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Abstrakt

DREPP (Developmentally regulated plasma membrane polypeptide, syn.
PCaP1 u Arabidopsis thaliana) je membranovy protein velikosti 20-25 kDa
specificky pro rostliny. Fylogenetickou analyzou jsme dolozili jeho vznik
u kapradin. Béhem evoluce velkych ¢eledi ( Poaceae, Brassicaceae, Solanaceae
a Asteraceae) a jehlicnanu Coniferophyta doslo k nékolika nezavislym dupli-
kacim genu, které byly nasledovany druhotnou ztratou jednoho z paralogi
u podceledi Pooideae a Solanoideae. Ve skupinach Asparagales a Brassi-
caceae probéhly dvé rozsahlé modifikace proteinu. Takto vznikly divergov-
any paralog u husenicku byl jiz diive popsan jako MAP18 (Microtubule-
associated protein 18, syn. PCaP2). Testem kolinearity chromosomovych
useku v okoli lokusu AtPCaP1 a AtMAPI18 se nam podafrilo dokézat, ze
gen MA P18 vznikl nejspise béhem celogenomové duplikace na pocatku celedi
Brassicaceae.

V predchozich studiich byl protein DREPP doloZzen v detergentuvzdorné
frakci plasmatické membrany a bylo dokazano, ze k membranové lokalisaci
proteinu je nezbytnd myristylovd kotva. Vazba proteinu na membranu je
déale modifikovana interakci s PtdInsPs, kterd je inhibovatelnd komplexem
Ca-kalmodulin (Nagasaki et al., 2008). Mutace v myristylacnim misté (Gly2
substituovén Ala) ¢ pripojeni GFP na N-konec proteinu blokuje jeho mem-
brénovou lokalisaci (Nagasaki et al., 2008). Ovsem u fady rostlinych druhu
spatiujeme pfirozenou substituci Gly2 jinymi animokyselinami (Ser, Thr or
Asp) a v pripadé tabdku jsme pomoci fluorescenéniho proteinu DREPP4-
GFP dolozili, ze tato substituce neovliviiuje membranovou lokalisaci pro-
teinu — ve stabilné transformovanych tabakovych bunkach BY-2 jsme potvrdili
uniformni lokalisaci proteinu DREPP-GFP na plasmatické membrané a po
biolostické transformaci jsme pozorovali zpravidla nehomogenni distribuci
proteinu v cytosolickych vaccich.

Sekundarni struktura proteinu DREPP je vnitiné neuspoiddand s fadou mo-
tiva VEEKK, které by mohly byt zodpovédné za vazbu proteinu k mikro-
tubulim, kterda byla prokdzana u paralogu MAP18 (Wang et al., 2007).
V nagich experimentech jsme prokazali, ze s mikrotubuly in vitro kosedimen-
tuje taktéz tabakovy homolog proteinu DREPP, coz nasvédc¢uje moznosti, ze
funkce vsech proteini DREPP souvisi s kortikdlnim cytoskeletem a mohly



by tak byt specifickym signalisa¢nim rozhranim mezi plasmatickou membra-
nou a cytoskeletem u rostlin. Pouzitd metoda vizualizace proteinu DREPP
in vivo pomoci GFP-fize neumoznila ovérit interakci proteinu DREPP s mi-
krotubuly. K ditkazu této interakce a k objasnéni fyziologické role proteinu
DREPP bude tieba pouzit dalsi experimentalni pfistupy.



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 PCaPI and MAP18 paralogues in Ara-
bidopsis thaliana and we hypothesize that MA P18 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-Dichlorofenoxyoctové kyselina

2D Dvourozmérny

ABA Kyselina abscisiva

BN Blue-native

BSA Bovinni serovy albumin

CASA Cellulose synthase

cDNA Complementary DNA k mRNA

DM n-Dodecyl-3-D-maltosid

DMSO Dimethylsulfoxid

DREPP Developmentally regulated plasma membrane polypeptide
DRM Detergent-resistant plasma membrane fraction
DTT 1,4-Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraoctova kyselina

EGTA Ethylenglykoltetraoctové kyselina

EST Expressed sequence tag

EtOH Ethanol

FRAP Fluorescence recovery after fotobleaching
GFP Green fluorescent protein

HPLC High performance liquid chromatography
micd Methyl-3-cyklodextrin

MALDI Matrix-associated laser desorption and ionisation
MAP18 Microtubule-associated protein 18

MS/MS Tandem mass-spectroscopy
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PAGE
PCA
PCaP1
PLC
PM
PMSF
PtdInsPs
ROS
SDS
TLC
TOF
TX-100
UTSR
X-gal

Polyakrylamidova gelova elektroforesa
Principal component analysis

Plasma membrane-asociated cation-binding protein 1
Fosfolipaza C

Plasmatic membrane
Fenylmethylsulfonylfluorid
Phosphatidylinositolphosphates
Reactive oxygen species
Sodiumdodecylsulfat

Thin-layer chromatography
Time-of-flight

Triton X-100

Unie pro transport a signalisaci rostlin

5-bromo-4-chloro-3-indolyl 3-D-galactopyranosid



Uvod

.(DREPPs) are proposed as the first example of plant-specific and
developmentally regulated plasma membrane proteins. “
Gantet et al. (1996)

Kazda bunka je mikroskopickym ,ekosystémem“ tvorenym nékolika desit-
kami milionti proteinu a abundance jednotlivych druhi proteint jsou vysled-
kem slozitych interakei mezi tisici ostatnich druht proteinii. Celkovy stav
tohoto ,ekosystému“ reflektuje nejen externi vlivy pusobici na konkrétni
buiiku, ale i historickou zkuSenost bunky a celého organismu.

Popis celého takto komplikovaného systému vyzaduje popis vSech dil¢ich
interakcl mezi proteiny samotnymi, proteiny s lipidy membran a proteiny
s DNA. I prestoze absolutni popis vSech zminénych interakci je v soucasné
dobé prakticky neredlny, neni spravné propadat skepsi, nebot’ kazda odha-
lend interakce ndm umoznuje zpfesnit nase predstavy o chovani vnitrobu-
nécného ekosystému.

Mezi zakladni interakéni platformy v bunce patii plasmatickd membrana a
cytoskelet. Klasickym piikladem interakce struktur plasmatické membrany
s cytoskeletem, v tomto piripadé mikrotubularnim, je regulace aktivity kom-
plexu synthetisujicich celulosu. A¢ je tato interakce zdkladni pro celkovou
morfogenezi rostlinné bunky, je jeji molekularni podstata stile predmétem
aktudlniho vyzkumu (Crowell et al., 2009; Gutierrez et al., 2009). Jesté vice
tajemstvi skryvéa interakce mikrotubulu samotnych s plasmatickou membra-
nou. Prestoze kortikdlni sit’ mikrotubulua lezi tésné pod plasmatickou mem-
branou a pozorovani z elektronového mikroskopu dokazuji existenci pro-
teinu propojujicich obé struktury (rev. in Hamada, 2007), byl jednozna¢né
prokéazan pouze jediny vzajemny interaktor plasmatické membrany s mikro-
tubuldrnim cytoskeletem — fosfolipdza D (Gardiner et al., 2001).
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Proc¢ zkoumame proteiny rodiny DREPP?

Historie naseho baddani nad proteiny rodiny DREPP zacala experimentem
mé skolitelky, Katefiny Schwarzerové, jehoz cilem bylo nalézt nové kan-
ditaty na proteiny, které by mohly propojovat mikrotubuldrni cytoskelet
s plasmatickou membranou. Experiment spocival v kosedimentaci proteinu
plasmatické membriny tabakovych bunék BY-2 extrahovanych detergentem
CHAPS s hovézim tubulinem polymerovanym in vitro za piitomnosti tax-
olu (metoda dle Gardiner et al., 2001). Frakce interagujici s mikrotubuly
byla izolovana centrifugaci a separovana na 2D-PAGE. Vybrané proteiny
byly identifikovény pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektroskopie. Jednim
z objevenych kandidati na novy protein propojujici plasmatickou membranu
s mikrotubuly byl pravé protein DREPP, diive identifikovany v plasmatické
membrané tabaku (Gantet et al., 1996). V roce 2007 byla publikovana studie
popisujici novy protein interagujici s mikrotubuly — MAP18 (Wang et al.,
2007), ktery se vsak ukézal byt jednim ze dvou paralogu proteinu DREPP
v husenicku.

Cile této diplomové prace:

Charakterisace proteinti rodiny DREPP pomoci bioinformatickych,
mikroskopickych a biochemickych metod

Konkrétni néplni prace bylo:

i) studium fylogeneze proteini rodiny DREPP. Pohnutkami k fy-
logenetické studii bylo odhaleni staii proteinové rodiny, identifikovani
konzervovanych pozic v proteinu a datovani nékolika duplikaci, k nimz
v evoluci doslo.

ii) studium evoluce genu MAP18. MAPI18, jenz byl dolozen pouze
u Arabidopsis thaliana, je silné divergovanym paralogem konvenéniho
proteinu DREPP.

iii) proSetfeni intracelularni lokalisace tabdkovych proteini DREPP
pomoci exprese fluorescenénich proteint v bunkach. Zkoumana
byla predevsim interakce proteint s mikrotubuldrnim cytoskeletem a
plasmatickou membranou.

vi) potvrzeni membranové lokalisace proteinu MAP18. U tohoto
proteinu byla prokazana asociace s mikrotubuly, nikoli vSak mem-
branova lokalisace, kterd je ziejmé z homologie s ostatnimi proteiny
DREPP.

vii) zavedeni metodiky blue-native elektroforesy v nasi laboratofi
a aplikovat ji ke hledani novych membranovych komplext
interagujicich s cytoskeletem.



Literalni prehled

1.2 Interakce plasmatické membrany s cytoskele-
tem a bunécénou sténou

Plasmatickd membrana vytvari dstiedni rozhrani mezi bunkou a vnéjsim
prostiedim a figuruje tak v pfenosu metabolitu a signali v obou smérech.
U rostlin sehrdva plasmatickd membrana velmi dulezitou roli v procesech
diferenciace a morfogeneze buiiky prostfednictvim fizeni synthesy bunééné
stény (Lloyd & Chan, 2008). M&-li byt umoznén rust buiky do délky, je
nezbytné, aby celulosové mikrofibrily bunééné stény byly orientovany kolmo
na smér bunééného rustu (Szymanski & Cosgrove, 2009; Bisgrove, 2008).
Orientaci celulosovych mikrofibril reguluje kortikalni mikrotubularni cyto-
skelet, ktery lezi tésné pod plasmatickou membranou (Paredez et al., 2006).
V minulém roce bylo publikovano pozorovani, ze kortikalni cytoskelet nejen
reguluje smér pohybu komplextt CESA synthetisujicich celulosu, ale i Tid{ je-
jich sekreci na plasmatickou membranu (Crowell et al., 2009; Gutierrez et al.,
2009). Rust celulosovych mikrofibril déle reguluji proteiny rodiny COBRA
(Roudier et al., 2005, 2002; Schindelman et al., 2001), které jsou lokalisovany
na extracelularni strané plasmatické membrany diky glykosyl-fosfatidylinosi-
tolové kotvé, kterd zajist'uje jejich klastrovanou distribuci v membranovych
mikrodoménach. Membranové domény odlisného lipidového slozeni® a speci-
fické, zpravidla signdlni ¢i sekreéni funkce (Sorek et al., 2007; Zarsky et al.,
2009) hosti celou fadu dalsich proteinu dulezitych pro regulaci tvorby a
funkce bunécéné stény, napt. SKU5 (Sedbrook et al., 2002) ¢i arabinogalak-
tanové proteiny (Logan et al., 1997), fadu signalnich komponent, napi. leu-
cinové kindzy (Shahollari et al., 2007) a proteinu sekretorického aparatu,
jako napiiklad SNARE proteiny (Mongrand et al., 2004) a ROP GTPasy
(Sorek et al., 2007). I pfestoze mechanismus tvorby membranovych mikro-
domén neni uspokojivé vysvétlen, je pro jejich funkci a prostorovou lokali-
saci taktéz nezbytnd interakce s cytoskeletem. Aktinova mikrofilamenta mo-
hou interagovat s membranovymi doménami napiiklad prostiednictvim pro-
teinu annexinu (Konopka-Postupolska, 2007), jez hraji mimo jiné vyznam-

1Se zvysenym obsahem cholesterolu a sfingolipidi
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nou ulohu v pfenosu signélu z vnéjsiho prostiedi do bunky (Talukdar et al.,
2009). Mechanismus interakce kortikalniho mikrotubuldrniho cytoskeletu piek-
vapiveé neni stale dostateéné objasnén. Mikrotubuly se na plasmatickou mem-
branu mohou vazat pres komplexy ~-tubulinu, ktery je vazan k plasma-
tické membrané (Drykova et al., 2003), ¢i skrze proteiny interagujici s plus-
koncem mikrotubulu (+TIPs proteiny) (rev. in Hamada, 2007) a nebo pro-
stfednictvim proteint interagujicich s mikrotubuly lateralné. O této skupiné
proteinu je znémo zdaleka nejméné a jedinym prozkoumanym kandiddtem je
d-podjednotka fosfolipdzy D (Gardiner et al., 2001; Andreeva et al., 2009).
Novymi kanditaty by mohly byt proteiny rodiny DREPP, kterym se vénuje
nasledujici ¢ast literdlni reserse. Poslednim, velmi mélo prozkoumanym me-
chanismem vazby mikrotubuli k plasmatické membrané by mohla byt piim4
interakce a-tubulinu s membrénou diky S-palmitoylaci (Hemsley et al., 2008).

1.3 Rodina proteini DREPP

1.3.1 Historie objevu proteinové rodiny DREPP

Prvni zminky o proteinové rodiné DREPP (developmentally regulated plas-
ma membrane polypeptide) pochdzi z poloviny 90. let 20. stoleti, z d?)by,
kdy nebyla komg)letné osekvenovana zadna modelova rostlina a veskery mo-
lekularné-biologicky vyzkum byl vyrazné pracnéjsi nez dnes.

Prvni dva protein rodiny DREPP (P18 a P19) byly izolovény francouzskou
skupinou M. Rossignola z proteomu plasmatické membrany lista Nicotiana
tabacum(Gantet et al., 1996). Pozornost na né byla zaméfena poté, co bylo
zjisténo, ze dochézi k jejich akumulaci béhem kvétni indukce. Protein P18 byl
purifikovan prostiednictvim 2D-SDS-PAGE a po jeho fragmentaci trypsinem
byly pomoci Edmanova odbourdvani stanoveny c¢astec¢né aminokyselinové
sekvence jeho fragmenti, jez byly nasledné pouzity k navrzeni degenerova-
nych primert. S jejich pomoci byl z listové cDNA tabdku ziskan PCR frag-
ment genu oznac¢eného pracovné jako NtP18’CY4. Kompletni sekvence cDNA
tohoto genu byla ziskdna po rozsahlém PCR screeningu knihovny 200 000
kolonii ziskanych klonovdnim kompletni listové cDNA do FE. coli. Po ap-
likaci protilatky proti rekombinantnimu proteinu NtP18’C4 na elektrofore-
togramy plasmatické membrany bylo prekvapivé zjisténo, ze tato protilatka
rozeznava druhy protein P19, nikoliv P18, tudiz se podarilo identifikovat gen
proteinu P19. Identita byla dodate¢né potvrzena mikrosekvenovanim tohoto
proteinu. Expresni profily ziskané Northern blotem NtP18°C) poukazovaly
tak jako u proteinu na akumulaci mRNA tohoto genu v mladych listech a
béhem kvétni indukce. V kofenech nebyla mRNA detekovana. Exprese blo-
tovatelného homologu byla taktéz dokdzana u obou rodi¢ovskych taxoni N.
tabacum: N. sylvestris a N. tomentosiformis (Gantet et al., 1996).

Identifikaci dalsich dvou proteinu (P16 a P17) s podobnym expresnim pro-
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filem publikovala stejna vyzkumna skupina o rok pozdéji (Logan et al., 1997).
Mikrosekvenovanim peptidovych fragmentii proteinu P16 byly odvozeny pri-
mery s jejichz pomoci byly izolovany dva rtzné geny oznacené NtP16 a
NtP16°, jez byly po Western blotu ptifazeny k P16, respektive P17. Pomoci
Northern blotu bylo zjisténo, ze NtP16’ pochézi z rodicovského taxonu N.
sylvestris a NtP16 z N. tomentosiformis.

Na subcelularni drovni byly vSechny ¢tyii proteiny imunolokalisovany ve
frakci plasmatické membrany, separované od intraceluldrnich frakci ultra-
centrifugaci na sacharosovém gradientu. Na drovni celé rostliny byla imuno-
lokalisaci potvrzena odlisnd exprese dvojice P16 a P17 (hlavné starsi listy
v senescentni fdzi) oproti dvojici P18 a P19 (s maximem béhem kvétni in-
dukce pii zalozeni 13. listu). Exprese prvni dvojice je zaroven vyssi nez druhé
dvojice. Dvojice P16 a P17 byla oznacena jako DREPP1, resp. DREPP2,
dvojice P18 a P19 pak jako DREPP3, resp. DREPP4. Sekvence genu DREPP3
neni anotovana v databazich.

Tyto studie jsou prvni a pro dalSich deset let i posledni konkrétnéjsi infor-
mace o proteinech rodiny DREPP. Utrzkovité zminky, zvlasté o homologu
proteinu DREPP z Arabidopsis thaliana, béhem této doby pochézeji nejvyse
z ruznych proteomickych analyz zabyvajicich se plasmatickou membranou.
Intenzivnéjsi studium proteint rodiny DREPP se opét rozbiha az v nékolika
poslednich letech.

1.3.2 Objev proteinu PCaP1

Na pocatku roku 2007 publikoval japonsky tym Masayoshi Maeshimi studii
popisujici novy protein Arabidopsis thaliana PCaP1 (plasma-membrane as-
sociated cation-binding protein, Ide et al. (2007)), ktery identifikovali na
zdkladé sekveneni analogie s predtim popsanym proteinem fedkvicky Rap-
hanus sativus RVCaBP (Radish vacuole Ca?*-binding protein). U tohoto
proteinu popsali jeho schopnost vazat vapenaté kationty a podobné vlast-
nosti predpokladali i u proteinu PCaP1. Oba proteiny sdili opakujici se
variace na sekven¢ni motiv VEEKK a vynikaji vysokym obsahem lysinu
a glutamétu. Protein PCaP1 je zfejmym homologem tabdkovych proteinu
DREPP. Odhalenym vlastnostem proteinu PCaP1 bude vénovana zvlastni
kapitola.

1.3.3 Objev proteinu MAP18

Dva meésice po publikaci objevu proteinu PCaP1 pfichazi ¢insky tym Minga
Yuana s popisem zcela nového proteinu Arabidopsis thaliana interagujiciho
s mikrotubuly — MAP18 (Microtubule-associated protein 18, Wang et al.
(2007)), ktery byl opét objeven pii hledani sekvenénich analogif. Tentokrat
byla hledana opét pfitomnost sekvenéniho repetitivniho motivu KKEE, ale
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jako motivu, ktery je typicky pro neuralni protein interagujici s mikrotubuly
MAPIB a je zodpovédny za jeho vazbu na mikrotubuly. Schopnost proteinu
interagovat s mikrotubuly ¢insky tym nasledné dokazal. Recentné popisuje
tento protein i japonsky tym Masayoshi Maeshimi jako PCaP2 na zakladé
homologie s PCaP1 (Kato et al., 2010a). Pfehled popsanych zastupct rodiny
DREPP je uveden v tabulce 1.1.

Tabulka 1.1: Pfehled popsanych proteinu rodiny DREPP

Protein gen synonyma organismus citace
DREPP1 DREPPI1 P16, NtP16 N. tabacum  Logan et al. (1997)
DREPP2 DREPP2 P17, NtP16° N. tabacum  Logan et al. (1997)
DREPP3 neanotovdan P18 N. tabacum  Gantet et al. (1996)
N.
A
A

DREPP4 DREPP/ P19, NtP18°CY, tabacum  Gantet et al. (1996)

PCaP1 At4920260 . thaliana  Ide et al. (2007)

MAP18  At5¢944610 PCaP2 . thaliana  Wang et al. (2007),
Kato et al. (2010a)

1.4 Vlastnosti proteini rodiny DREPP

1.4.1 Expresni profily
Organova specificita exprese

EXPRESE DREPP U TABAKU Jak jiz bylo zminéno vyse, u tabaku exis-
tuji dvé dvojice homologu proteinu DREPP, které se ponékud lisi expes-
nimi profily, jez byly ziskény Northern blotem. Exprese DREPP1/2 kulmin-
uje zejména v senescentnich listech. Dale byla zaznamenana téz v kvétech
a v malé mite téz v korenech (Logan et al., 1997). Naproti tomu exprese
DREPP3// dosahuje maxima v mladych listech béhem kvétni indukce, ktera
je spojovana se zalozenim 13. listu. V pozdéjsich fazich vyvoje exprese klesa.
Gen se exprimuje ve vSech orgdnech prytu, transkript vSak nebyl detekovan
v korenech (Gantet et al., 1996). Mnozstvi pfislusnych proteinu stanovené
Western blotem koreluje s hladinou transkriptu, hlavni regulace exprese
probiha tudiz na drovni transkripce. Pfibuzny homolog k paru DREPP1/2
v bramboru vykazuje zvySené zastoupeni v peridermis bramborovych hliz ve
srovnani s parenchymem (Barel & Ginzberg, 2008).

