která ovlivňila elongaci kořenových buněk, morfogenezi buněk epidermál-
ńıch a reorganisovala mikrotubuly (Wang et al., 2007). Pozorováno bylo také
zvýšeńı frekvence větveńı kořenových vlásk̊u (Kato et al., 2010b). Wang et al.
(2007) vysvětluj́ı pozorované fenotypové změny aktivitou MAP18 na cyto-
skelet, nebot’ protein je prokazatelně schopen inhibovat polymeraci mikro-
tubul̊u in vitro. Kato et al. (2010b) preferuj́ı vysvětleńı zahrnuj́ıćı narušeńı
fosfoinositolové signalisace. Já jsem pozoroval výše zmı́něné efekty i u fluo-
rescenčńıho proteinu MAP181−23-GFP, který neinteraguje s mikrotubuly a
mohl by tedy pouze blokovat dostupnost fosfatidylfosfoinositol̊u.

Exprese MAP18 se zvyšuje při intoxikaci arsenem (Abercrombie et al., 2008)
a naopak zastoupeńı proteinu DREPP u Medicago truncatula klesá při myko-
rhize či nadbytku fosfát̊u (Valot et al., 2005), tedy ve všech př́ıpadech sledu-
jeme odezvu souvisej́ıćı se schopnost́ı přij́ımat fosfáty z p̊udy. Dále reaguje
exprese protein̊u DREPP na řadu stres̊u a zvyšuje se při senescenci. Pro-
tein MAP18 se dle jedné z expresńıch studíı specificky syntetisuje v pylové
láčce a kořenových vlásćıch, pokud by se tyto výsledky potvrdily, znamenalo
by to, že by jeho funkce mohla být zapojena do regulace apikálńıho r̊ustu
(Kato et al., 2010b).

Protein MAP18 je d̊ukazem, že i evolučně velmi mladé proteiny mohou plnit
velmi specifické funkce a že bychom studium buněčných proces̊u u rostlin
neměli omezovat pouze na jednu modelovou rostlinu, nebot’ rozd́ıly mezi
jednotlivými skupinami rostlin nebudou zanedbatelné. Studium celé rodiny
protein̊u DREPP nám pak může ř́ıci něco nového o procesech, které stály
u zrodu pravých vyšš́ıch rostlin.
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Závěry

Tato diplomová práce navázala na předchoźı výsledky publikované o pro-
teinu DREPP a pokusila se rozš́ı̌rit prozkoumané obzory.

i) Byla zpracována evoluce proteinu DREPP. Byly zjǐstěny pozoruhodné
alternace v sekvenčńım konsensu pro N-terminálńı myristylaci v rámci
některých skupin rostlin, studium tohoto fenoménu bude zaj́ımavým
tématem pro daľśı výzkum.

ii) Byla studována evoluce proteinu MAP18, a bylo doloženo, že se celá
jeho evoluce musela odehrát v rámci čeledi Brassicaceae. Tento protein
je d̊ukazem, že i poměrně divergovaný protein se specifickou funkćı
může vzniknout relativně rychle, v historickém měř́ıtku stář́ı jedné
čeledi rostlin.

iii) Pomoćı analýzy hlavńıch komponent bylo demonstrováno vyj́ımečné
postaveńı protein̊u rodiny DREPP, zejména MAP18, v rámci celého
proteomu, dané jejich extrémńım aminokyselinovým složeńım, které
koreluje s vnitřně neuspořádanou strukturou těchto protein̊u.

iv) Byla prozkoumána vnitrobuněčná lokalisace protein̊u NtDREPP po-
moćı GFP-fúze a po biolistické transformaci se podařilo detekovat
nehomogenńı distribuci proteinu NtDREPP, která zat́ım nebyla pub-
likována a jej́ıž daľśı studium by mohlo přinést nové poznatky o funkci
proteinu DREPP, která je stále neznámá.

v) Naše výsledky naznačuj́ı, že by všechny proteiny rodiny DREPP mohly
interagovat s kortikálńım mikrotubulárńım cytoskeletem (nejen pro-
tein MAP18, u kterého byla tato schonost publikována), bohužel použi-
tými metodami (GFP-fúze) se nám tuto interakci nepodařilo dokázat.

vi) Byla zavedena metodiku blue-native elektroforézy, která bude vhodná
pro daľśı studium proteinových komplex̊u v plasmatické membráně.
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