EXPRESE PCaP1 U HUSENICKU Exprese PCaP1 byla zkoumdna pomoci
fize jeho promotoru s GUS reportérem a porovnavana s vysledky real-time
PCR. Exprese byla detekovana ve vSech orgdnech, hlavné v listech. Nizsi
byla v kofenové §picce (s vyjimkou tranzitni zény), v kvétech a SeSulich.
Casovym vyvojem exprese se autofi nezabyvali (Ide et al., 2007).

EXPRESE MAP18 U HUSENICKU Cinsky tym (Wang et al., 2007) vysetio-
val expresi MAP18 pomoci GUS reportérového systému fizovaného s frag-
mentem promotoru délky 2172 bp pfed iniciaénim kodonem. Silnou ex-
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presi MAP18 zaznamenali v kofenech s vyjimkou kofenové Spicky, v hy-
pokotylu, v délohédch a v kvétech a naopak konstrukt se neexprimoval v lis-
tech ani ve stonku s vyjimkou trichomt. Radikalné odliny expresni profil
vsak ziskal japonsky tym (Kato et al., 2010a), ktery zkoumal fragment pro-
motoru s pfesahem do preklddané oblasti-2070 bp az 15 bp a posléze deteko-
val glukuronidasovou aktivitu pouze v kofenovych vlascich a pylové lacce.
P#i¢iny nesouladu autofi hloubéji nediskutuji. Tkanovou lokalisaci proteinti
rodiny DREPP shrnuje tabulka 1.2.

Tabulka 1.2: Exprese gent rodiny DREPP

Gen silné exprimovan slabé neexprimovan

citace

NtDREPP1/2  senescentnf listy, méné kvéty  stonek, kofeny = —

NtDREPP3/4  kvéty a mladé listy pii pryt kofeny
kvétni indukci, pozdéji klesd

AtPCaP1 vSechny organy, hlavneé listy kvéty, plody —

AtMAP18 kofen, hypokotyl, délohy, listy, stonek,
trichomy, kvét, cévni svazky; kofenova Spicka
pouze kofenové vlasky a délohy, listy. ..

pylova lacka

Logan et al. (1997)
Gantet et al. (1996)

Ide et al. (2007)

Wang et al. (2007)

Kato et al. (2010a)

Expresni odpovéd’ na vnéjsi stimuly

EXPRESE PCaP1 Nejvétsi narust exprese tohoto genu v odpovédi na vnéjsi
podnéty byl u husenicku pfekvapivé zaznamenan pii zvySeni koncentrace
Cu?* v médiu Ide et al. (2007). Expresi dile zvySovala piftomnost bakter-
idlntho oligopeptitu flagellinu, mannitol a sorbitol a deficit hoic¢iku (tabulka
1.3). Tang et al. (2008) detekovali zvyseni exprese PCaP1 brassinosteroidy.
Protein, ktery identifikovali na SDS-PAGE jako PCaP1, migroval pii 56 kDa,
coz je pozoruhodné, nebot’ dle vSech ostatnich praci migruje tento protein
pii 36 kDa. Overexpresi PCaP1 v8ak ¢aste¢né kompenzovali zakrsly feno-
typ mutanta det2. U piibuzné halofytni rostliny Thellungiella salsuginea se
exprese homologu PCaP1 zvysovala 3x, resp. 4x po dlouhodobém vlivem
chladu, resp. sucha (nikoli v8ak vlivem zasoleni, Wong et al. (2006)).

EXPRESE MAP18 Tento gen vykazoval mnohem silnéjsi miru odpovédi
na vnéjsi signdly Kato et al. (2010a). Z iontu nejvice zvySoval expresi Na™,
méné Mn?t a KT, ostatni ionty véetné Cu?t vykazovaly slaby efekt, avsak
v pruméru silngjsi ve srovnani s PCaP1. Srovnatelny efekt jako sodny iont
meéla dehydratace a chladovy stres, poloviéni 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 vnéjsich stimulu (po 18 h)

Silné zvyseni slabé zvyseni bez efektu slabé snizeni
CuCl; (0,1 mM) CaCly (50 mM) CaCly (5 mM) dehydratace
flagellin (10 pM) NaCl (50 mM) KC1 (50 mM) MgCly (50 mM)

mannitol (150 mM)
sorbitol (50 mM)
brassinolid (100 nM)

deficit MgCl, (0,75 mM)  4°C & 36°C
kys. salicylova (100 pM)
kys. abscisovd (100 pM)
kys. giberellova 3 (100 pM)
glukosa (150 mM)
sacharosa (150 mM)

! Prevzato z Ide et al. (2007) a Tang et al. (2008).

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

Silné zvyseni slabé zvyseni bez efektu
NaCl (100 mM) ZnCly (1 mM) CaCly (5 mM)
mannitol (150 mM) KC1 (100 mM) teplo 36°C
chlad 4°C MgCly (100 mM) CuCl; (0,1 mM)
dehydratace FeCly (0,5 mM) kyselina salicylovd (100 pM)
MnCly (5 mM) kys. giberellovd 3 (100 pM) NiCl; (0,5 mM)

kys. abscisovd (100 uM) CdCl; (0,01 mM)

COC]Q (5 IHM)

! Prevzato z Kato et al. (2010a).

1.4.2 Vnitrobunééna lokalisace proteini rodiny DREPP

LOKALISACE PROTEINU DREPP U TABAKU Lokalisace tabdkovych pro-
teinu rodiny DREPP byla vySetfovana pomoci Western blotu a vysledky
ukazuji jednoznac¢né na lokalisaci vSech homologu na plasmatické membrané
(Gantet et al., 1996; Logan et al., 1997).

LOKALISACE PROTEINU PCAP1 U HUSENICKU Lokalisace tohoto pro-
teinu se zda byt identické s lokalisaci tabakovych homologu. Lokalisaci na
plasmatické membrané potvrzuji jak vysledky proteomickych studii plasma-
tické membrany (Marmagne et al., 2004), tak i cilené imunodetekce proteinu
v jednotlivych frakcich ziskanych ultracentrifugaci mikrosomt na sacharoso-
vém gradientu (Ide et al., 2007). Lokalisace byla potvrzena pomoci fluores-
cen¢niho konstruktu PCaP1-GFP (Marmagne et al., 2004; Ide et al., 2007).
Testovany byly dva typy GFP-fuze, GFP-PCaP1 i PCaP1-GFP. Membra-
nova distribuce byla zaznamendna pouze u varianty PCaP1-GFP, druha
varianta vykazovala typickou cytoplasmatickou distribuci, coz souvisi s myris-
tilaci proteinu popsanou v néasledujici kapitole. Exprese konstruktu byla
testovana v transientné transformovanych suspenznich bunkéch i v kofenech
Arabidopsis thaliana (Ide et al., 2007).

ASOCIACE S MEMBRANOVYMI MIKRODOMENAMI  Proteiny rodiny DREPP
byly opakované dolozeny z detergentuvzdorné frakce plasmatické membrany
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(DRM, nerozpustné po 30 min extrakce v 1% Tritonu X-100 pfi 4°C) z kofenu
Medicago truncatula (Lefebvre et al., 2007), ze suspenzich tabdkovych bunék
BY-2 (DREPP2, Morel et al. (2006)) a z bunétné suspenze i celych se-
menacku Arabidopsis thaliana (Kierszniowska et al., 2009; Minami et al.,
2009). Pfitomnost proteinu PCaP1 v DRM je zdvisla na piitomnosti sterola
v membrané, nebot’ oSetfeni membrany methyl-3-cyklodextrinem zpusobuje
uvolnéni proteinu z DRM (fada proteinu vSak zustdva v DRM i po osetieni
mfcd, Kierszniowska et al. (2009)). Zména zastoupeni proteinu v DRM v pru-
béhu chladové aklimace nebyla prokdzéna (Minami et al., 2009), prestoze
predchozi studie zamérend na proteom celkové plasmatické membrany de-
tekovala pfechodny narust jeho exprese v prvnim dnu chladové aklimace
rostlin (Kawamura & Uemura, 2003).

ASOCIACE S MEMBRANOU JE VELMI STABILNI K disociaci proteinu PCaP1
z plasmatické membrény nedochdzi po zvySeni iontové sily (100 mM KCI,
NaCl) ani po ptidéni mocoviny (2 M). Ionty Mg?t a Ca?* reversibilné labil-
isuji vazbu proteinu na membranu pii koncentracich vyssich nez 10 mM, coz
je oviem vice, nez je jejich fyziologickd koncentrace (Ide et al., 2007). K efek-
tivni disociaci proteinu od membrany dochézi az v basickém prostiedi 100
mM NayCO03, a po neutralisaci roztoku dochazi k opétovné reasociaci. Sol-
ubilisace proteinu bylo taktéz dosazeno pfi extrakci membrany 1% TX-100
pii pokojové teploté (Nagasaki et al., 2008).

VAZE MAP18 MIKROTUBULY I PLASMATICKOU MEMBRANU?  Studiem
proteinu MAP18 se zietelem na interakci tohoto proteinu s mikrotubuly
se zabyval Wang et al. (2007). Interakce byla dokdzdna jak kosedimentaci
proteinu s mikrotubuly polymerizovanymi in vitro, tak imunolokalisaci pro-
teinu ve rhizodermélnich bunkach Arabidopsis thaliana. Protein MAP18 byl
prukazné distribuovan do klastru kolokalisujicich s mikrotubuly. In wvitro
se vazal podél celého mikrotubularniho vldkna. Interakci tohoto proteinu
s plasmatickou membranou, kterd je predikovatelnd na zakladé sekvenéni
homologie s proteinem PCaP1, potvrdil pomoci MAP18-GFP az Kato et al.
(2010a). Zaroven vsak byla, podobné jako u proteinu PCaP1, pozorovana ho-
mogenni distribuce fluorescenéniho proteinu v celé plasmatické membrané,
coz jednoznacné nepotvrzuje jeho mikrotubularni asociaci, detekovanou imu-
nofluorescencéné. Kato et al. (2010a) zduvodnuji diskrepanci moznym ster-
ickym bloka¢nim efektem GFP na interakci s mikrotubuly, avSak v §irsich
diskusich potencidlni schopnost proteinu rodiny DREPP interagovat s cyto-
skeletem opomijeji.

1.4.3 Struktura a vlastnosti proteint rodiny DREPP

MIGRACE PROTEINU NA SDS-PAGE Elektroforetickd molekulova hmot-
nost proteinu PCaP1 se pohybuje okolo 36 kDa (Ide et al., 2007; Minami et al.,
2009; Nagasaki et al., 2008), coz je vyrazné vice, nez je jeho skutetnd mole-
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Tabulka 1.5: Vlastnosti proteini rodiny DREPP

Protein nukleotidovd délka  délka peptidu hmotnost isoelektricky bod mobilita
bp (v¢etné stop kodonu) aa kDa pl kDa
NtDREPP1 648 215 229 4,66 34
NtDREPP2 699 232 24.4 4,74 32
NtDREPP3 neanotovan
NtDREPP4 594 197 21,3 4,66 22
AtPCaP1 678 225 24,6 4,65 36
AtMAP18 507 168 18,5 4,57 43

! molekulové hmotnosti a isoelektrické body byly spoéitdny programem pepstat z baliku EMBBOSS
http://emboss.sourceforge.net /.

kulovd hmotnost (tabulka 1.5). Isoelektricky bod na 2D-SDS-PAGE odpovida
teoretické hodnoté (Minami et al., 2009). U proteinu MAP18 byl zazna-
menan dokonce dvojnasobny pokles elektroforetické mobility, rekombinantni
protein v E. coli i pfirozeny protein byly imunodetekovany jako pruhy
o velikosti 43 kDa (Wang et al., 2007; Kato et al., 2010a). Podobné pro-
teiny DREPP 1 a 2 migrovaly pii 34, resp. 32 kDa, naproti tomu protein
DREPP4 migroval pii 22 kDa v souladu s predpovédi (Gantet et al., 1996;
Logan et al., 1997). Toto chovani zduvodnuji autofi neobvyklou primarni
strukturou proteint s vysokym obsahem aminokyselin K a E.

PROTEINY RODINY DREPP vAzou CA2t  Rekombinantni proteiny PCaP1
a MAP18 byly pfipraveny v E. coli a pomoci radioaktivniho #°Ca?* byla
dokazana jejich schopnost vazat vapenaté kationty, kterd byla zachovana i
v piftomnosti vysoké koncentrce kompetujicich kationttt K+ a Mg?T a nekle-
sala ani pii denaturaci proteinu teplotou 95°C (Ide et al., 2007; Kato et al.,
2010a).

TERCIALNI STRUKTURU PCAP1 zAJIST'UJ{ KOORDINOVANE IONTY  Pii-
dédni CuCly k rekombinantnimu proteinu vede k poklesu fluorescence jeho
tryptofanovych a tyrosinovych residui zpusobené konformac¢ni zménou pro-
teinu, kterda se projevuje i zménou Stépitelnosti proteinu protedzami. Pii-
dénf ionttt KT, Ca?t, Mg?t, Co?* ¢i Sr?* nevykazovalo srovnatelny efekt.
Naproti tomu ionty Ca?*, Mg?*t, tak jako Cu?*, zvysuji molekulovou velikost
proteinu pfi analytické gelové filtraci, méni tedy jeho konformaci. Méfeni
spekter cirkuldrniho dichroismu odhalilo, Zze piidéni médnatych kationtu
ovliviiuje pouze tercidlni strukturu proteinu, nikoli sekundarni. V sekundérni
strukture byl detekovan signal a-helixu a nestrukturovanych oblasti a nebyly
detekovany zadné [-struktury. Pti zvySovani teploty rostl podil nestruktur-
ovanych oblasti. Efekt pfidani méd’natych iontu na sekunddrni strukturu,
ktery nebyl pozorovan pii béznych teplotiach, se v8ak zacind projevovat
pii vysSich teplotach, urychluje se denaturace proteinu. Molekula proteinu
PCaP1 je schopena vézat az 6 ionttt Cu?t (Nagasaki-Takeuchi et al., 2008).

PROTEINY RODINY DREPP JSOU MYRISTYLOVANY N-termindlni konec
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sekvenci proteinii rodiny DREPP obsahuje konzervovany motiv 'M-G-X-X-
X-S-K’, ktery je signalem pro N-terminalni myristylaci?. Ta byla dokdzéna
in vitro u proteinu PCaP1. Mutace glycinu alaninem znemoziuje myristy-
laci a relokalisuje protein z plasmatické membrany do cytoplasmy(PCaP1 i
MAP18). Zablokovéanim myristylace 1ze vysvétlit i cytoplasmatickou lokali-
saci konstruktu GFP-PCaP1. Fragment prvnich 27 aminokyselin (PCaP1!~27-
GFP) vykazuje taktéz membranovou lokalisaci, lze tedy konstatovat, ze pro
membranovou lokalisaci proteinu dostac¢uje jeho N-terminalni doména, je-li
myristylovana (Nagasaki et al., 2008; Kato et al., 2010a).

N-TERMINALNI DOMENA VAZE PTDINSPS N-termindlni doména proteint
PCaP1iMAP18 (23 aminokyselin ndsledujicich za myristylacnim mistem) je
schopna interagovat s fosforylovanymi fosfatidylinositoly, dle klesajici afinity
v poradi PtdIns(3,4,5) Ps ~ PtdIns(3,5) P2 > PtdIns(3,4) P2 ~ PtdIns(4,5) P
>> PtdInsP >> Ptdlns. Dukaz byl proveden in vitro s proteiny piiprave-
nymi v E. coli (Nagasaki et al., 2008; Kato et al., 2010a).

CA2T-KALMODULIN INHIBUJE INTERAKCI S PTDINSPS Vazbu proteini
MAP18 a PCaP1 k PtdInsPs lze t¢inné blokovat komplexem kalmodulinu
s vapenatymi kationty. Samotny kalmodulin vSak interakci neovliviiuje a
pouhé vapenaté ionty zpusobuji disociaci az v koncentraci > 1 mM, coz
prevy8uje fyziologické rozpéti koncentraci. Vazba proteint na plasmatickou
membranou neni komplexem Ca?*-kalmodulin ovliviiovana a dochézi tudiz
pouze k jeji modulaci prostiednictvim regulovatelné interakce s PtdInsPs
(Nagasaki et al., 2008; Kato et al., 2010a).

MAP18 DESTABILISUJE MIKROTUBULY Interakci proteinu MAP18 s mi-
krotubuly nasvédéuji i kinetickd pozorovéni inhibiéniho efektu MAP18 na
polymeraci mikrotubult in vitro (Wang et al., 2007). Navic, overexprese i
degradace transktriptu MAP18 pomoci RNAi zietelné ovliviiuje morfologii
rostlin. Naptiklad overexprese zpusobuje levotoc¢ivé zkrucovani kofenu, in-
hibuje elongaci kofenu a naruSuje tvorbu laloku bunék listové epidermis
(buriky jsou vétsi). Fenotyp je zptusoben porusenim usporadani cytoskeletu,
nebot’ mikrotubuly bunék elonga¢ni zony maji zietelné naruSenou trans-
verzalni orientaci a zaroven sila exprese MAPI8 koreluje se zvySovanim
citlivosti rostlin ke drogdm destabilisujicim mikrotubuly (oryzalin, propy-
zamid). Funkce MAP18 by tudiz mohla souvist s destabilisaci mikrotubulu
(Wang et al., 2007).

DREPP, MYKORHIZA A PRIJEM FOSFORU Homolog protein DREPP byl
identifikovan taktéz pii studiu proteomu plasmatické membrany Medicago
truncatula (Valot et al., 2006) a bylo zjisténo, ze jeho exprese klesa o 50 %
pii kolonisaci kotent arbuskularni mykorhizni houbou Glomus intraradices
a zaroven klesd o 30 % po priddni fosfatu do substratu. Protein DREPP by
mohl regulovat morfogenezi kofenti v reakci na dostupnost zivin a mykorhizu

2Peptidov4 vezba mezi methioninem a glycinem je rozstépena a nahrazena vazbou
myristylového residua.
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(Valot et al., 2005).

MAP18 A ARSEN ZvyS8eni exprese proteinu MAP18 bylo detekovano pii
kultivaci rostlin na mediu s arseni¢nany (Abercrombie et al., 2008), jejichz
toxické puisobeni spocivd v blokaci pfijmu fosfatu. Funkce MAP18 by tak
opét mohla souviset s morfologickym pfizpusobovanim kofent na nedostatek
fosfatu.

1.5 Vlastnosti fosforylovanych fosfatidylinositola

Fosforylované fosfatidylinositoly (PtdInsPs) jsou vyznamnou signdlni kom-
ponentou bunky a figuruji v radé na prvnich pohled nesouvisejicich procesi —
u rostlin requluji vackovy transport a apikdlni rist bunék, ale tieba i reakci na
osmoticky stres a poranénd rostliny (prehledné zpracovdvd van Leeuwen et al.
(2004), Heilmann (2009), Thole & Nielsen (2008), Ischebeck et al. (2010),
Munnik & Testerink (2009)). Proteiny rodiny DREPP jsou efektory téchto
signdlnich molekul a jsou potencidlné schopny vdzat ruzné isomery PtdInsPs.
Poturzeni relevance interakci s konkrétnimi isomery vsak nebylo ucinéno,
proto na ndsledujicich nékolika strandch strucné shrnuji zdkladni poznatky
o vSech isomerech PtdInsPs vyskytujicich se v rostlindch.

1.5.1 Které PtdInsPs jsou pritomny v rostlinach?

Siroké spektrum funkei PtdInsPs je umoznéno vysokou diversitou jejich
isomert. V rostlindch se prokazatelné vyskytuje PtdIns3P, PtdIns4 P, Pt-
dIns(4,5) P2 a PtdIns(3,5) Po. Naopak nebyl prokazéan isomer PtdIns(3,4,5) P3,
ktery je znam ze zivoci§né tiSe. Bylo sice ukazano, ze fosfatidylinositol-4-
fosfat 5-kindza (AtPIP5K1) je schopna tvofit jak PtdIns(4,5)Pa, tak i Pt-
dIns(3,4,5) P3 pii overexpresi ve hmyzich bunkéch (Elge et al., 2001), u ros-
tlin se vSak zfejmé nevyskytuje nezbytny prekurzor PtdIns(3,4)Ps. Jeho
existence byla zprvu uvadéna (Brearley & Hanke, 1995), ale po objevu Pt-
dIns(3,5) P2 (Meijer et al., 1999) byly predchozi zdvéry oznaceny za chybné
(Munnik & Testerink, 2009). Na druhou stranu vsak byla publikovana schop-
nost enzymu AtPIP5K1 tvofit PtdIns(3,4)Po in vitro (Westergren et al.,
2001) a Mikami et al. (2009) referuji o pokusu identifikovat tento isomer po-
moci fluorescenc¢nich konstruktu s afinitou k ruznym PtdInsPs u ruduchy
Porphyra. Jejich vysledky v8ak pusobi ponékud neduvéryhodné. Kusé infor-
mace jsou i o isomeru PtdIns5 P, jez by mél byt tvorfen fosfatazami z bisfos-
forylovanych prekurzoru (Ischebeck et al., 2010).

Ziejm4a obtiznd interpretovatelnost vysledkt prameni z komplikovanosti stu-
dia PtdInsPs, které vyuziva tifech zdkladnich piistupt: prvnim z nich je
piima chromatografickd analyza lipidu znacenych radioaktivnim fosforem
pomoci TLC nésledovana deacylaci lipidu a analyzou volnych fosfoinos-
itola pomoci HPLC. Pfitomnost isomeru je dokazovana jeho schopnosti
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byt fosforylovan specifickymi PIP kindzami in wvitro. Uskalim tohoto piis-
tupu je nizkd abundance PtdInsPs v bunce (méné nez 1 % z celkového
obsahu fosfolipidu; obsah nefosforylovaného PtdIns se pohybuje okolo 5 %
(Furt et al., 2010)). Druhym piistupem je detekce PtdInsPs in vivo pomoci
fluorescencénich sond s doménami vazajicimi specificky vybrany isomer (PH,
FYVE a pod.). Nebezpec¢im je nepredikovatelnost chovani sondy pii overex-
presi v bunce. Poslednim pfistupem je geneticky pfistup, ktery se zamétuje
na studium jednotlivych kindz a fosfataz konvertujicich jednotlivé isomery
PtdInsPs. Jejich aktivity in vitro a in vivo vS§ak mohou byt odlisné a mutace
mivaji casto pleiotropni efekt.

1.5.2 Vlastnosti jednotlivych PtdInsPs
PtdIns3P tidi transport mezi endosomem a vakuolou

VzNIK  Fosforylaci PtdIns v pozici 3 zajist'uje u Arabidopsis thaliana i
Physcomitrella patens pouze jediny enzym fosfatidylinositol 3-kindza (PI3K,
gen VPS34, Ischebeck et al. (2010)). Rostliny nesouci mutaci v tomto genu
nelze izolovat v homozygotnim stavu a heterozygoti maji 30% mortalitu
pylu béhem prvni mitosy. Zbyvajici vytvoreny pyl nesouci mutantni alelu
vykazuje abnormality pii kliceni pylové lacky (Lee et al., 2008Db).

LOKALISACE Doména FYVE specificky vaze PtdIns3P a konstrukt YFP-
2xFYVE byl s ispéchem pouzit k lokalisaci PtdIns3P. V transientné trans-
formovanych protoplastech se podafilo visualisovat drobné véacky, vakuolu
a prevakuolarni kompartmenty (Kim et al., 2001). Podobnd distribuce byla
nalezena v epidermis stabilné transformované Arabidopsis, avsak v kofenech
stejnych rostlin a stabilné transformovanych bunkiach BY-2 byly nalezeny
pouze drobné vackové struktury pohybujici se po aktinovém cytoskeletu
(Vermeer et al., 2006). Vacky parcidlné kolokalisovaly s endocytickym mark-
erem FM4-64, silné s endosomélnim (prevakuoldrnim) markerem AtRabF2b
a vyskytovaly se ¢asto v blizkosti markeru Golgiho aparatu STtmd. V délicich
se bunikach byl marker 2xFYVE lokalisovan ve vaccich okolo vnéjsiho okraje
fragmoplastu.

FunkcE Konstrukt GFP-2xFYVE lze zaroven pouzit jako parcidlni in-
hibitor PtdIns3 P. Stabilné transformované bunky BY-2 se stav snazily kom-
penzovat dvojndsobnou hladinou PtdIns3P (Vermeer et al., 2006). U Ara-
bidopsis thaliana byl inhibovan rust kofenovych vlaskt imérné expresi kon-
struktu (Lee et al., 2008a). Aplikace LY294002, specifického inhibitoru PI3-
kindzy, nezdvisle potvrzuje vyznam PtdIns3P pro rust kofenového vlasku.
Osetfeni inhibitorem béhem nékolika minut deaktivuje ¢innost apexu vldsku.
Nebyla vsak naruSena endocytosa, ale zablokovana trasa z endosomu do
vakuoly, coz druhotné tustilo v kumulaci endocytickych vacka. PtdIns3P se
tedy podili na fizeni vackového transportu smérujiciho do vakuoly, mimo
to vSak reguluje i tvorbu intraceluldrnich reaktivnich forem kysliku (ROS)
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nezbytnych pro apikalni rust (Lee et al., 2008a) a osmotickou stresovou
odpovéd’ (Leshem et al., 2007). Produkce ROS je zprostiedkovavéna kom-
plexem NADPH oxidézy, ktery je béhem osmotického stresu endocytovan
a v endosomalnich kompartmentech aktivovan vazbou na PtdIns3P. Velmi
komplexni regulace byla popsdna ve svéracich bunkach praduchu: hormon
ABA stimuluje synthesu PtdIns3P a PtdIns4 P, které iniciuji tvorbu ROS.
Reaktivni formy kysliku piimo reguluji hladinu Ca?* v cytoplasmé otevira-
nfm iontovych kanali. Vysledkem zvyseni cytosolické koncentrace Ca?t je
uzavieni pruduchu (Jung et al., 2002) a reorganisace aktinového cytoskeletu
(Choi et al., 2008).

PtdIns(3,5) P, zprostiedkova fragmentaci vakuoly

VzNik  PtdIns(3,5)P2 vznikéd fosforylaci PtdIns3P kindzou Fabl, kterd
je u rostlin reprezentovana ¢tyimi paralogy, z nichz jen dva maji FYVE
doménu a jsou schopny vazat PtdIns3P. FAB1 se pfednostné exprimuje
v pylu, semenech a senescentnich listech, exprese FAB2 je vazana na zdnu
kofenovych vlasku, pyl a tycinky. Mutace v jednom z genu se projevuje
u homozygoti pouze kadetavosti listl, dvojitd mutace vsak vede k neziv-
otaschpnosti pylu.

FUNKCE Fenotyp dvojitého mutanta fabla/fab1b odpovidé fenotypu mu-
tantu v genu VPS8, pro enzym PI3K, tudiz letalita pylu popisovand pii
absenci PtdIns3 P piimo souvisi s absenci PtdIns(3,5) P9, ktery nemuze byt
synthetisovan bez pifitomnosti jeho prekurzoru. Ke smrti pylu dochazi bé-
hem pylové mitosy, kdy je nutné fragmentovat velkou vakuolu, coz je zfejmé
piimo regulovdno PtdIns(3,5)P2 (Whitley et al., 2009). K akumulaci Pt-
dIns(3,5) P2 dochazi taktéz béhem prvnich deseti minut osmotického stresu
(Meijer et al., 1999). I v tomto piipadeé lze vysvétlit stresovou adaptaci nut-
nosti fragmentovat vakuolu: Béhem plasmolyzy dochézi ke zmensovani ob-
jemu vakuoly a fragmentace fizend opét PtdIns(3,5)Ps umoznuje zmensit
jeji objem pfi zachovani plochy membran.

PtdIns4 P reguluje vackovy transport na Golgiho aparatu a plas-
matické membrané

VzZNIK  Syntézu PtdInsd P zajist'uje enzym PI4K, ktery ma u Arabidop-
sis 12 paralogu (Ischebeck et al., 2010), z nichz jen dva maji prokdzanou
kinazovou aktivitu.

LOKALISACE Vnitrobunéénd lokalisace PtdIns4 P byla vySetfovana pomoci
specifického markeru YFP-PHp4pp1. V protoplastech Vigna unguiculata i
BY-2 byl detekovédn na plasmatické membrané a v malych vaccich trans-
Golgiho apardtu (kolokalisace s markerem STtmd-CFP). Signél se nepiekry-
val s markerem PtdIns3P (GFP-2xFYVE) a nebyl patrny v ranych endo-
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cytickych strukturach. Béhem cytokinese je PtdIns4 P lokalisovan piimo ve
vznikajici bunééné ptrepazce, kdezto PtdIns3P se vyskytuje ve vaccich na
okraji fragmoplastu. Podobnéa distribuce byla zjisténa i v semenaccich Ara-
bidopsis thaliana. V kofenovych vlascich vykazoval signal gradient smérem
k rostouci $picce, jenz vymizel po ukonceni rustu vlasku (Vermeer et al.,
2009).

FUNKCE PtdIns4P je nezbytny pro rust kotenovych vlasku, jejichz de-
fekty se projevuji pii mutacich PI4K i PI4P-fosfatdzy (Thole et al., 2008).
Kinaza PI4K 31 je efektorem RabA4b GTPasy, ktera reguluje vackovy trans-
port v apexu kotenového vacku. PtdIns4 P bude zfejmé hrat roli pfi iniciaci
vackového transportu a to jak z plasmatické membrany, tak i z Golgiho
aparatu (Munnik & Testerink, 2009).

PtdIns(4,5) P, fidi endo- a exocytosu na plasmatické membrané

VzNik  PtdIns(4,5) P2 je nejprozkoumanéjsim zastupcem PtdInsPs. Vznika
fosforylaci PtdIns4d P kindzou PIP5K, kterda ma u Arabidopsis 11 paralogu.
PIP5K1 je exprimovana v prokambiu (Elge et al., 2001), PIP5K3 funguje
v kotenovych vldscich (Kusano et al., 2008; Mosblech et al., 2008) a PIP5K4
se exprimuje specificky v pylové ld¢ce (Sousa et al., 2008). Mutace v PIP5K3
inhibuje rust kotenovych vldsku, zatimco jeho overexprese vede k malformaci
vlaski.

LOKALISACE  In wivo visualisace PtdIns(4,5) P2 byla provedena konstruk-
tem YFP-PHpycg1. Signal prevazuje v cytoplasmé, coz je dusledkem nizké
koncentrace PtdIns(4,5) P2 v buiice za klidového stavu. Po osetfeni inhibi-
torem fosfolipazy C nebo po osmotickém Soku se marker alokoval do plasma-
tické membrany (poklesla jeho mobilita béhem FRAP experimentu). Podobné
jako v ptipadé PtdIns4d P byl pozorovan gradient v membrédné rostouciho
kofenového vlasku sméfujici k apexu. Béhem cytokineze byl detekovan zvy-
Seny signal na okraji fragmoplastu, tésné pred fuzi nové bunééné piepazky
se starou plasmatickou membranou (van Leeuwen et al., 2007).

FunkceE Hladina PtdIns(4,5) P2 se vyrazné zvySuje béhem prvnich néko-
lika minut pusobeni osmotického stresu (Pical et al., 1999; DeWald et al.,
2001). Pical et al. (1999) odhalili pomoci markeru RedStar-PHprcs1, ze
krédtce po osmotickém Soku dochdzi k endocytose PtdIns(4,5) Py a dokézali
zvyseni jeho koncentrace v klathrinovych véaccich. Obecné by PtdIns(4,5) P2
mohl fungovat jako regulator vackového transportu na plasmatické mem-
brané (lokalisuje exocyst), ddle mimo jiné reguluje reorganisaci cytoskeletu
¢i iontové Kt-kanély (rev. in Ischebeck et al., 2010).

21



PtdInsPs a membranové mikrodomény

Jak vyplyva z vyse uvedeného struéného prehledu, signalisace PtdInsPs ridi
girokou paletu bunéénych procesti uplatnujicich se v mnoha fyziologickych
situacich, pficemz ustfednim mechanismem této signalisace byva ovlivnéni
vackového transportu. V dosavadnich studiich byly jednotlivé typy PtdInsPs
pojimany jako homogenni populace signalnich molekul a zpravidla nebylo
zohlednovano slozeni jejich lipidické ¢asti. Pritom lipidové residua mohou
dale specifikovat vnitrobunéénou distribuci jednotlivych molekul a zvySovat
tak signalni komplexitu celého systému PtdInsPs. Pozornost lipidové ¢asti
molekul je vénovana az nékolika poslednich letech. PtdIns Ps se prokazatelné
koncentruji v detergentuvzdorné frakci plasmatické membréany (DRM) a je-
jich lipidové residua jsou vyrazné nasycenéjsi, nez u PtdIns (Furt et al.,
2010). Avsak Konig et al. (2007) zjistili, ze pfi pfechodném néarustu Pt-
dInsPs béhem osmotického stresu dochazi k poklesu nasyceni jejich lipidu,
nebot’ stresova frakce PtdInsPs vznikd z nenasyceného PtdIns. Stresova
frakce PtdIns(4,5) Py se tudiz v rdmci plasmatické membrény muze vysky-
tovat v jinych mikrodoméndch nez konstitutivni frakce. Nenasycena frakce
PtdIns(4,5) P2 je také prednostnim substratem pro fosfolipdzu C, vytvarejici
Ins(1,4,5) Ps.

Signdlni role Ins(1,4,5) P3

Tak jako v piipadé PtdIns(3,5) P2 a PtdIns(4,5) Pa, i hladina Ins(1,4,5) P3 se
zvysuje béhem prvnich nékolika minut osmotického pusobeni (DeWald et al.,
2001). Tento derivat vznikd ¢innosti fosfolipazy C hydrolyzou PtdIns(4,5) Ps.
Oproti zivocisné buiice nepusobi produkty hydrolyzy (Ins(1,4,5) P3 a diacyl-
glycerol) na dalsi efektory piimo, ale diacylglycerol je fosforylovan na ky-
selinu fosfatidovou, kterd nasledné aktivuje dalsi kindzy proteinu, a Ins(1,4,5) P3
je fosforylovan az na InsPg (rev. in Munnik & Testerink, 2009). Tak jako
v zivocisnych bunkéch, vysledkem signalisace Ins(1,4,5)P3 je zvySeni cyto-
plasmatické hladiny Ca?* (DeWald et al., 2001). Synthesa Ins(1,4,5)P3 je
také vyusténim jasmondatové signalisace a uplatnuje se napiiklad pii posko-
zeni rostlin herbivory (Mosblech et al., 2008).

1.6 Shrnuti literalniho prehledu

Shriime tedy na zavér nejdulezitéjsi publikované poznatky o rodiné proteint
DREPP: Zastupci rodiny byli detekovani v detergentuvzdorné frakei plas-
matické membrany fady modelovych rostlin. Nejprozkoumanéjsi je ortholog
PCaP1 u Arabidopsis thaliana, ktery je myristylovan, interaguje s PtdInsPo
vazbou, kterd je inhibovatelna komplexem Ca?T-kalmodulin a na udrzovani
jeho struktury se podili ionty vapenaté a méd’'naté. Pomérné divergovanému
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homologu MAPI18, taktéz z Arabidopsis thaliana, byla dokdzana schopnost
vazat mikrotubuly a inhibovat jejich polymeraci. MAP18 se specificky ex-
primuje v apikalné rostoucich bunkach. Exprese gent rodiny DREPP se
zvysuje vlivem fady stresovych faktort.

Signalisace PtdInsPs, jejichz efektorem by mohl protein DREPP byti, reg-
uluje Sirokou skalu bunéénych déju, jejichz jadrem je vackovy transport.
PtdIns3P fidi transport do endosomu a vakuoly a PtdIns(3,5) P2 hraje roli
pii fragmentaci vakuoly. PtdIns4 P reguluje tvorbu vacku na GA a PM a Pt-
dIns(4,5) Py tidi vackovy transport na plasmatické membréné. Hladiny obou
bisfosforylovanych zastupcu silné reaguji na osmoticky stres. PtdIns(4,5) P
je prekurzorem dalsich signalnich molekul, InsPg a kyseliny fosfatidové.

Funkce proteinu rodiny DREPP nejsou zatim znamy a nebyl ani charakter-
isovan fenotyp spjaty s jejich mutaci. Nové publikovany model (Kato et al.,
2010b) predpoklada, ze proteiny PCaP budou regulovat dostupnost Pt-
dIns(4,5) Py na plasmatické membrané: v klidovém stavu budou proteiny
PCaP vézat PtdIns(4,5) P2 a tim znemozni jejich interakei s iontovymi kanély
¢i fosfolipazou C. Pii zvyseni hladiny Ca?* v cytoplasmé bude interakce
PCaP s PtdIns(4,5) P2 zablokovéna, zvysi se dostupnost PtdIns(4,5) P2 pro
fosfolipazu C a to povede k aktivaci signdlnich drah kyseliny fosfatidové a
InsPg. Dusledkem zvySeni hladiny InsPg je opét mimo jiné uvoliovani iontu
Ca?* do cytoplasmy, ¢imz by se uzaviral signalni obvod s pozitivni zpétnou
vazbou.
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Material a metody

2.2 Bioinformaticka analyza rodiny DREPP

V této kapitole budou popsdny metody bioinformatickiyjch analyz, jejichz cilem
bylo odhalit evoluci rodiny proteini DREPP

2.2.1 Hledani sekvenénich homologt proteinu DREPP

Zékladem bioinformatické analyzy proteinové rodiny DREPP byla snaha
vypatrat veskeré dostupné sekvence jejich homologu napti¢ ruznymi druhy
organismu. Poté byla provedena homologisace jejich peptidovych fetézct
(mnohocetné prifazeni) a fylogeneticka analyza.

BLAST Ke hledani analogickych sekvenci byl pouzit program BLAST dos-
tupny na serveru NCBI® (Altschul et al., 1997). Analogické sekvence byly
zpravidla hledany metodou tblastn ¢i tblastx, které porovnavaji translaéni
venci homologickych proteintu. Rozséhly soubor mnoha sekvenénich analogi
byl ziskdn prohleddvanim subdatabédze EST_others v databazi GeneBank 4
s postupnym omezovanim taxontu az na uroven rodu, ¢imz se podafilo ziskat
postupné veskeré analogické sekvence (nékolik tisic)®. Jako databazovy dotaz
byla zvolena proteinové sekvence PCaP1 z Arabidopsis thaliana, 'Low com-
plexity filter’ byl vypnut (mohl by provadét nezddouci eliminaci sekvenénich
motivi KK a EE, které jsou v sekvencich proteinii rodiny DREPP velmi ho-
jné), velikost vystupu byla zvysena na 1 000 sekvenci. Sekvence byly ulozeny
ve formatu FASTA. Uplnost ziskaného souboru sekvenci byla provedena
prohleddvanim databazi plné sekvenovych organismii (TAIRS, Arabidopsis
lyrata”, Physcomitrella patens®, Selaginella moellendorffii®,

3http://blast.ncbi.nlm.nih.gov

“http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank

Spokud by se neprovedla tato limitace, jsou vystupem hleddni pouze sekvence z hojné
sekvenovanych druhu

Shttp:/ /www.arabidopsis.org

"http://genome.jgi-psf.org/Aralyl

8http://genome.jgi-psf.org/physcomitrella

%http://genome.jgi-psf.org/Selmol
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SKLADANI EST Z nékolika tisic EST bylo ziskdno nékolik set contigi
pomoci programu CAP3 (Huang & Madan, 1999).

ALIGNMENT Homologisace pozic vS8ech ziskanych unikdtnich nukleotido-
vych sekvenci byla provedena plné manudlné v programu BioEdit!°
urovni proteinové sekvence (volba 'Toggle translation’). Sekvence, které ne-
patfily do rodiny DREPP ¢&i netplné, chybové a duplicitni sekvence byly
odstranény, nepieklddané iseky na 5’ a 3’-koncich byly odfiznuty.

na

FYLOGENETICKA ANALYZA Dostatecné spolehlivd homologisace pozic sek-
venci byla moZnd pouze v N-termindlni a centralni doméné proteinu. C-
terminalni domény sekvenci byly natolik divergované, ze nebylo mozné pro-
vést mnohocetné prifazeni vzdéalengji piibuznych sekvenci. Naopak zbyva-
jici domény proteint maji napii¢ celou rodinou takika konzervovanou délku
s minimem inserci a deleci a vysokou homologii. Pro fylogenetickou analyzu
byly tudiz pouzity nukleotidové fragmenty odpovidajici pozicim 1-147 pro-
teinového mnohocetného piifazeni na obrazku 3.7.

Fylogenetickd analyza byla provedena pomoci programového baliku Phylip,
verse 3.61. Porovnany byly metody Neighboor-Joining (Saitou & Nei, 1987)
a maximum likelihood (Felsenstein & Churchill, 1996). Nastaveni parametru
analyzy bylo ponechdno vychozi, stromy byly zakofenény outgroupem a
testovani relevance stromu bylo provedeno bootstrappingem se 100 rep-
likacemi. U analyzy maximum likelihood byla provedena randomisace vstupu
s deseti replikacemi. Visualisace fylogenetickych stromt byla provedena po-
moci specidlniho skriptu vytvoieného v prostiedi R 2.8.0'2, barevna skala
taxonu ve fylogenetickém stromu (obrazky 3.10 a 3.12) byla odvozena od
piibuznosti taxont dle konsensuélni fylogenese presentované na serveru Tax-
onomy!'3. Analyzy byly proveden v prostiedi Debian GNU/Linux verse 5
(bootstraping metody maximum likelihood se 160 sekvencemi zabral dva

tydny).

2.2.2 Testovani kolinearity chromozomovych tuseki

Proteiny MAP18 (PCaP2) a PCaP1 u Arabidopsis thaliana vykazuji ne-
malou sekvenc¢ni podobnost, tudiz se nabizi hypotéza, ze jsou tyto proteiny
homologické, pochézejici ze spole¢ného piredka. Podobnost obou sekvenci
vSak neni absolutni - konzervované jsou pouze N-termindlni domény pro-
teinu (poc¢étecnich 25 aa). Centralni doména (110 aa), typickd pro vsechny
proteiny rodiny DREPP a vysoce konzervovana napii¢ vSemi rostlinami
(Euphyllophyta), vsak u MAP18 zcela chybi a je nahrazena rovnou C-

Ohttp://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit

Hhttp:/ /evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
2http://cran.r-project.org

1?’hl‘tp://Www.n(‘,bi.nlm .nih.gov/Taxonomy
Mhttp://www.debian.org
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terminalni doménou. Ta je v ramci celé rodiny DREPP velmi variabilni a
vyznacuje se typickym zvysenim obsahu aminokyselin P, A V, E; K| které
zpravidla vytvareji jeden az dva nepolarni motivy (typicky IVV), prokla-
dané silné polarnimi EEKKEE motivem. U MAP18 je C-terminédlni doména
v porovnéni s ostatnimi ¢leny rodiny DREPP expandovang (140 vs. 60-100
aa) a vykazuje jasny repetitivni charakter (5x PAVEEKK). Nabizeji se tii
hypotézy vzniku genu MAP18:

1) gen vznikl dolozenou celogenomovou duplikaci na po¢atku vzniku celedi
Brassicaceae (Bowers et al., 2003) a béhem evoluce doslo k deleci cen-
traln{ domény a repetitivnim prestavbam C-termindlni domény

2) gen vznikl unikétni duplikaci, napf. transposici, a byl nadale modi-
fikovan

3) doslo pouze ke transposici N-termindlni domény a zbyld ¢dst genu ma
jiny puvod

Pii platnosti prvni hypotézy by mély byt na chromosomech v okoli lokustu
MAP18 i PCaP1 rovnomérné rozmistény dalsi paralogickéi lokusy a oba
chromoromové tseky by tak mély byt kolinearni.

Kolinearata chromozomovych usekt byla testovana v okoli +100 genu okolo
obou gent (celkem usek 201 genu). Podobnost genu (ve formé proteinovych
sekvenci) byla uréovana jako E-value programem Blast2 verse 2.2.18 nain-
stalované z distribuce Debian GNU/Linux verse 5! a byla poéitdna pro
vSechny dvojice genu mezi obéma chromozomovymi tseky (¢ili 201 x 201
dvojic). Kazdy gen byl reprezentovén svoji proteinovou sekvenci ve formeé
prvni splice varianty oznacené v databazi "ATxGyyyyy.1”. Vysledna matice
paralogie o hodnosti 201 x 201 je reprezentovan diagramem, kde osy x a
y predstavuji pofadi genti na obou chromozomovych tsecich. V plose dia-
gramu je vynesena ve formé barevné skaly velikost E-value pro konkrétni
dvojici genu x na prvnim chromozomovém useku a genu y na druhém tseku.
Na soufadnicich [101;101] je vynesena podobnost pro par [MAP18;PCaP1].
V piipadé kolinearity obou tisekti by méla prochézet po jedné z thlopticek
diagramu linie maximélnich podobnosti.

Za ucelem zvySeni sofistikovanosti analyzy byl zaveden test kolinearity, jez
se snazi popsat plosné rozlozeni vSech hodnot podobnosti pro pary sek-
venci na diagramu paralogie ve vztahu k thlopfickam diagramu a stanovit
pravdépodobnost, s jakou takovéto usporadani dat mohlo vzniknout nahodou.
Frekvencni rozdéleni ndhodnych dat bylo ziskdno generovanim testovaciho
souboru dvojic ndhodné sestavenych chromozomovych tseku (201 x 201
gentl), kde byl do kazdé pozice vybran ndhodné 1 gen z databdze genomu
Arabidopsis thaliana bez vylouceni opakovani.

Rozptyl od thlopficek diagramu (os kolinearity) je stanovovan jako moment
kolinearity, coz je veli¢ina analogickd s klasickym momentem setrvacnosti

http://packages.debian.org/lenny /blast2
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Obréazek 2.1:
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plosného télesa vuci ose rotace. Moment setrvac¢nosti pro konkrétni bod ¢
o hmotnosti m; se spocitd J; = mir? , kde r; je kolméa vzddalenost bodu 7 od
rotacni osy. Celkovy moment setrvac¢nosti vznikd sou¢tem momentu vSech n
bodu télesa J = Y1 J; a udava energii, kterou je tfeba udat télesu, aby
rotovalo jednotkovou rychlosti. Energetickd néroc¢nost rotace télesa praveé
zavisi na vzdalenosti hmoty od rotacni osy a je dobrou analogii pii popisu
rozlozeni hodnot jednotlivych bodu v diagramu paralogie.

Hlavni kritérium pro hodnoceni kolinearity v diagramu bude pomér mo-
mentu kolinearity vauci 1. ose kolinearity ku momentu vuéci 2. ose (obréazek
2.1). Pokud budou velikosti obou momentu vyrazné odlisné, znamena to, ze
péary podobnych genu jsou v diagramu usporaddny nendhodné a seskupuji
se podél jedné z uhlopiicek, coz je pravé pripad kolinedrniho usporadani.
Zaroven absolutni velikosti momenttu jsou celkovou mirou podobnosti, kterd
panuje v konkrétnim souboru dat. Hodnoty testovych kritérii zkoumeného
genového souboru budou porovnavany s rozdélenim hodnot kritérii ziskanych
z testovaciho souboru ndhodnych dat.

VYPOCET Hodnoty v matici paralogie jsou nejdiive upraveny tak, ze hod-
notdm FE-value = 0 (absolutni shoda sekvenci) byla arbitrarné prifazena
hodnota 1072° a hodnoty > 1 byly nahrazeny hodnotou 1 (z diivodi trans-
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formace dat) a poté jsou viechny hodnoty transformovany funkei
e = — log(E—value) (2.1)

¢imz vznikne nova matice s hodnotami v rozmezi <0;200>. Logaritmované
hodnoty jsou pouzity jako parametr podobnosti.

Nyni je pro kazdou polozku X; ; v matici paralogie vypocitan jeji moment ko-
linearity vici obéma osam. Vzdalenost hodoty od osy kolinearity je pocitdna

dle vztahu /5 /5
2, 2,
n=22G-0 n=YG+i-n (2.2

kde n je délka chromozomového tiseku v genech, i a j jsou potradova cisla
konkrétnich genu a r1 a ro jsou vzdalenosti od prvni, resp. druhé osy koli-
nearity. Celkové momenty kolinearity ur¢ime dle vztahu

J1 = Z Z 57”%,1’,;‘ Jo = Z Z Ergm (2.3)

i=1j=1 i=1j=1
Vysledné testové kriterium je definovano vztahem

2(J2 — J1)
0=——" 2.4
J1+ Jo 24)

TESTOVANT  Signifikance vysledného testového kriteria paralogie (2.4) je
srovnavana s nadhodnym rozdélenim vytvoifenym ndhodnym generovanim
dvojic chromozomovych tseku délky 201 gent, ze kterych byla vytvotena
matice paralogie stejné, jako z vlastniho zkoumaného tuseku. Kazdy gen
konkrétniho useku, reprezentovany svoji proteinovou sekvenci, byl ndhodné
losovan z kompletni databaze vSech proteinu Arabidopis thaliana ve formé
1. sestiihové varianty (ATxGyyyyy.1). Vzhledem k zanedbatelné velikosti
losovaného souboru viiéi celkové velikosti databdze nebyly jednou vybrané
sekvence databaze odstranovany. Chromozomovy tsek vytvoreny timto zpiu-
sobem reprezentuje pocetni zastoupeni jednotlivych genovych rodin v genomu
a je vysokda Sance, ze bude do testovacich fragmenti najednou vybrano
vice zastupcu z pocetnych genovych rodin, které budou poskytovat silny
signal homologie. Pfi testovani tak mizeme porovndvat homologii chromo-
zomovych useki danou vyskytem zastupctu mmnohocetnych genovych rodin
vuci homologii zptisobené skute¢nou kolinearitou gen.

IMPLEMENTACE ALGORITMU  Skript algoritmu byl vytvofen v prostiedi
R 2.8.0'6, ktery zajit’oval kompletni pritbéh vipoétu a volal program blast?2
jako samostatnou proceduru. Data mezi obéma procedurami byla predavana
formou opakovaného zépisu do souboril, coz pomérné zatézuje pevny disk
pocitace. Byl proto zpracovan i optimalisovany algoritmus, kdy byla data

http://cran.r-project.org
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Obrazek 2.2: Nahodné ro-
zlozeni momentu kolinea-
rity. Tmavé moment Jp, svétle
moment J2, celkem generovano
1754 dvojic ndhodnych chromo-
somovych iseku.
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preddvana pomoci pojmenované roury (tedy piimo, bez zépisu na disk),
ale prekvapivé doslo ke zpomaleni vypoctu. Je mozné, rychlost algoritmu
limituje voldni externi procedury z prostiedi R, coz bylo pfi vyuzivani da-
tové roury provadéno vicekrat, nez pii prostém volani procedury blast2.
Rychlost algoritmu taktéz extrémné zavisela na opera¢nim systému, v pro-
stfedi Windows XP probihal vypocet zhruba 6x pomaleji nez v prostiedi De-
bian GNU/Linux verse 5'7. Vlastni vypocet kolinearity trva nékolik minut,
zpracovani testovaciho souboru v8ak zabralo nékolik tydnt.

Prvnim krokem vypoctu je zpracovani databaze vSech proteinu Arabidopsis
thaliana TAIR9_pep_20090619'8. Funkci 1oad.fast se provede naéteni sou-
boru ve formédtu FASTA a zpracovani data z hlavicky jednotlivych sekvenci
do vektoru. Poté se vystup preda funkci clean.db, kterd vybere pouze 1.
sestfihové varianty (tabulka 2.6)

Naésledujici funkce input1g vytvoii vektor s identifikdtory genu (ATxGyyyyy),
které lezi na chromosomu ve vySetfovaném okoli zkoumaného genu (v nasem
pripadé usek 201 gent na chromosomu s MAP18 ¢ PCaP1 uprostied) (ta-
bulka 2.7).

"http://www.debian.org
18Ziskana z http://www.arabidopsis.org
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Kriterium kolinearity

Potom je jiz voldna vlastni funkce vytvarejici matici paralogie — funkce
blast2, kterd opakované vold stejnojmenny program a proSetfuje podob-
nost vSech péaru sekvenci (tabulka 2.8).

V posledni ¢asti vypoctu jsou ziskdvany parametry kolinearity z matice pa-
ralogie pomoci funkce kol.ax (tabulka 2.9).

Samostatnym vypocCtem je pak generovani dvojic ndhodnych chromosomo-
vych useku a zjist’ovani jejich kolinearity. Sekvence z databaze jsou losovany
funkci ran.lok, jejiz vystupem je posloupnost nahodné zvolenych sekvenci
z databdze (ve formé jejich poradového éisla; tabulka 2.10). Vlastni volani
funkce rand.lok obstarava funkce rozdeleni, kterd opakované generuje
parametry kolinearity dvojic ndhodnych chromosomovych tseku, az do do-
sazeni zadaného poctu k provedeni testovani (tabulka 2.11).

Po vypoctu, ktery trva nékolik tydnu jsou vysledky, ukladané prubézné do
souboru, nacteny funkei distrib.kol (tabulka 2.12) a muze byt proveden
vlastni test funkci test, ktery iikd, v jakém procentu piipadu jsme ziskali pti
generovani dvojic ndhodnych chromosovych tiseku kolinearnéjsi usporadéni,
nez pozorujeme ve vlastnim zkoumaném paru chromosomovych fragmentu.
Vysledkem je tedy p-hodnota (tabulka 2.13).

Spocitané nahodné rozlozeni parametru kolinearity je zobrazeno na obrazcich
2.2a23
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Obrazek 2.3: Nahodné ro-
zlozeni kriteria kolinearity.
Generovano bylo celkem 1754
dvojic ndhodnych chromosomo-
vych tseku.



2.2.3 Mnohorozmérna analyza proteint

K exaktnimu porovnani aminokyselinového slozeni proteinti rodiny DREPP,
zejména MAP18, s ostatnimi proteiny byla provedena klasicka analyza hlav-
nich komponent (PCA) vsech proteinu Arabidopsis thaliana, které byly roz-
mistény ve dvacetirozmérném prostoru dle relativniho obsahu jednotlivych
aminokyselin. K analyze bylo vyuzito prostfediR 2.8.0 a balicekvegan 1.15-
119, Jina transformace vstupnich dat, nez zminény vypocet relativntho ob-
sahu aminokyselin, nebyla provadéna.

¥http://cran.r-project.org
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Tabulka 2.6: Funkce pro zpracovani databéze proteinu ve formatu FASTA.

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

+ {

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

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

+ repeat

+ {

+ line <- readlLines(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, "-")

+ locl <-as.numeric(locf[[1]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 <- readlLines(tair, n=1)

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

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

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

+ database <- rbind(database, data)

+ }

+ return(database[-1,])

+ close(tair)

+ }

> clean.db <- function(database)

+ {

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

+ as.numeric(unlist(strsplit(databasel[,1],split="\\."))[2*(1:n)])
+ return(database[-which(unlist (strsplit(databasel,1],split="\\.")) [2*(1:n)]>1),])
+ }
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Tabulka 2.7: Funkce, kterd pro zadany gen genl vytvoii sadu identifikdtoru gent ve formé
ATxGyyyyy, které lezi na chromosonu v jeho okoli o velikosti ngl. Vychazi z databaze
vytvorené funkcemi load.fasta a clean.db.

> inputlg <- function(genl, ngl, database)

+ {

+ chrl <- as.numeric(substr(geni1,3,3))

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

+ gnu <- gnul

+ gensetl <- c(rep(0,2*ngl+1))

+ for(n in 1:(ngl+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™<- k7+ 1

+ if(k >= 100) break

+ }

+ if(k >= 100) break # pojistka telomery
+ gensetl[ngl+n] <- num

+ }

+ gnu <- gnul

+ for(n in 1:ngl)

+ {

+ 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",chril,"G", x,".1", sep = ""))
+ if (length(num) != 0) break

+ k™<- k7+ 1

+ if(k >= 100) break

+ }

+ if(k >= 100) break

+ gensetl[ngl-n+1] <- num

+ num

+ }

+ return(genset1)

+ }
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Tabulka 2.8: Funkce volajici program blast?2 pro stanoveni podobnosti vybrané sady genu
genset o poloméru ngl, resp. ngl z database. Vystupem je matice paralogie

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

+ {

+ e.value <- matrix(20,2*ngl+1,2%ng2+1) #inicialisuje matici podobnosti

+ for(m in 1:(2*ngi+1)) #smycka pro usek ngl

+ {

+ print (m) #zobrazeni prubéhu vypoltu

+ for(n in 1:(2*ng2+1)) #smytka pro usek ng2

+ {

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

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

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

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

+ #-m 8 :: zjednoduSené vystupni formdtovani vysledku, vypisuje:

+ #Query id, Subject id, J 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 néco...
+ {

+ 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 vypocet momentu kolinearity a kritéria kolinearity z matice pa-
ralogie, lze specifikovat metodu transformace hodnot F-value.

> kol.ax <- function(matice,transf="1log")

+ {

+ nx <- ncol(matice) #pocet radku a sloupclu
+ ny <- nrow(matice)

+ matice[which(matice==0)] <- 10E-200 #iprava hodnot v™matici
+ matice[which(matice>1)] <- 1 # kvili log transformaci
+ if (transf=="rec") matice_transf <- 1/(matice) #reciproka transf

+ if (transf=="n") matice_transf <- matice #z4dnda transformace

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

+ j1 <=0

+ j2 <=0 #inicialisace promé&nnych
+

+ 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"<- 1list() #inicialisace listu

+ z$j1 <- j1 #zdpis

+ z$j2 <- j2

+ z$t <- 2%(j1-j2)/(j1+j2) #kritérium kolinearity
+ return(z) #vystup

+ }

Tabulka 2.10: Funkce konstruujici ndhodny chromosomovy tsek o poloméru ng z database
genu.

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

+ { #zjisti se délka database;

+ 1d <- length(databasel[,1]) #generuje se ndhodné desetinné c¢islo

+ gnu <- ceiling(ld*runif (2*ng+1)) #z rozmezi <0,1> a vyndsobi délkou database
+ #se zaokrouhlenim nahoru, vznikne prirozené
+ return(gnu) #cislo odpovidajici identifikdtoru urlité
+ } #sekvence z databdze
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Tabulka 2.11: Funkce generujici momenty kolinearity pro n ndhodné generovanych dvojic
chromosomovych tsekii o poloméru ng z database genu, vystupem je soubor kol (obsahuje
momenty kolinearity podél obou os kolinearity a jejich podil (tj. kriterium kolinearity)).

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

+ {

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

+ for(i in 1:n)

+ {

+ lokl <- rand.lok(database, ng) #generovani useku

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

+ lok <- cbind(lok1,1lo0k2)

+ matice <- blast2(ng,ng,lok,database) #pocitd matici paralogie
+ write(matice,paste(dir,"/rand-",i,sep="")) #zapise vysledek

+ kol <- kol.ax(matice) #momenty kolinearity
+ write (unlist(kol),paste(dir,"/kol",sep=""), append=TRUE)

+ print (i) #ulozi do slozky "dir"
+ }

+ return()

+ }

Tabulka 2.12: Funkce nacitajici soubor kol ndhodnych momentu 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 generujici p-hodnotu pro moment kolinearity dvojice redlnych chro-
mosomovych tseku (kol), tj. pravdépodobnost, s jakou by se redlnd hodnota mohla vysky-
tovat v ndhodné generovaném souboru momentu kolinearity distrib. Pocita se pro mo-
menty kolinearity podél obou os kolinearity a pro jejich podil — nastavuje se parametrem
k = {1,2,3}.

>
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

test <- function(kol, distrib,k)

{

n <- length(distribl[k,])

j<o0

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 Biochemicka studie proteini rodiny DREPP

2.3.1 Priprava konstruktt DREPP-GFP a MAP18-GFP

Pro dcely biochemické studie proteinid rodiny DREPP byly pripraveny kon-
strukty dvou paralogi genu DREPP 2z Nicotiana tabacum s N- i C-termindlni
fuzi zelené fluoreskujiciho proteinu: DREPP2-GFP, DREPP4-GFP, GFP-
DREPP2, GFP-DREPP4 a dvé varianty fiznich konstrukti genu MAP18
z Arabidopsis thaliana: MAP18-GFP « MAP18'=23-GFP, pficems druhd
varianta odpovidd pronim 238 aminokyselindm proteinu MAP18, neboli N-
termindini doméné zodpovédné za interakci proteinu s plasmatickou mem-
branou.

Design primera

Pii ndvrhu primeru byla zohlediiovana tato pravidla:
e délka mezi 20 — 30 bp
40-60 % GC péaru rovnomérné rozmisténych
e na 3’-konci G ¢i C, nikoliv vsak vice nez 3 GC péary za sebou

e primery neparuji ani netvoii vlasenky
e T, okolo 62°C, blizkd pro dvojici primeru (rozdil do 5°C)

Charakteristiky vSech primeru jsou uvedeny v tabulce 2.14, primery pro
DREPP?2 jsou nespecifické a bylo by je mozné pouzit i k amplifikaci genu
DREPPI, ziskén byl viak jen fragment DREPP2. Konce vSech primeru byly
ofetfeny adaptory s restrikénimi misty BamHI a HindIII. Syntézu primeru
provedla firma GENERI BIOTECH s.r.o., Hradec Kralové. Teplota tani byla
stanovena pomoci programu BioEdit s koncentracemi iontu, které odpovi-
daji reakéni smési pro PCR.

Tabulka 2.14: Primery pouzité pro piipravu fluorescenénich konstruktu

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. -1/418 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
MAP18'"2.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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Basal medium (1 L)

M 5524 (Sigma) 22¢g
sacharosa 5g
agar 20¢g
pH (KOH) 5,7

PCR reakce pro Pfu

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

Rostlinny material

Geny DREPP2 a DREPP/ byly izolovany z cDNA tfitydennich semenacku
Nicotiana tabacum 'Bright yellow’. Gen MA P18 byl izolovan z cDNA dvouty-
dennich semenacku Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH. ekotyp ’Columbia’.
Semena obou druhu rostlin byla desinfikovdna 1 min v 96% ethanolu, poté
10 min piipravkem SAVO (0,5 v/v ~ 2,5 % NaClO) a nakonec 4x promyta
sterilni destilovanou vodou. Desinfikovand semena byla stratifikovana ale-
spon 2 dny pii 4°C ve sterilni destilované vodé a poté pomoci 200 ul pipety
vyseta do plastovych Petriho misek (12x12 cm) s Basal mediem. Kultivace
probihala pii fotoperiodé 16/8 a teploté 20°C (resp. 25°C pro Nicotiana
tabacum).

Piiprava cDNA

IzoLACE MRNA  Rostlinny materidl (okolo 70 mg) byl vlozen do 2 ml
mikrozkumavky Eppendorf spoletné se dvéma ocelovymi kulickami, rychle
zmrazen v tekutém dusiku ve zmrazeném stavu homogenizovan v kulickovém
mlynku Retsch MM 301 (frekvence 23 Hz, 2x2 min). Izolace mRNA byla déle
provedena pomoci kolonek RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, kat. ¢. 74904).
Koncentrace mRNA byla stanovovana spektrofotometrem NanoDrop 1000
(Thermo Scientific) v rezimu RNA-40.

REVEZNf TRANSKRIPCE c¢DNA byla pfipravena pomoci ReverseAid?™ M-
MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas, kat. ¢. EP0442) dle pruvodniho
protokolu. Vychozi mnozstvi mRNA bylo 1 ug, jako primer (20 pmol) byl
pouzit zakotveny oligo(dT);s s degenerovanou basi na 3’-konci

Piiprava genovych fragmentu

Pripravend ¢cDNA slouzila jako templat pro amplifikaci pfislusnych geno-
vych fragmentu pomoci PCR s Pfu DNA Polymerase (Fermentas, kat. ¢.
EPO501). Reakce byla provedena dle pruvodniho protokolu v objemu 50
pl (1 pul cDNA, 8 (4) pl MgSO4 (4 (2) mM), 1,5 (1) pl Pfu DNA poly-
merasy (3,75 (2,5) u)). Udaje v zavorkdch se vztahuji k amplifikaci frag-
menti MAP18 (pii 0 ¢i 4 mM MgSO,4 nevznikal specificky produkt ani pfi
teplotdch annealingu 55 nebo 60°C).

TVORBA PRESAHUJICICH KONCU Polymerasa Pfu se vyznacuje vyrazné
nizsi chybovosti oproti Tagq polymerase, proto byla zvolena pro tvorbu frag-
mentu pro klonovani. Netvoii vSak lepivé konce (presahy dA na 3’-koncich),
které jsou nezbytné pro efektivni klonovani do plasmidu pDrive. Presahy
byly dopnény nésledujicim postupem (dr. Lukas Fiser): veskery produkt
PCR byl smichdn v poméru 1:1 s chloroformem (denaturace Pfu), vortexo-
vén a centrifugovam (5 min, 14 000 g).
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DNA byla vysrazena z horni vodné faze po ptidani 0,1 objemu CH3COONa
(3M, pH = 5,2), 3 objemu 96% EtOH (-20°C), 1 h inkubace pii -20°C a
centrifugaci (20 min, 14 000 g, 4°C). Pelet byl promyt 200 pl 70% EtOH
(-20°C), znovu centrifugovan (5 min, 14 000 g) a vysuSen. Poté byl pelet
rozpustén v 30 pl reakéni smési pro Tag DNA polymerasu (Fermentas, kat.
¢.EP0406) a vlastni extenze probihala 10 min pii 72°C. Veskery produkt
byl separovén elektroforesou na agarosovém gelu (1,2 % agarosy, GelRed 1
pg/ml; pufr TAE (40 mM Tris acetdatu, 1 mM EDTA, pH = 8,0), vzorek
byl smisen s 6x DNA Loading Dye (Fermentas, kat. ¢. R0611) v poméru 5:1
a jako markeru byly pouzity 3 ul GeneRuler (Fermentas, kat. ¢. SM0322)).
Produkt odpovidajici velikosti byl izolovan kitem QIAEX II Gel Extraction
Kit (QIAGEN, kat. ¢. 20021) dle pruvodniho manualu QIAEX II Handbook.
Pii piipravé konstruktt genu MAP18 byl cely postup omylem modifikovéan:
reakéni smés po PCR s Pfu byla ihned pifimo pfrecisténa elektroforesou a
naslednou izolaci z agarosového gelu, poté byla provedena vlastni extenze
s Taq polymerasou jeji produkt byl pfimo klonovan bez purifikace. I v tomto
piipadé bylo klonovéani tspésné.

Bakterialni linie

PRIPRAVA ELEKTROKOMPETENTNICH BUNEK FE. coli Konzerva bunééné
linie Fscherichia coli DH5a byla rozéarkovana na plotnu LB media a druhy
den byly tii kolonie zaockovany do 25 ml media LB a kultivovany pfes
noc. Rano bylo 5 ml této suspenze zaockovano do 200 ml media SOB a
kultivovano do ODgoo = 0,4 (v8echny kultivace pii 37°C, 150 rpm). Poté
byla suspenze zchlazena na ledu (20 min) a étytikrat centrifugovana (4 000
g, 10 min, 4°C). Po centrifugacich byla resuspendovéna postupné ve 20 ml
vychlazené dest. vody, ve 12 ml a 4 ml vychlazeného 10% glycerolu a nakonec
po odsati veskerého supernatantu vyvévou ve 400 pl vychlazeného media
GYT. Vysledn4 suspenze byla nafedéna mediem GYT na 2,5.1010 bunék/ml
(piicemz ODgog = 1,0 odpovida 2,5.10% bunék/ml) a v alikvotech 40 ul
zamrazena v tekutém dusiku a skladovana pii -70°C.

PRIPRAVA ELEKTROKOMPETENTNICH BUNEK Agrobacterium tumefaciens
Postup je stejny jako v minulém ptipadé, pouzita byla linie C58C1. Do
tekutého media (3 ml YEB s rifampicilinem 100 pg/ml) byla zao¢kovéna
pouze jedna kolonie a kulturou bylo poté inokulovidno 300 ml media. Kul-
tivace probihala do ODggg = 0,5 a k promyvani se pouzivalo 2 — 3 x 300
ml vody a poté 10 ml 10% glycerolu. Po posledni centrifugaci byla suspenze
resuspendovana ve 3 ml 10% glycerolu a zamrazena v alikvotech 40 pl.
PRIPRAVA KOMPETENTNICH BUNEK PRO TRANSFORMACI TEPLOTNIM
SOKEM  Konzerva bunécné linie FEscherichia coli XL1blue (resistentni
k tetracyklinu) byla rozédrkovédna na plotnu LB media a druhy den bylo
Sest kolonii zaockovano do 15 ml media SOB a kultivovano pfes noc. Rano
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Reakéni smés
pro 3-dT extenzi (30 pul)

10x Tagq Buffer
(+(NH4)QSO4, —MgCIQ)

e 3 pl
25 mM MgCL, 2 ul
10 mM dNTP 0,75 ul
Taq DNA pol. 0,2 pl
GYT medium (1L)

pepton 25g
yeast extract 1,25 g
glycerol 100 g
sterilisovano filtraci
uchovavano pii 4°C

SOB medium (1L)

pepton 2g
yeast extract 5g
NaCl 10 mM
KCl1 2,5 mM
MgCl, 10 mM
MgSO4 10 mM
pH 6,7



YEB medium (1 L)

pepton 10g
yeast extract lg
sacharosa 5g
MgSO,4 0,5g

MgSO4 klavovan spolecné
pH neupravovano

SOC medium (1L)

pepton 20 g
yeast extract 5g
glukosa 20 mM
NaCl 10 mM
KCl 2,5 mM
MgCl, 10 mM
MgSO4 10 mM

sterilisovano filtraci
uchovavano zmrazené

LB medium (1 L)

pepton 10g
yeast extract 5g
NaCl 10 g
agar (tuhé LB) 175 ¢
pH neupravovano 7,5

byly 2 ml této suspenze zaotkovany do 250 ml media SOB a kultivovany do
ODgoo = 0,6 (vSechny kultivace pfi 37°C, 150 rpm). Poté byla suspenze zch-
lazena na ledu (10 min) a dvakrat centrifugovana (2 500 g, 10 min, 4°C). Po
kazdé centrifugaci byla resuspendovana v 80 resp. 20 ml vychlazeného media
TB. Poté bylo k suspenzi pridéno DMSO na finélni koncentraci 7 % a po 10
min stani na ledu byly bunky v alikvotech 1 — 2 ml zamrazeny v tekutém
dusiku a skladovany pii -70°C.

Ligace fragmentu do plasmidu pDrive a transformace do Fs-
cherichia coli

LiGACE Fragment s presahujicimi konci dA byl insertovéan do lineariso-
vaného plasmidu pDrive s dU pfesahy na obou 3’-koncich pomoci kitu QI-
AGEN PCR Cloning Kit dle pruavodniho protokolu QIAGEN PCR Cloning
Handbook (QIAGEN, kat. ¢. 231124). Slozeni 10 pl reak¢ni smési: 1 pul
pDrive Cloning Vector, 4 ul PCR produktu, 5 ul 2x ligaéni smési. Ligace
probihala 2 h nebo pfes noc (v piipadé konstruktu MAP18) pii 4°C.

TRANSFORMACE DO FEscherichia coli  Liga¢ni smés byla transformovana
bud’ teplotnim Sokem do kompetentnich bunék linie XL1blue s tetracykli-
novou resistenci (4 ul ligaéni smési pridany ke kompetentnim bunkam (0,5
ml) rozmrazenym na ledu, po zamichani inkubovéno na ledu 25 min, poté
vystaveno teplotnimu Soku (42°C, 1 min) a znovu zchlazeno 2 min na ledu),
nebo elektroporaci do elektrokompetentnich bunék linie DH5a (ke 40 wul
elektrokompetentnich bunék rozmarazenych na ledu ve vychlazené elektro-
poraéni kyveté pridany 3 ul odsolené?” ligacni smési a po 1 min inkubace
na ledu byl aplikovén elektricky puls 2,5 kV (resistence 200 2, kapacitance
25 uF)). Ke smésim po transformaci byl ihned pfiddn 1 ml media SOC a po
1 h tfepani (180 rpm, 37°C) byl roztok roztirdn na plotny LB media s ka-
namycinem (50 mg/l) a X-galem (80 mg/1) v objemech 50, 300 a 1000 pul.
Plotny byly kultivovany pii 37°C do druhého dne.

SELEKCE KOLONIf S INSERTOVANYM FRAGMENTEM Selekce je zalozena
jednak na kanamycinové rezistenci nesené plasmidem pDrive (prezivaji jen
transformované burky), za druhé na aktivité LacZ a-peptidu, ktery stépi
X-gal za vzniku modrého indolového zabarveni bakterialnich kolonii. Klono-
vaci misto plasmidu pDrive lezi uvniti LacZ « genu, inserce fragmentu tudiz
rusi aktivitu LacZ a-peptidu a bakteridlni kolonie zustavaji bilé. Vzhledem
k omezené spolehlivosti modro-bilé selekce (dr. Fiser, tst. sdéleni) byla pii-
tomnost fragmentu dodateéné kontrolovana po precarkovani 25 predbézné
vybranych kolonii na nové plotny (kultivace 1 den, 37°C) pomoci PCR.

200dsoleni bylo provedeno na kolonce tvofené mikrozkumavkou naplnénou gelem (1 %
agarosa, 100 mM glukosa) do néhoz byla béhem tuhnut{ vytvofena 200 p pipetovaci $pickou
jamka, do niz byla posléze napipetovana odsolovana liga¢ni smés. Po 90 min byla pouzita
k elektroporaci.
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M13—R. Forw
Hindlll

Hindlll

M13-R, Rev

Hindlll Hindlll

Precarkované kolonie byly skladovany pii 4°C a zustavaji zivotaschopné min-
imalné mésic.

SCcrREEN-PCR,  Kvili symetrii klonovactho mista probihé inserce fragmentu
do plasmidu pDrive nespecificky (fragment muze byt orientovédn piimo i
revezné, obrazek2.4). Ve vzdélenosti zhruba 30 bp od klonovaciho mista
lezi na plasmidu pDrive dalsi restrikéni mista BamHI i HindlIl. V pii-
padé nedostateéného restrikéniho Stépeni (zvlasté pii parcidlnim Stépeni)
nemusi restrikce probéhnout na vsech restrikénich mistech fragmentu i plas-
midu zéroven a vysledny vystépeny fragment miize nést rudimenty plasmidu
pDrive, které mohou zpusobit nefunkénost konstruktu s GFP. Vyhodnéjsi
je reverzni orientace fragmentu, nebot’ nedokonalé fragmenty jsou pfevazné
typu BamHI-BamHI ¢ HindIII-HindIll, které nejsou schopny inkorporace
do BamHI/HindIII klonovaciho mista na plasmidu pGreenlI pii GFP fizi.
Vybér kolonii s vhodnymi inserty byl proveden pomoci PCR s vhodnymi pri-
mery (M13-R — Rev ¢ M13-F — Forw). Pii izolaci velmi kratkych fragmentu
jako v pifpadée MAP18'=23 neni mozné na elektroforéze spolehlivé identi-
fikovat pfitomnost PCR produktu, pouzijem-li k amplifikaci primery Forw —
Rev, nebot’ produkt splyva s Sumem na cele efektroforézy. Amplifikujeme-li
v8ak fragment pomoci jednoho M13 primeru, je jiz produkt dobie deteko-
vatelny.

PCR byla provedena dle provedena dle pruvodniho protokolu pro Taq DNA
polymerasu (Fermentas, kat. ¢. EP0406). Slozeni 20 pl reakéni smési: 2 ul 10x
Taq Buffer (+(NH4)2SOy4, -MgCly), 0,4 pl kazdého primeru (0,2 pM), 0,4 pl
dNTP (0,2 uM), 1,2 pul MgCls (1,5 uM), 0,3 ul Tag DNA polymerasa. Jako
templét slouzilo malé mnozstvi bakterii prenesenych paratkem z precarko-
vanych kolonii. Program PCR byl stejny jako pfi amplifikaci s Pfu poly-
merasou s vyjimkou zkraceni doby extenze na 1 min a zvySeni poctu cykla
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Obréazek 2.4: Dvé mozné ori-
entace fragmentu ve vek-
toru pDrive. Pro dalsi préci
je vhodnéjsi reverzni orientace,
vybér se provede pomoci PCR
s primery M13-R — Rev ¢i Forw
— M13-F.



TB medium

PIPES 10 mM
MnCl, 55 mM
CaClg 15 mM
KCl 250 mM
pH 6,7

na 39. Produkt reakce byl elektroforeticky separovan na 1,2% agarose, pro
kratké fragmenty MAP18'~23 byla pouzita 2% agarosa.

[ZOLACE PLASMIDU Z BAKTERIf Vybrané kolonie s potvrzenym insertem
byly zaockovény do 3 ml tekutého LB media a kultivovédny pfes noc (180
rpm, 37°C). Rdno byly bakterie sedimentovany (8 000 g) a izolace plasmidu
byla provedena na kolonkach kitem Wizard Plus SV Minipreps Purification
System (Promega, kat. ¢. A1460) dle pruvodniho protokolu centrifugaéni
metodou. Jako kritické kroky ovliviujici vytézek byly identifikovany:

1) staif a hustota suspenze — kolonky maji omezenou kapacitu a mohou
byt preyceny prilisnym mnozstvim bunék a zaroven muze rust podil
mrtvych bunék v suspenzi

2) centrifugace suspenze — piili§ vysoké otacky vedou v velmi kompakt-
nimu peletu, ktery se obtizné resuspenduje

3) resuspendovani — je nejkriti¢téjsim krokem, vortexovani neni dosta-
tecné, je treba resuspendovat pipetovanim

4) pridavéni neutralisatniho roztoku po lyzi bunék — v protokolu do-
poru¢uji okamzité protiepani, pak vznika klkovita srazenina, ktera
se velmi obtizné centrifuguje, nebot’ plave na hladiné. Pokud se po
pridani roztoku nechd smés nékolik sekund stat, vznika kompaktnéjsi
srazenina, kterd se 1épe centrifuguje. Pfestoze v protokolu varuji pred
nedostateénym odstranénim srazeniny, neovliviiuje tato chyba vyrazné
vytézek (nejvyse jeho cistotu).

V poslednim kroku bylo k eluci DNA pouzito 50 ul vody oproti 100 ul
uvedenych v protokolu (dle doporuéeni J. Kobrlové) za ucelem zvyseni kon-
centrace produktu. Izolovany plasmid byl uskladnén pii -20°C.

PRIPRAVA BAKTERIALN{CH KONZERV  Pro dlouhodobé uchovéani bakteridl-
nich lini{ bylo 40 ul bakterialni suspenze smichéno s 10 ul 50% glycerolu,
zmrazeno v mikrozkumavce ponofenim do tekutého dusiku a ulozeno do
-70°C.

STANOVEN! KONCENTRACE A SEKVENACE DNA  Koncentrace izolované
plasmidové DNA byla nejdiive odhadovana porovnanim s intenzitou markeru
na agarosové elektroforese. Tato metoda se ukazala jako nespolehliva, nebot’
dochézelo k podhodnocovani koncentrace DNA, coz mélo za nésledek presy-
ceni nésledujicich kroku ptipravy konstruktu (restrikce a izolace restrikénich
fragmentu). Vysledkem byla kontaminace liga¢ni smési pii ligaci restrikénich
fragmenti do vektoru pGreenll nestépenym plasmidem pDrive a transfor-
mace nasledné generace bakterii timto plasmidem, nikoli zadanym konstruk-
tem v plasmidu pGreenlI (chyba byla odhalena az pii opakovaném selhdvani
sekvenace s primery specifickymi pro pGreenll). Koncentrace DNA byla
proto nadéle stanovovana piistrojem NanoDrop 1000 v rezimu DNA-50. Izo-
lace miniprepem vedla bézné ke koncentracim DNA okolo 300 ng/ul s uspo-
kojivou ¢istotou (dle indexu 260/230 a 260/280). Pro kontrolni sekvenacéni
reakci byl pouzit ekvivalent plasmidu dle pravidla 100 ng na 1000 bp (pro
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pDrive okolo 400 ng, ekv. 1-2 pul) a 0,3 pl primeru M13-F (0,2 mM) do
celkového objemu 14 pl. Vlastni sekvena¢ni reakci provedla servisné Sekve-
nac¢ni laboratot Biologické sekce PTF UK. Délka spolehlivé precteného frag-
mentu se pohybovala okolo 1 kbp.

Tvorba fizniho konstruktu ve vektoru pGreenll

Nésledujici kroky piipravy fluorescen¢nich fiznich konstruktu spocivaly ve
vystépeni fragmentu z plasmidu pDrive (skrze vnesend restrikéni mista BamHI
a HindIII na okrajich fragmentu) a jeho ligovani do plasmidu pGreenll, jez
jiz nesl sekvenci pro GFP. Vysledny konstrukt byl opét vnesen do E. coli.
Jako vektor byl pouzit pGreenll 0129 s hygromycinovou resistenci v ros-
tlindach a kanamycinovou resistenci v bakteriich, 355 promotorem a EGFP
sekvenci vlozenou mezi restrikéni mista Xbal a BamHI, resp. HindIII a Sall
dle typu fize (Hellens et al. (2000), modifikovano L. Fischerem). Vlastni
fragment je vkladan mezi restrikéni mista BamHI a HindIII.

RESTRIKCNT STEPENT  Restrikci komplikovala pritomnost interniho restrik-
¢niho mista BamHI uprostied genu DREPP/, ktera si vynutila parcidlni
Stépeni.

Tabulka 2.15: Vypocet mnozstvi restrikénich enzymu

BamHI HindIII
restrikéni mista
M-fag 0,1 kbp~! 0,14 kbp~1
pDrive: (DREPP2,MAP18) 0,44 kbp~1 0,44 kbp~!
pDrive: DREPP/ 0,66 kbp~* 0,44 kbp~!
pocet jednotek
pDrive:(DREPP2,MAP18) 4,4 u 3,1u
pDrive: DREPP/ 6,6 u 3,1 u

VYPOCET MNOZSTVI RESTRIKAZ Jednotkovd aktivita restriktdzy je defi-
novana kompletnim rozstépenim 1 pg A-fagu (50 kbp) v 50 pl za 1 h pii
37°C. Hustota restrik¢énich mist v A-fagu je 5 mist/50 kbp (BamHI), resp. 7
mist/50 Kbp (HindIII). V konstruktech pDrive:DREPP (3,8 + 0,7 kbp) se
vyskytuji 2 restr. mista HindIIl a 2 nebo 3 restr. mista BamHI.

VLASTNI STEPENT  Soucasné stépeni enzymy BamHI a HindIII bylo prove-
deno v prostredi 2x YT /Tango (vSe od firmy Fermentas, kat. ¢. ER0051,
ER0501, BY1), kdy je nejspolehlivéjsi aktivita obou enzymu. Kompletni
stépeni (pGreenll, pDrive: (DREPP2,MAP18)) bylo provedeno v nadbytku
obou restrikénich enzymu (10 u) po dobu 3 h. Parcidlni stépeni (pDrive: DREPP/)
enzymem BamHI bylo provedeno po kompletnim stépeni enzymem HindIIL.
Pro parcidlni stépeni byla pouzita 13x nizsi koncentrace enzymu BamHI
(0,5 u) po dobu 5 minut (odebrdna 1/2 reakéni smési) a 10 minut (ode-
bran zbytek smési). Inaktivace enzymu byla v obou piipadech provedena
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Parcialni restrikéni stépeni
Restrikéni smés (50 pl)

plasmidovd DNA 1 g
10X Y /Tango 10 pl
HindIIl 10 u
Stépeni 3 h pii 37°C

BamHI 0,5u

Stépeni 5 a 10 min pti 37°C

piidavkem 0,1 objemu 0,5 M EDTA pH=8,0. Produkty byly okamzité sep-
arovany elektroforeticky na 1,5% agarose (v piipadé velmi kratkého frag-
mentu MAP18'=23 byla pouzita 2% agarosa, elektroforesa 2 h pii 40 V).
Fragment zadané velikosti byl vyfiznut z gelu a DNA byla izolovana kitem
QIAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN). Charakteristicky vytézek izolace
je 20-30 pl s koncentraci 10-15 ng/ul (fragment) a 40 ng/ul pro vektor
pGreenll.

LicACE Pomeér vektoru a fragmentu byl volen 1:7 (doporuceni dr. Fisera).
Slozeni 20 ul ligaéni smeési: 10X liga¢ni pufr (2 ul), T4 DNA ligizae (2 ul,
2 u, Fermentas, kat. ¢. EL0015), zbytek reakéni smési (16 pl) byl tvofen
piislusnymi poméry vektoru pGreenllI a fragmentu (oba po restrikci a elek-
troforetické purifikaci). Liga¢ni reakce probihala 16 hodin pii 4°C.

TRANSFORMACE BAKTERIf KONSTRUKTEM  Vytvofeny konstrukt frag-
mentu DREPP/MAP18 ve vektoru pGreenll 0129 (EGFP) byl transfor-
movéan do bakterii E. coli linie XL1blue teplotnim Sokem stejnym zpusobem
jako v pfipadé konstruktu v pDrive. K selekci na plotnach LB media byl nyni
pouzit kanamycin (50 pg/ml) a vybér kolonii nesoucich plasmid pGreenll
byl proveden po piecarkovani pomoci fluorescenéniho mikroskopu, nebot’
bakterie jsou schopny exprimovat funkéni protein GFP. Potvrzeni piitom-
nosti insertu bylo provedeno pomoci PCR s primery 35SF a Rev., reakéni
podminky byly shodné jako po transformaci konstrukty v plasmidu pDrive.
Izolace plasmidu miniprepem byla provedena opét kitem Wizard Plus SV
Minipreps Purification System (Promega). Kontrolni sekvenace nebyla nyni
provadéna, z vybranych kolonii byly opét pripraveny konzervy.

Transientni biolisticka transformace rostlinného materialu

PRIPRAVA PLASMIDU MINIPREPEM Bakterie E. coli XL1blue s konstrukty
pGreen: DREPP/MAP18 byly zaockovény do 30 ul tekutého LB media s ka-
namycinem (50 pug/ml) a kultivovany 16 h (37°C, 180 rpm). Izolace plasmidu
probéhla pomoci kolonového kitu JETSTAR 2.0 MIDI columns with Lysate
Filter Unit (GENOMED) dle pruvodniho protokolu. Vyslednd DNA byla
rozpusténa v 50 pl vody, vytézek se pohyboval kolem 3-4 pg/pul.

PRIPRAVA NABOJNIC PRO BIOLISTIKU Biolisticky experiment byl prove-
den s vybavenim Helios Gene Gun system (BIO-RAD, kat. ¢. 165-2432).
Zlaté kulicky o pruméru 1 pum (BIO-RAD, kat. ¢. 165-2263) byly resus-
pendovany v 70% EtOH, po 15 min mirné centrifugovény (5 000 g, 15 s) a
3x resuspendovany a promyty ve vodé (centr. 30 s, 7 000 rpm). Poté byly
resuspendovany v 50% glycerolu (200 pl) a opét 2x promyty vodou. Déle
byly resuspendovany ve 100 pl 50 M spermidinu, 2 s vortexovany a 2x
30 s sonikovany ve vodni lazni. Nyni byl ke kulickdm pfidan ekvivalent 50
pg plasmidu (vortexovano 5 s) a velmi pomalu 100 pul 1 M CaCly (vortex-
ovano po kazdé kapce), suspenze byla nechdna 10 min precipitovat, pak byla
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centrifugovana (5 000 g, 15 s) a 3x resuspendovéna v bezvodém EtOH (cen-
trifugace 5 000 g, 5 s). Na zavér byly kulicky resuspendovany ve 2 ml 5%
polyvinylpyrolidinu v bezvodém EtOH. Néabojnicova trubicka byla vysuSena
dusikem (15 min, 0,35 1/min) v susicim aparatu a poté naplnéna predsoniko-
vanou zlatou suspenzi. Po 15 min sedimentace ve stabilni vodorovné poloze
byl roztok velmi opatrné odstranén injekéni stiikackou (béhem 1 min), aby se
nedisturboval zlaty sediment. Trubicka byla poté opét vysusena dusikem za
stalého otaceni a nafezana na jednotlivé nabojnice pomoci fezaciho aparatu.
Nébojnice byly dlouhodobé skladovany na silikagelu pii 7°C.

ROSTLINNY MATERIAL Biolistickd transformace byla aplikovdna na ruzné
rostlinné materialy, jednak na buiky tfidenni suspenze Nicotiana tabacum
'Bright yellow’” (BY-2), déle vSak i na listy Nicotiana benthamiana, Ara-
bidopsis thaliana, Capsella bursa-pastoris (sbér semen u osady Horni Cernd
Studnice, okr. Jablonec nad Nisou) a Sysimbrium loeselii (sbér semen na Al-
bertové, Praha). Rostliny byly kultivovany v konvenénim substratu v kulti-
vacni mistnosti pii 20°C a fotoperiodé 16 h, bunééné suspenze tabaku Nico-
tiana tabacum 'Bright yellow’ (BY-2) byla kultivovana v tekutém MS médiu
(pasézovéani po 7-8-(10) dnech, ockovani 1:30 ml, kultivace ve tmé pii 25-
26°C, rotace 120 rpm). Vlastni transformace probihala mezi 9. a 10. hodinou
dopoledni.

BiorisTikA 10 ml tiidenni bunééné BY-2 bylo opatrné vakuové odsdto na
papirovém filtru o pruméru 6 cm a i s filtrem polozeno na plotnu MS media
ve stejné velké Petriho misce. Transformace byla provedena vystielem z gen-
ového déla Helios Gene Gun z bezprostiedni blizkosti za pouziti rozptylové
miizky. Z jedné nabojnice byly provedeny tii vystfely do jednoho mista
a v pripadé potieby vysSsi uspésnosti transformace bylo do stejného mista
vystiileno vice nabojnic. Tlak hnaciho helia byl nastaven na 150 W. Listy
byly transformovény obdobnym zpusobem - odstfizeny list byl polozen li-
covou stranou na stul a opa¢né strana byla vystavena palbé. Poté byl list
polozen rubovou stranou na plotnu MS media. Material po transformaci byl
kultivovan ¢tyri hodiny a poté mikroskopovan.

Stabilni transformace rostlinného materialu

K inkorporace konstruktu pGreenll: DREPP/MAP18 do rostliného materi-
alu bylo vyuzito Agrobacterium tumefaciens. Plasmidem je zaroven vnaSena
selekce k hygromycinu.

TRANSFORMACE BAKTERIE Agrobacterium tumefaciens Konstrukt byl do
elektrokompetentnich bakterii vnesen elektroporaci ve formé izolované plas-
midu (1 ul) spoleéné s 1 pl plasmidu pSoup (Hellens et al., 2000), ktery
je nezbytny pro udrzeni plasmidu pGreenll v bakteriich. K bakteriim byl
piiddn 1 ml media SOC?! a po tiech hodinéch tfepani (180 rpm, 28°C) byly

21Gtandardné je pouzivano medium YEB recovery, aviak v disledku omylu jsem zjistil,
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MS medium (1L)

M 5524 (Sigma) 22¢g
sacharosa 30g
2,4-D 0,1 mg
agar (tuhé) 8¢g



vysévany na plotny LB media s kanamycinem (50 pg/ml) a rifampicinem
(100 pg/ml). Po tfech dnech byly vybrané kolonie pfe¢arkovany na nové
medium a podrobeny screenu pod fluorescenénim mikroskopem (GFP) a
PCR jako v ptipadé transformace E. coli. Ze spravnych kolonii byly vytvoreny
konzervy (10% glycerol).

TRANSFORMACE BUNEK BY-2 Obsah konzervy s odpovidajicim kmenem
Agrobacterium tumefaciens byl rozéarkovan na plotnu LB media s kanamy-
cinem (50 pg/ml) a rifampicinem (100 pg/ml) a po tfech dnech kultivace
pii 28°C byla jedna kolonie zaockovéna (dukladnym rozetfenim po sténé
banky az do sucha) do 10 ml YEB media s kanamycinem (50 pug/ml) a ri-
fampicinem (100 pg/ml) a kultivovana do druhého dne (150 rpm, 28°C).
Druhy den byly zfiltrovany (filtratko 220 nm) bunky z 30 ml tf¥idenni sus-
penze BY-2, resuspendovény na puvodni objem ¢erstvym MS mediem s 20
uM acetosyringonu a suspenze byla disturbovédna 50x nasdvanim pipetou
(s neustiizenou §pickou 1 ml). Disturbance zpusobi poskozeni ponék a jejich
snadngjsi infekci Agrobacteriem. Suspenze byla poté po 2 ml rozpipetovana
do Petriho misek (prumér 6 cm), spoleéné se 150 ul bakteridlni suspenze
veetné kontroly bez bakterii. Kokultivace probihala dva dny ve tmé pii 26°C.

SELEKCE TRANSFORMOVANYCH BUNEK Suspenze po dvou dnech kokul-
tivace byla zfiltrovana a 3x propldchnuta vétsim objemem 3% sacharosy
s 500 pg/ml Cefotaximu (Cefotaxime Lek, Lek Pharmaceuticals, Slovinsko)
za Ucelem likvidace agrobacteria. Na zavér byly bunky resuspendovany v 10
ml MS media s cefotaximem (50 pg/ml) a hygromycinem (20 pg/ml) a vy-
sety na plotny MS media se stejnym obsahem antibiotik (zhruba 5 misek
o pruméru 6 cm). Nédsledn4 selekce transformovanych bunék probihala néko-
lik tydnt ve tmeé pii 26°C ve vétsich Petriho miskéch s navlhéenou buni¢inou,
kterd zabranuje vysychani.

PRIPRAVA BUNECNE SUSPENZE Po dvou az ¢tyfech tydnech byl zfejmy rust
kalust transformovanych bunék. Od kazdé varianty bylo pfepasazovano Sest
kalusu se silnym GFP signdlem na ¢erstvé MS medium (50 ml v bankéch)
s hygromycinem (20 pg/ml) a ve dvou paraleldch byly dlouhodobé kul-
tivovany ve tmé pii (23) — 25 —28°C, s pasdzovanim po dvou meésicich. Od
kazdé varianty byly zaroven odvozeny tfi linie suspenznich kultur roztiepanim
césti kalusu v 10 ml tekutého MS media s hygromycinem. Uspésné rostouct
suspenze byly pasdzovany po 7 —9 dnech (1:30 ml) s piidavkem hygromycinu
kazdé dva meésice.

ze SOC medium funguje také.
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2.3.2 Konfokalni mikroskopie

Cilem konfokdlnich pozorovdni bylo odhaleni vnitrobunécéné lokalisace pro-
teinu DREPP pomoci konstruktu DREPP-GFP, které bylo provddéna jak
na stabilné, tak i transientné transformovangch burikdch. Ddle bylo ucinéno
nékolik fyziologickijch experimenti za dcelem zjistit, zda-li se vnitrobunécénd
distribuce proteinu meéni pod vlivem stresovijch stimuli.

Vnitrobunééna lokalisace proteinit DREPP-GFP

Vnitrobunéénd lokalisace fluorescenénich proteinu byla zkouména konfokal-
nim mikroskopem Leica TCS SP2 (Laboratof konfokélni a fluorescenéni
mikroskopie biologické sekce PiF UK). Pouzita byla excitace laserem 488.
Emise byla smimana ve vlnovych délkach 510 — 550. Pouzivan byl objektiv
se zvétSenim 63x s vodni imersi.

Intenzita fluorescence plasmatické membréany ve stabilné transformovanych

bunikdch BY-2 byla uréovdna pomoci funkce "PlotProfile’ (maximum) v pro-

gramu ImageJ 1.37v?? testovaci linif &itky 15 px vedenou kolmo na mem-

branu. V kazdé varianté bylo proméieno 5 — 10 bunék v nékolika rovinach,

celkem bylo provedeno okolo 150 fezu dvojitou membranou na mezibunéénych
prepazkach a zhruba dvojnasobek fezl jednoduchou membranou. Statisticky

byla data zpracovana programem R 2.8.0 funkci implementujici t-test, t . test
s parametrem alternative="greater" nebo alternative="1less" pro jed-

nostranny t-test.

Reakce proteinit DREPP-GFP na osmoticky stres

K 1 ml suspenze tiidennich bunek BY-2 stabilné transformovanych kon-
strukty DREPP2-GFP a DREPP/-GFP a MAP18'=2*-GFP byl piidin
NaCl na vyslednou koncentraci 0,08 M (vSechny varianty) nebo sorbitol
(0,8; 0,24 a 0,08 M, pouze varianta MAP18'~2-GFP). Buiiky byly okamzité
snimany v nékolikaminutovych intervalech (5 — 20 min a 3 h).

Z2http:/ /rsbweb.nih.gov /ij
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2.3.3 Proteomicka analyza proteini rodiny DREPP

Cilem proteomické édsti studie je malezeni interakénich partnerd proteini
DREPP a poturzent interakce proteinu DREPP s mikrotubuly. Viychozim
materidlem byla bunécnd kultura BY-2 stabilné transformovand konstrukty
DREPP-GFP. Pritomnost GFP umoznuje identifikovat fiuzni protein imu-
noblotovdnim protildtkou proti GFP a neni tak nutné pripravovat protildtku
proti konkrétnimu proteinu. Nebezpecim jsou vsak pochopitelné artefakty,
nebot’ GFP miiZe stericky inhibovat nékteré interakce proteinu a overexprese
muZe vést k jeho neprirozenému chovani. Interaktory proteinu DREPP jsou
hleddny pomoct blue-native elektroforesy, kterd umoZzZnuje separaci intaktnich
komplexi hydrofobnich membrdnoviych proteinai.

Metodika blue-native elektroforesy je velmi citlivd na precisnost provedend.
Jako klicové faktory ovliviiujici kvalitu separace kompexi byly identifikovdany
tyto: solubilisace membrdnové frakce (pomér koncentraci detergentu a pro-
teinu; lisi se dle druhu membrdny), velikost nandsky na elektroforesu (nad-
mérné nandsky zpusobugji horsi separaci), koncentracni pomér gradientového
gelu a kvalita naliti gradientu, napéti pri elektroforese. Viechny tyto operace
musely byt optimalisovany. Veskeré prdace probihali nas ledu, neni-li uvedeno
Jinak.

Rostlinny material

Bunééna suspenze Nicotiana tabacum BY-2 stabilné transformovana plasmi-
dem pGreen(0129 nesoucim konstrukty 35S:DREPP2:GFP a 355:DREPP4:GFP
kultivovanda ¢tyii dny pii 25°C, inokulace 1:30 ml, medium MS s 20 pg/ml
hygromycinu.

Izolace mikrosomalni frakce

Bunécéna suspenze (90 ml) byla vakuové filtrovdna pies nélevku s fritou

Lysis pulfr a ziskané bunky byly velmi dikladné rozdrceny v tekutém dusiku pomoci
PIPES 50 mM  tieci misky s tlouckem (homogenizace byla provddéna nékolik minut za
MgSOy4 2 mM

prubézného prilévani tekutého dusiku, az do okamziku, kdy homogenizat

igll; ?osa 2’2 2% ztratil krystalickou konsistenci). K homogenizétu bylo pfiddano 20 ml Lysis
DTT 5 M Pulru s inhibitory protilatek a po rozmrznuti byla smés centrifugovéna (10
pH 6,8 min, 5000 g, 4°C). Supernatant obsahujici cytoplasmatickou bunéénou frakei
PMSF 0,25 mM bez jader a bunécéné stény byl nasledné ultracentrifugovan (90 min, 27 000 g,
Aprotinin 0,25 pM  4°C) a vznikly pelet mikrosomalni membrénové frakce byl resuspendovén na
Leupeptin 0,25 uM  ledu v minimalnim mnozstvi PM pufru?® 24 a okamzité zmrazen v alikvotech
Pepstatin A 0,25 uM

23PM pufr neobsahoval inhibitory proteas, ale pravdépodobné by bylo lepsi pfidat in-
hibitory i nyni.

24Pro ticely blue-native PAGE by bylo pravdépodobné praktictéjsi resuspendovat vzorek
piimo v BN pufru.
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v tekutém dusiku a dlouhodobé ulozen do -70°C. Homogenisaci v tekutém
dusiku byla dédna prednost pfed sonikaci, nebot’ se da ocekavat, ze bude
Setrngjsi k proteinovym komplextim (nebylo testovéno).

STANOVENT KONCENTRACE PROTEINU  Sprdvnd determinace obsahu pro-
teini je nezbytna pro stanoveni optimalniho mnozstvi detergentu pfi nésled-
nych extrakcich. Standardni metoda stanoveni obsahu proteint dle Bradfor-
dové Bio-Rad Protein Assay (BIO-RAD, kat. ¢. 500-0006) pii stanovovani
koncentrace mikrosomalni frakce selhdva, nebot’ hydrofobni membranova
frakce se béhem nékolika minut precipituje. Pouziti detergenti neni mozné,
nebot’ jak SDS, tak dodecylmaltisid i Triton X-100 silné interferuji s testem.

Metoda byla tudiz upravena tak, ze k 5 ul mikrosomélni frakce bylo ptidano
15 pl 1M KOH a smés byla inkubovana 20 min pii 37°C, pticemz dochézi
k degradaci membranovych lipidi2?°. Potom je ke smési pfidén 1 ml reagen-
cie Bio-Rad Protein Assay (zfedené vodou v poméru 1:4) a po 8 min-
utach byla zméfena absorbance pii 595 nm na spektrometru BioMate 5
(Thermo Spectronic). Hydroxid je sice také uvddén mezi latkami interferu-
jicimi s testem, nebot’ pro pribéh testu je nezbytné silné kyselé pH okolo

Zhttp: //www.ruf.rice.edu/~bioslabs /methods/protein /bradford.html

o1

Obrazek 2.5: Kalibraéni
kiivka. Koncentrace proteinu
byla stanovena metodou dle
Bradfordové, standart BSA, s a
bez pridani KOH

PM pufr

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


http://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/methods/protein/bradford.html

BN pufr

g-aminokapronova

kyselina 750 mM
Bis-Tris 50 mM
EDTA 0,5 mM
Na28203 pH 7,0
2D pufr (1L)

Tris/Cl 50 mM
SDS 20 g
urea 8 M
glycerol 300 g
merkptoethanol 50 ml
bromphenol blue 5g
pH 6,8

1,1 zajist’ované kyselinou fosfore¢nou, pouzité mnozstvi hydroxidu je vsak
nizké a neznemoznuje provedeni testu (obrazek 2.5. Kalibraéni kiivka byla
zkonstruovana obdobnym zpusobem: BSA byl rozpustén v PM pufru na kon-
centraci 50 mg/ml a poté dvakrat nareden na koncentrace 5 a 0,5 mg/ml.
7 téchto standardu byla pripravena kalibra¢ni fada s ekvivalenty 125; 50;
25; 12,5; 5; 2,5 ug proteinu (nejmensi pipetovany objem byl 2,5 ul)

Solubilisovatelnost proteinu DREPP-GFP

K solubilisaci vzorku urceného k separaci blue-native PAGE se pouzivaji
mirné neionické detergenty, nejcastéji n-dodecyl-3-D-maltosid a Triton X-
100, které by mély vytvaret micely obsahujici intaktni membranové kom-
plexy vcéetné jejich lipidické slupky.Vzhledem k tomu, ze se protein DREPP
vyskytuje v detergentuvzdorné frakci plasmatické membrany definované re-
sistenci vuci extrakei 1% TX-100 po dobu 30 min pii 4°C, hrozi nebezpeci,
ze nebude dostatecné solubilisovatelny pii pripravé vzorku na Blue-native

PAGE.

7Z tohoto duvodu byl nejdiive proveden test solubilisovatelnosti: k ekviva-
lentu 400 — 1 000 ug proteint resuspendovaného pipetovanim v 70 — 100 ul
BN pufru byl priddn 10% roztok detergentu (DM ¢i TX-100) dle pozadované
koncentrace, tak aby vysledny objem vzorku byl 100 ul. Vzorek byl po dik-
ladném promichani ty¢inkou inkubovan 5 — 30 min (bez vortexovani, aby
se omezila degradace komplexu). Potom byl centrifugovan bud’ na stolni
centrifuze (15 000 g, 10 min), nebo na utracentrifuze (100 000 g, 1 h, rotor
S100AT6) a nebo po piidani sacharosy na koncentraci 50 % utracentrifu-
govan (150 000 g, 12 h, rotor S55S) na sacharosovém gradientu 40-30-35-
15 % (v BN pufru; jednotlivé frakce byly po centrifugaci odebrény, nafedény
na vysledny objem 4 ml BN pufrem a sedimentovény (200 000 g, 1 h, rotor
S100AT6)). Ke vSem ziskanym supernatantum i peletim bylo pfiddano 50
pl 2D pufru a po 30 minutdch inkubace pii 37°C za ob¢asného vortexovani
(pro membranové proteiny se nedoporuc¢uje inkubace pii 98°C, nebot’ hrozi
jejich precipitace) byly separovany na standardni SDS-PAGE, véetné piis-
lusnych kontrol bez pouziti detergenti DM a TX-100. Protein DREPP-GFP
byl po separaci detekovan imunoloblotovanim s primarni protildtkou mouse
Anti-GFP (Roche, kat. ¢. 11 814 460 001) a sekundérni Goat Anti-Mouse
IgG:HRP Conj. (Stressgen, kat. ¢. SAB-100) (viz 2.3.3).

SDS-PAGE

Elektroforesa byla provddéna na polyakrylamidovém gelu (tabulka 2.16 o roz-
mérech 10,5 x 11 x 0,1 c¢m se zhruha 1 cm zaostfovaciho gelu a komurkami
o objemu 50 ul za konstantniho napéti 220 V, proudu 40 mA na 1 gel a
teploty 10°C. Jako markeru bylo pouzito 7 ul PageRuler™ Prestained Lad-
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der (Fermentas, kat. ¢. SM0671).

Tabulka 2.16: SDS-PAGE

Slozka délici gel zaostiovaci 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 % —
ammoniumpersulfat 0,05 % 0,08 % —
glycin — — 192 mM
pH 8,8 6,8 8,4

Imunoblotovani (Western blot)

K detekci proteinu DREPP-GFP bylo pouzito imunoblotovani s protilatkou
anti-GPF a vyvijeci systém ECL.

TRANSFER Polyakrylamidovy gel po elektroforese a PVDF membrana ak-
tivovand namocenim do methanolu (10 s) byly vlozeny do blotovadla (Biome-
tra B64) mezi dvé trojice filtracnich papirt Whatman 3MM namocenych
v transferovém bufru. Po dikladném odstranéni bublin pomoci skvenéného
valecku probihal transfer 1 — 4,5 hodiny pfi napéti 6 V a proudu 300 mA
bez chlazeni. Blotovadlo bylo zatizeno objektem o véze 5 kg.

BLOKOVANI Po transferu byl polyakrylamidovy gel obarven v Coomassie
(viz 2.3.3) a membrana byla blokovana 30 min — 2 h pii 37°C ve 4%
odtuénéném mléce v TBS pufru (filtrovano pies hrubou fritu). Béhem této
operace byla obsazena veskerd zbylda mista na PVDF membrané mléénymi
proteiny.

PRIMARNI PROTILATKA Po blokovani byla membréna kratce opldchnuta
v TBS pufru (1 min) a vlozena do primarni protilatky (fedéni 1:(500 — 1 000)
ve 4 — 8 ml TBS, piip. s mlékem pro snizeni signélu pozadi) a inkubovéna
pfes noc pii 4°C.

SEKUNDARN{ PROTILATKA Membréna byla promyta 3 x 10 min v TBS
pufru (pfipadné s mlékem) a vlozena do sekunddrni protilatky s peroxidasou
(fedéni 1:1 000 ve 4 — 8 ml TBS, piip. s mlékem) na 1 h pfi pokojové teploté
23 — 28°C a nésledné promyta 2 x 10 min v TBS.

VyviJENf Membréna byla vlozena na 1 min do 6 ml smési roztoku Amer-
sham ECL Western blotting detection reagents and analysis system (GE
Healthcare, kat. ¢. RPN2209) a potom vlozena mezi dvéma listy celofdnu
spoleéné s RTG filmem do vyvijeci kasety. Po 2 — 20 min exponovani byl
film vloZen na 2 min do vyvojky, oplachnut vodou a ustéalen.
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Transferovy pufr (1L)

Tris/Cl1 100 mM
glycin 180 mM
methanol 200 ml
pH 8,3
TBS pufr (1L)

Tris/Cl 20 mM
NaCl 150 mM
Triton X-100 10 ml
pH 7,4



Visualisace proteinti po elektroforese

BARVENT COOMASSIE  Polyakrylamidovy gel po elektroforéze je barven
barvicim roztokem (0,25 % Coomassie briliant blue R-250, 10 % kyseliny
octové a 45 % methanolu) po dobu 1 h pii mirném tfepani a poté pres noc
odbarvovan odbarvovacim roztokem (30 % ethanolu a 10 % kyseliny octové).

BARVENT STRIBREM Polyakrylamidovy gel po elektroforéze je vloZen na
alesponi 30 minut do fixdze (50 % methanolu, 12 % kyseliny octové), poté
je 3x10 min promyvan 50% EtOH, pak impregnovédn 1 minutu roztokem
NagS203 (137 ppm), promyt nékolikrat krétce ve vodé a znovu impreg-
novan, tentokrat 10 min ve 12 mM AgNOj3. Po kratkém promyti vodou je
dle potfeby inkubovan ve vyvolavacim roztoku (0.57 M NagCOs, 500 ppm
formaldehydu, 12,5 ppm NasS20O3. Vyvolavani je ukonéeno fixaznim roz-
tokem.

Blue-native elektroforesa

Protokol byl ziskdn modifikaci publikovanych protokolu, napt. Kjell et al.
(2004); Wittig & Schagger (2008).

PRIPRAVA GELU Separace je provddéna na gradientovém polyakrylami-
dovém gelu (velikost 10,5 x 11 x 0,1 c¢m, zhruba 1 cm zaostfovaciho gelu,
slozeni viz tabulka 3.26). Strmosti gradientu muzeme modulovat rozmezi
molekulovych velikosti, které se budou efektivné separovat. Koncentrovanéjsi
roztok akrylamidu obsahuje zaroven glycerol, aby pii nalévani mezi elektro-
foreticka skla klesal ke dnu a gradient se nepromychéaval. Vlastni nalévani
gelu se provadi pomoci gradientového michdatka GM50, které obsahuje dvé
michané komory — do prvni komory se plni koncentrovanéjsi roztok akry-
lamidu; tato komora je piimo napojena na peristaltickou pumpu (Zalimp,
pp 1-05), kterd ¢erpa roztok svrchu mezi elektroforeticka skla, kde posléze
tuhne. Do této prvni komory zaroven tusti prepust ze druhé komory, ve které
je Tidsi roztok akrylamidu. Obé komory jsou ve stejné vysce a jsou v hydro-
statické rovnovaze — pokud tedy zacneme odpoustét koncentrovany roztok
z prvni komory, je tento okamzité nahrazovan fidsim roztokem ze druhé ko-
mory, ktery ho postupné nafed’uje. Timto mechanismem vznika kontinudlni
gradient.

Koncentraéni profil vytvotreného gradientu vypoéitdme numericky?® za pred-
pokladu stélé hydrostatické rovnovdhy mezi obéma komorami (tj. ptitok ze
druhé komory do prvni ¢ini polovinu celkového odtoku ze systému, tabulka
2.18)

Z vysledného diagramu (obrézek 2.6) je zfejmé, ze pii splnéni podminky
dostateéné pomalého prutoku je gradient linedrni. Propojeni systému bylo

26Byl ucinén i pokus o analytické feseni, pfestoze je diferencidlni rovnice snadno
feSitelnd, nepodafilo se uspokojivé splnit okrajové podminky
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Tabulka 2.17: Blue-native PAGE, slozeni roztok.

Slozka gel katodovy anodovy
(gradient-zaostfovaci)  pufr pufr

e-aminokapronova 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 % — —
ammoniumpersulfit 0,02-0,1 % — —
Tricin/Cl — 50 mM —
Coomassie blue G-250 — 0,02 % —

pH 7.0 7.0 7.0

zajisténo gumovymi trubickami o pruméru 2,5 mm a prutok byl udrzovan
na hodnoté 3x (1 ml/min) — béhem nalévéani touto rychlosti vzniké kvalitni
gradient a nedochazi k pred¢asnému tuhnuti gelu. Testovano bylo i nalévani
gelu odspodu (tésnénim elektroforetickych skel prochézela v dolnim rohu
injekéni jehla, kterou byl vpoustén roztok akrylamidu a celd sestava byla
umisténa ve vodni lazni, kterd hydrostatickym tlakem zabranovala tniku
roztoku pred utuhnutim a navic umoziiovala chlazeni a tak zpomaleni poly-
merace), vysledna kvalita elektroforetické separace se vsak vyraznéji nelisila.
Jako optimdlni zptsob bylo tedy zvoleno nalévani svrchu, trubicka byla
ukonéena injekéni jehlou 0,8 mm, kterd zajist'uje plynuly proud roztoku.

PRIPRAVA VZORKU Rozhodujicim parametrem pii separaci proteinu me-
todou blue-native PAGE je volba typu a koncentrace detergentu a pomér
koncentraci detergentu a proteinu, ktery ovliviiuje charakter vznikajicich
micel. Vétsina existujicich studii separovala pomoci blue-native PAGE kom-
plexy chloroplastové a mitochondrialni, aplikace na plasmatickou ¢i mikro-
somalni frakci tudiz neni dostatecné standardisovana, je tifeba vzdy opti-
malisovat metodiku pro konkrétni material a studovany protein. Vychozi
mnozstvi membranové frakce pouzivané pro ptipravu vzorku byl ekvivalent
400 pg proteinu, jez byl resuspendovan dukladné pipetovanim v BN pufru
(tak, aby celkovy objem vzorku véetné detergentu byl 95 ul. V piipadé, ze
byla membranova frakce méné koncentrovana, byla nejdiive stocena a super-
natant puvodniho pufru byl odpipetovan. Koncentraci detergentu je tieba
otestovat v rozmezi 0,1 — 4 %. Optimdln{ vysledek pro mikrosomalni frakci
poskytoval dodecylmaltosid ve findlni koncentraci 0,5 %. Vlastni solubilisace
probihala 10 min na ledu za ob¢asného promichéni ty¢inkou bez vortexovani.
Jako kontrolu je mozné pouzit solubilisaci pti vyssi teploté nebo s 1 % SDS,
coz by mélo vést k degradaci komplexu. Po solubilisaci je ke vzorku piidédno
5 pl BN loading pufru (vysledna koncentrace Coomassie G-250 se pohy-
buje mezi 0,25 — 3 %), vzorek je centrifugovan (15 000 g, 10 min, 4°C) a
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Tabulka 2.18: Numericky model tvorby gradientového gelu.

> Vo <=7 #pocatecni objem v komordch (7 ml)

> cl <- 12 #pocatecni koncentrace akrylamidu

> c2<-5

> n <- c1*V0 #pocatecni latkové mnoZstvi v~1. komore
> c <-cl #inicialisace promennych

> V7<= V0

> dV <- 0.1 #iteracni krok

> plot (2%V0,c1,ylim=c(c2,c1),x1im=c(0,2*V0), type="n",xlab="0Objem gelu [ml]",

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

> for(i in 0:(2%V0/dV)) #iterujeme, dokud je roztok v komordch
+ {

+ dn <- ¢c2%dV/2 - c*dV #bilance pritok - odtok

+ n <-n + dn #dopocitani ostatnich parametru

+ V<= VT- dv/2

+ c <- n/V

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

+ }

BN loading pufr (1L)

e-aminokapronova
kyselina
Coomassie G-250

750 mM
50 g

supernatant nanasen na elektroforézu?’.

VELIKOST NANASKY Pouzity systém dovoluje nanaset az 50 ul vzorku do
kazdé drahy, experimentalné vSak bylo zjiSténo, Zze pri vétSich nanaskach
muze dochézet k precipitacim vzorku na startu elektroforézy a na rozhrani
déliciho a zaostfovactho gelu. Odstranéni zaostifovaciho gelu vsak snizuje
rozlisen{ elektroforézy, 1ze modifikovat jeho koncentraci. Kvalitniho rozliseni
pii vyssich nanaskéach lze docilit nizkym napétim pii elektroforese. Jako
markeru bylo pouzito 5 pul Amersham High Molecular Weight Calibration
Kit for native electrophoresis (GE Healthcare, kat. ¢. 17-0445-01).

BEH ELEKTROFORESY Jako nejoptimélnéjsi se ukdzal pomaly béh elektro-
foresy pfi konstantnim napéti 100 V. Proud za téchto podminek dosahuje
hodnot nejvyse 2 — 4 mV. Prumérny ¢as béhu se pohybuje okolo 16 h,
aparatura je chlazena na 4°C.

Po dokonéeni béhu elektroforesy je mozné bud’ piimo visualisovat vysledek
standardnimi technikami barveni (viz 2.3.3), nebo rozfezat gel na jednotlivé
drahy, provést solubilisaci, kterd degraduje komplexy a denaturuje proteiny
a pripravi konkrétni drahu pro druhy elektroforeticky rozmeér — standardni
SDS-PAGE, kterd umozni separovat jednotlivé komponenty komplexu.

SOLUBILISACE  Gel po BN-PAGE byl roziezan sklenénou destickou a jed-
notlivé drahy byly vlozeny na 30 minut do 50 ml solubilisa¢niho pufru (poko-
jové teplota, pomalé t¥epani). Po solubilisaci byly jednotlivé drdhy zam-

2TOproti publikovanym protokolim je stoeni provedeno az v zévéru piipravy, aby se
odstranil piipadny precipitat vytvoreny po pridani BN loading pufru.
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razeny a mohou byt dlouhodobé skladovany. Zamrazeni je vhodné provést i
pokud je provadén druhy rozmér elektroforézi okamzité, nebot’ zmrazenim
dojde ke kontrakci gelu, ktery je poté mozno snadno zasunout mezi skla
SDS-PAGE, jinak je tento tikon velmi flustrujici.

DRUHY ROZMER Pfipraven je standardni gel pro SDS-PAGE (viz 2.3.3)
s 1 cm zaosttovaciho gelu, akorat misto vlozeni hiebenu je nad zaostfovacim
gelem nechén 1 cm volného prostoru. Do tohoto prostoru jsou napipetovany
cca 3 mm roztaveného roztoku 0,5% agarosy v elektroforetickém pufru, skla
jsou mirné zvlhéena solubilisa¢nim pufrem a pomalu je mezi né zasouvan
Cerstvé rozmrazeny pruh BN gelu az do roztavené agarosy. Je tieba vyhnout
se tvorbé bublin, pruh gelu lze bezpeéné uchopovat za 12% konec. Vedle
pruhu gelu je vhodné zafixovat 2 ustiizky filtracniho papiru se 7 pul markeru
a s 20 pl kontrolniho vzorku dané membranové frakce pripraveného pomoci
2D pufru (solubilisace 30 minut pii 37°C). Vlastni elektroforéza probiha
standardné pii 220 V, 40 mA a chlazeni na 10°C.

Po skonéeni druhého rozmeéru byly gely visualisovany stiibfenim (viz 2.3.3) a
paralely blotovany na PVDF membranu kvili detekci proteinu DREPP-GFP
protildtkou Anti-GFP (Roche) ¢i tubulinu protilatkou DMla (viz 2.3.3).
Zajimavé proteiny ze stiibfeného gelu byly identifikovany pomoci MALDI-
TOF-MS/MS hmotnostni spektroskopie, ktera byla provedena v Laboratofi

o7

Obréazek 2.6: Profil koncen-
tracniho  gradientu gelu
pro blue-native elektroforesu.
Vysledky numericky feSeného
modelu dle tabulky 2.18

Solubilisaén{ pufr (1L)

SDS 20 g
Na2 COg 67 mM
[-merkaptoethanol 6,66 ml




hmotnostni spektroskopie biologické sekce PiF UK.
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Vysledky

3.2 Vysledky bioinformatické studie

3.2.1 Evoluce rodiny proteini DREPP
Protein DREPP vznikl u kapradin

Intenzivnim prohledavanim nukleotidovych databazi véetné databize EST
se podarilo zistat okolo 160 ruznych sekvenci piislusejicich rodiné DREPP
z vice nez 100 taxoni napiic vSemi rostlinnymi Geledémi. Zadné homo-
logy se vsak nepodarilo vypatrat u fas, kompletné sekvenovaného mechu
Physcomitrella patens ani u vranecku Selaginella moellendorffii, prestoze
byly prohledavany specialni databdaze jejich sekvenacnich projektu. Naopak,
ziejmy homolog existuje u netiku Adiantum capillus-veneris (EST), tudiz
je mozné konstatovat, ze protein DREPP by mohl byt apomorfii skupiny
FEuphyllophyta, coz vSak nelze jednoznacné dokazat, nebot’ jak u vranecku,
tak u ¢epenky mohl byt gen druhotné ztracen. VSechny odvozenéjsi taxony
rostlin (jehliénany, jinany, bazalni krytosemenné (Amborella)...) obsahuji
ziejmé homology.

Proteiny jsou tvoreny konzervovanou a variabilni ¢asti

Protein DREPP je tvofen tfemi doménami: N-termindlni doménou (zhruba
25 aminokyselin), centralni doménou (zhruba 110 aminokyselin) a C-termi-
nalni doménou (variabilni, fadové 100 aminokyselin). Sekvence prvnich dvou
domén jsou vyrazné konzervované, lisi se prevazné substitucemi a minimem
inserci a deleci. Naopak C-termindlni doména je extrémné variabilni, coz
znemoznilo tvorbu spolehlivého mnohocetného ptitazeni.

N-TERMINALNT DOMENA  Charakteristickym motivem je stfiddni hydro-
fobnich motivua s basickymi lysinovymi residui. Tato struktura by méla byt
zodpovédna za interakci s PtdInsPs (Nagasaki et al., 2008).

CENTRALNT DOMENA  Velmi konzervovand centralni doména proteinu za-
¢ind variabilnim oligoalaninovym motivem, poté nalezneme konzervovany
cystein, ktery by hypoteticky mohl byt predmétem S-palmitoylace. V celé
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Adiantum capilluis-wveneris
Cryptomeria japonica
Picea glauca

Picea glauca

Pinus taeda

Pinus taeda

Ginkgo hiloba

MNuphar adwvena
Zantedeschia aethiopica
Zingiber officinale
Elaeis guineensis

Alium cepa

Azparagus officinalis
Narcissus pseudonareissus
Cynodon dactylon
Panicum virgatum
Panicum virgatum

Zea mays

Zea mays

Saccharum officinarum
Jaccharum officinarum
Sorghum bicolor

Oryza sativa

Oryza sativa
Brachypodiwn distachyon
Leymus cinereus
Triticum asstivum
Hordeuwn vulgare

Festuca pratensis

Avena sativa

Papaver somniferum
Coffea arabica

Salvia miltiorrhiza
Triphysaria pusilla
Mimulus guttatus
Antirrhinum majus
Ipomoea nil

Petunia axillaris
Nicotiana tabacum-DREFF1
Nicotiana tabacum-DREPEZ
Nicotiana tabacum-DREFPF3?
Nicotiana tabacum-DREPP4
golanum chacoense
Solanum tuberosum
Capsicum annuum
Taraxacum kok-saghyz
Taraxacum kok-saghyz
Cichorium intybus
Cichorium intybus
Lactuca perennis
Lactuca perennis
genecio asthensis
genecio agualidus
Helianthus annuus
Helianthus annuus
Guizotia abyssinica
Cynaria scolymus
Centaurea solstitialis
Centaurea solstitialis
Carthamus tinctorius
Apium graveolens
Ipowmopsis aggregata
Actinidia deliciosa
Vitis wvinifera

Castanea mollissima
Juglans regia

Lotus japonicus
Medicago truncatula
Vigna unguiculata
Phaseolus wvulgaris
Glyzine max

Cicer arietinum
Arachis hypogaea

Prunus armEniaCa

Malus x domestica
Ricinus communis
Manihot esculenta
Populus trichocarpa
Tropasolum majus
Thellungiella halophila
Butrema salsugineum
Raphanus satiwvus
Brassica napus

Brassica oleracea
Brassica oleracea
Arabidopsis lyrata
Arabidopsis thaliana-PCaPl
Arabidopsis lyrata-MAP1E
Arabidopsis thaliana-MAP18
Carica papaya

Citrus clementina
Citrus clementina

Obrézek 3.7: Minohocetné prirazeni sekvenci proteinu rodiny DREPP. 1. ¢ést.
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Obrazek 3.8: Mnohocetné prifazeni sekvenci proteint rodiny DREPP. 2. ¢ast.
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Adiantum capilluis-veneris
Cryptomeria japonica
Picea glauca

Picea glauca

Pinus taeda

Pinus taeda

Ginkgo biloha

Nuphar adwvena
Zantedeschia aethiopica
Zingiber officinale
Elaeis guineensis
Alium cepa

Asparagus officinalis
Narcissus pseudonareissus
Cynodon dactylon
Panicum virgatum
Panicum wirgatum

Bea mays

Zea maysa

Saccharum officinarum
Jaccharum officinarum
Sorghum hicolor

Oryza sativa

Oryza sativa
Brachypodium distachyon
Leymus <inersus
Triticum aestivum
Hordeum wulgare

Festuca pratensis

Avena satiwva

Papaver somniferum
Coffea arahica

Salvia miltiorrhiza
Triphysaria pusilla
Mimulus guttatus
Antirrhinum majus
Ipomoea nil

Petunia awillaris
Nicotiana tabacum-DREFP1
Nicotiana tabacum-DREFPZ
Nicotiana tabacum-DREPP3?
Nicotiana tabacum-DREEP4
golanum chacoense
Golanum tuberosum
Capsicum annuum
Taraxacum kok-saghyz
Taraxacum kok-saghyz
Cichorium intybus
Cichorium intyhus
Lactuca perennis
Lactuca perennis
genecio aethensis
Senecio sgualidus
Helianthus annuus
Helianthus annuus
Guizotia abyssinica
Cynaria scolymus
Centaurea solstitialis
Centaurea solstitialis
Carthamus tinctorius
Apium graveolens
Ipomopsis aggregata
Actinidia deliciosa
Vitls vinifera

Castansa mollissima
Juglans regia

Lotus japonicus
Medicago truncatula
Vigna unguiculata
Phaseolus wvulgaris
Glycine max

Cicer aristinum

Arachis hypogaea

Prunus armenlaca

Malus x domestica
Ricinus communis
Manihot esculenta
Populus trichocarpa
Tropaeolum majus
Thellungiella halophila
Eutrema salsugineum
Raphanus sativus
Brassica napus

BrﬂSSiCﬂ oleracea
Brassica oleracea
Arabidopsis lyrata
Arabidopsis thaliana-PCaPl
Arabidopsis lyrata-MAPLE
Arabidopsis thaliana-MaFP18
Carica papaya

Citrus clementina
Citrus clementina

Obrazek 3.9: Mnohocetné prifazeni sekvenci proteint rodiny DREPP. 3. ¢ast.
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doméné se opakuji charakteristické konzervované motivy KKEE a jejich vari-
ace a typické jsou kratké repetice alanint. Casto také nalezneme konzer-
vované pozice valinu ¢i isoleucini. Konec centralni doména obsahuje spise
nepolérni aminokyseliny (fenylalanin) a tfi motivy prolin-glycin.
C-TERMINALNf DOMENA  Prestoze délky C-terminalni domény velmi koli-
saji, jsou patrné nékteré spole¢né motivy: krétka repetice serinu/threoninu
nasledovana silné hydrofobnim motivem IVV a poté silné polarnim EEEK-
KEE. Variabilni ¢asti jsou tvofeny repeticemi alaninu prokladanymi P, V,
E a K. Zajimavy konzervovany motiv se nachdzi na uplném konci proteinu
ve formé variace na EPPK(A/P).

Fylogeneticka analyza odhalila nékolik nezavislych duplikaci pro-
teinu DREPP

Fylogenetickd analyza byla provedena metodami Neighbor-Joining a maxi-
mum likelihood pomoci programového baliku phylip s vychozim nastavenim
parametri. Vstupni soubor tvofilo 160 nukleotidovych sekvencich odpovi-
dajicich tseku 1 — 147 mnohocetného ptifazeni proteinu (viz obréazek 3.7).
Jako outgroup byla pouzita sekvence Adiantum capillus-veneris. Testovani
analyz bylo provedeno metodou bootstrappingu se 100 replikacemi. Analyza
maximum likelihood byla provddéna s randomizovanym vstupem sekvenci
s deseti opakovanimi.

V prubéhu evoluce doglo k nékolika prokazatelnym duplikacim genu DREPP
v téchto taxonomickych skupindach:

i) jehlicnany Coniferophyta; u jinanu Ginkgophytaje pravdépodobné jen
jedna kopie proteinu.

ii) lipnicovité Poaceae; duplikovany paralog se nachézi v podéeledich Pan-
icoideae a Fhrhartoideae, ale chybi v podceledi Pooideae. Vzhledem
k tomu, ze podceled’ Panicoideae je sesterskd k vétvi s podéeled’mi
Ehrhartoideae a Pooideae (Barker et al., 2001), muselo nutné v pod-
celedi Pooideae dojit ke ztraté paralogu proteinu DREPP, nebot’ mno-
zstvi analyzovanych sekvenci viech dotéenych druhii bylo velmi vysoké
a neni pravdépodobné, ze by druhy paralog usel pozornosti.

iii) lilkovité Solanaceae; spatiujeme analogii s lipnicovitymi, duplikovany
paralog chybi u vnitini skupiny Solanoideae (Olmstead et al., 2008) a
musel byt tudiz opét ztracen.

iv) utabdku Nicotiana tabacum doslo k dalsi duplikaci, ktera souvisi s jeho
allotetraploidnim ptuvodem.

v) hvézdnicovité Asteraceae; k duplikaci doslo pii vzniku celedi.

vi) usluneénic Helianthus taktéz pozorujeme piitomnost tfetiho paralogu,
ktery musel vzniknout v rdmci tohoto rodu.
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vii) komplikovand situace je v Celedi Brassicaceae, paralog MAP18 byl
nalezen jen v u rodu Arabidopsis/Cardaminopsis a v rdmci rodu Bras-
sica pozorujeme jinou duplikaci souvisejici pravdépodobné s recentni
polyploidisaci genomu.

7 porovnéni obou metod vyplyva, ze robustnéjsi vysledky ddva metoda
Neighbor-joining, velké skupiny podporuje vyssimi hodnotami bootstrapo-
vého konsensu a lépe postihuje monofylii fady skupin, avSak na druhou
stranu produkuje skupiny, které jsou v rozporu s konsensem fylogeneze kry-
tosemennych?®, napifklad nepostihuje vétev malvidii, celed’ Brassicaceae
fadi k jednodéloznym a dalsi zéstupce (Oenothera, Tropaeolum, Carica, Cit-
rus) fadi do jinych skupin. Metoda maximum likelihood produkuje strom
blizsi konsenzudlni evoluci, avSak na druhou stranu nepodpofila monofylii
jednodéloznych a sekvence z rostlin Zantedeschia, Elaeis a Zingiber seskupuje
nahodné na bézi celych krytosemennych rostlin a podobny vystup posky-
tuje i v piipadé malvidi. Na trovni podceledi a rodu jsou v8ak vystupy obou
metod rovnocené.

Obecné lze tici, ze metoda maximum likelihood ma vétsi potencial produko-
vat fylogeneticky strom v souladu s recentnim konsenzem evoluce rostlin
a neuspokojivé rozliSeni velkych skupin ve fylogenetické analyze sekvenci
DREPP mohlo byt zapfi¢inéno hrubym nastavenim parametri analyzy,

které nebylo optimalisovano?”.

Myristylaéni konsensus vykazuje variabilitu

U proteinu PCaP1 z Arabidopsis thaliana byla prokdzana N-terminalni myristy-
lace proteinu (Nagasaki et al., 2008), kterd probihd na esencidlnim glycinu

v pozici 2. Zajimavé jsou z tohoto hlediska substituce které narusuji konsen-
sus myristyla¢niho mista: vétsina sekvenci skutecné zac¢ina sekvenci MGY W,
avSak u nahosemennych, kapradin a lipnicovitych je glycin nahrazen residui
S/T, resp. (S/T)S. Substituce glycinu serinem téz nastala u tabdkovych
paralogi DREPP3 a DREPPA4. U ¢asti zastupct ¢eledi Poaceae se dokonce
nachdzi paralog s glutamatem v pozici 2.

Béhem evoluce rodiny DREPP doslo dvakrat k vyrazné modifikaci
proteinu

Béhem evoluce radu Asparagales probéhla rozsahla redukce celého proteinu.
Zachovala se jen prvni polovina N-terminalni domény, pravdépodobnd ¢ast
C-terminalni domény z okoli valinového hydrofobniho motivu, a konsensus
na C-konci proteinu. Vysledky podobné redukce pozorujeme i u Arabidopsis,

ZDle systému na serveru NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy
29Je t¥eba dodat, ze cilem analyzy nebylo popsat evoluci na velké sksle, ale odhalit
duplikace, k nimz doglo na drovni eledi.
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Obrazek 3.14: Diagram pa-
ralogie. Pozice genu MAPI8
a PCaP1 jsou na soufadnicich
101, intenzita Cerného odstinu
vyjadfuje miru podobnosti na
zékladé E-value.

Vysledek testu kolinearity:

J1 =2.70e+08, p=0

Jo =782+ 07, p=0.177
0=110, p=0

Kolinearita  vychdzi  signifi-
kantné podél uhlopticky se
zapornou smérnici.



Obrazek 3.15: Zastoupeni
jednotlivych aminokyselin
u vSech proteinu Arabidop-
sis thaliana, u PCaP1l a
u MA1S.
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u proteinu MAP18. Opét byla vypusténa celd centralni doména proteinu,
navic v8ak doslo k vyrazné expanzi C-termindlni domény repeticemi typu
PAVEEEKK. Homologisovatelnd je opét pouze hydrofobni ¢dst C-terminalni
domény. Homology proteinu MAP18 se podafilo nalézt pouze u A. thaliana
a A. lyrata. Homolog u A. lyrata se odliSuje pouze absenci jednoho EEKK
modulu. U proteini MAP18 doslo taktéz k divergenci samotného C-konce
proteinu, ktery jiz nesdili motiv EPPK(A /P). Evoluce proteinu MAP18 bude
podrobné zkoumaéana v nésledujici kapitole.

3.2.2 Evoluce genu MAP18

Geny MAP18 a PCaP1 sdili dvé homologisovatelné domény v N- a C- ter-
mindlni oblasti budouciho proteinu, celda centralni oblast charakteristicka
pro celou genovou rodinu DREPP viak u MAP18 schazi a naopak je u néj
vyrazné expandovand C-termindlni oblast. Homology genu MAP18 se po-
darilo nalézt zatim pouze u rodu Arabidopsis/Cardaminopsis a je tudiz zie-
jmé, Ze jeho evoluce musela probihat velmi rychle a jeji studium muze byt
zajimavé z obecného hlediska odhalovani principt evoluce novych gent.
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Paralogie geni MAP18 a PCaP1 u Arabidopsis thaliana

Prvnim cilem bylo dokazat skute¢nost, ze MAP18 je paralogem PCaP1 a
vznikl béhem historické celogenomové duplikace genomu. Za timto ucelem
byla stanovena vzajemnd podobnost mezi vSemi proteiny kodovanymi geny,
které lezi na chromosomech v okoli o poloméru 100 genti kolem lokust naleze-
jicim MAP18 a PCaP1. Pokud by gen MAP18 vznikl béhem genomové du-
plikace, mély by vykazovat oba chromozomové tseky kolinedrni uspotradani.

Vytvoteny diagram paralogie zobrazuje obrazek 3.14. Je patrna linie koli-
nearity prochézejici podél thlopficky se smérnici -1. Pozoruhodny péas na
soufadnicich y = (130, 140) piislusi tandemu identickych genu 'receptor-like
protein kinase-related’, napt. AT4G20620.1. Klastr na souradnicich [70,150]
je tvoren skupinou ’FAD-binding domain-containing protein’, AT/ G20800.1.
Pés homolognich proteint okolo y = 20 a y = 64 je tvoien ’disease resistance
protein (TIR-NBS-LRR class)’, AT5G45210.1

MAP18 patii mezi nejzvlastnéjsi proteiny u Arabidopsis

Proteiny rodiny DREPP vynikaji vyrazné zvysenym obsahem aminokyselin
P, A, V, E a K, jak je patrné z grafu 3.15. Béhem evoluce MAP18 doslo
k dalsimu vychyleni aminokyselinového slozeni pii expanzi C-terminalni do-
mény na tkor centralni domény. K exaktnimu porovnani aminokyselinového
slozeni proteint DREPP a ostatnich proteinu Arabidopsis thaliana byla
provedena analyza hlavnich komponent. Proteiny byly vyneseny do pros-
toru dle relativniho obsahu jednotlivych aminokyselin.

Prvni tii kanonické osy vyjadiuji relativné dost velky podil variability (38 %,
sleduji smér nejvétsi variability v proteinech Arabidopsis thaliana. Protik-
ladem k proteinum bohatym K a E jsou proteiny obsahujici prolin, glycin,
serin, leucin a fenylalanin.

Protein MAP18 je Sestndctym nejextrémnéji poloZzenym proteinem ve sméru
hlavni kanonické osy, protein PCaP1 vybocuje ponékud méné. Rozlozeni
proteinu v prostoru kanonickych os je do zna¢né miry ovlivnéno absolutnim
vyskytem jednotlivych aminokyselin, pokud byla provedena dalsi standardis-
ace celkovou ¢etnosti aminokyselin, rozdélily se proteiny dle obsahu vzacnych
aminokyselin cysteinu, tryptofanu a histidinu. Zbyvajici variabilita vsak byla
opét dana prevazné gradientem v obsahu K + E versus P a protein MAP18
si uchoval odlehlou posici.
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Obréazek 3.16: Analyza hlav-
nich komponent. Vsechny
proteiny Arabidopsis thaliana
jsou vyneseny v mnohorozmér-
ném prostoru dle relativniho
obsahu jednotlivych aminoky-
selin. Pozice proteinu PCaP1 a
MAPI18 jsou zvyraznény. Prvni
tFi osy vysvétluji 15, 12 a 11 %
variability.
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3.3 Vysledky mikroskopickych pozorovani

3.3.1 Priprava fluorescenc¢nich fiiznich konstrukti DREPP
a MAP18 a transformace

PrROTEIN DREPP Podafrilo se pripravit konstrukty tabdakovych proteinu
DREPP2-GFP, GFP-DREPP2, DREPP4-GFP, GFP-DREPP4 pod promo-
torem 355 v plasmidu pGreenlII 0129, fragmenty byly amplifikovéany z cDNA

semenacku Nicotiana tabacum a sekvence odpovidaly databazovym polozkdm.

Fragmenty genu DREPP1 ani hypotetického DREPPS3 nebyly izolovany?C.

Vsechny vyse uvedené konstrukty s vyjimkou GFP-DREPP23! se podafilo
transientné exprimovat v bunnkiach BY-2. Oba konstrukty proteinu DREPP2
se téz podarilo transientné exprimovat v epidermalnich bunkach Nicotiana
benthamiana?. Pocty nalezenych transformovanych bunék byly obecné velmi
malé (< 10).

Byly uéinény pokusy o stabilni transformaci bunek BY-2 vSemi konstrukty,
avSak Uspésné se podafilo ziskat pouze linie exprimujici DREPP2-GFP a

30V tomto sméru ani nebyla vyvijena zvysené snaha.

31Doslo ke zpozdéni pii pifpravé konstruktu a tudiz nebyly pfipraveny nébojnice pro
biolistiku.

32Pokus o transformaci konstruktem DREPP4-GFP byl uéinén, ale nepodafilo se objevit
zadnou transformovanou bunku.
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Obrazek 3.17: Variabilita vy-
svétlena jednotlivymi kano-
nickymi osami.



DREPP4-GFP. Ostatni varianty zkontaminovaly. Ziskané suspenze jsou prav-
dépodobné polyklonélni?3, klonovani nebylo provadéno. Vybirany byly ne-
jsilnéji exprimujici linie.

PROTEIN MAP18 Z cDNA Arabidopsis thaliana, ekotyp ’Columbia’ byl
amplifikovan fragment celé kodujici sekvence a fragment N-terminalni do-
mény proteinu — MAP18'~23, Fragmenty byly insertovany opét do plasmidu
pGreenll 0129 pod 35S promotorem s GFP pfipojeném na C-konci proteinu.
Cely postup piipravy konstruktu se v tomto piipadé podafilo dokonéit v lim-
itnfm ¢ase 1 mésic®?, komplikaci byla pouze detekce kratkého fragmentu
MAP18 =23 na agarosové elektroforese, nebot’ pii této délce nedochazelo
k dostateéné intenzivnimu barveni barvou GelRed (viz metodicka ¢ast).

Oba konstrukty byly exprimovany transientné v bunkiach BY-2 a epidermal-
nich bunkach listi Arabidopsis thaliana a Sisymbrium loeselii. Konstrukt
MAPI18'=2.GFP se navic podaiilo exprimovat v listech Capsella bursa-
pastoris.

Stabilni transformace do bunék BY-2 byla tspésnd pouze u konstruktu
MAP18!=23-GFP (byla ziskdna monoklonalni suspenze, vybrano bylo néko-
lik silné a nékolik slabéji exprimujicich linii), v piipadé MAP18-GFP se ani
po druhém opakovani transformace agrobacteriem nepodarilo ziskat trans-
formované bunky.

3.3.2 Vnitrobunécna lokalisace proteinu DREPP2-GFP

Veskery stabilné i transientné transformovany material byl dukladné proz-
koumédn pod konfokalnim mikroskopem. Pozorovani je pfehledné shrnuto
v tabulce 3.19. Snimky z konfokalniho mikroskopu jsou na nésledujicich
obrazovych tabulich.

Ve stabilné transformovanych bunkach je ziejma zvysena koncentrace kon-
struktu na bunéénych prepazkach. Ta muze byt pouze zdanlivé, zpusobend
tésnou blizkosti dvou membran, jejichz signal se v konfokalnim mikroskopu
prekryva a s¢itd. Vysledné maximum intenzity fluorescence zavisi na mife
prekryvu obou membrén (ddno tloust’kou bunééné stény) a mélo by byt
rovno nejvyse dvojnasobku maxima intenzity fluorescence jednoduché mem-
brany. Pomér intenzit byl testovan t-testem (zda-li je intenzita prepazky
vétsi, nez dvojnésobek intenzity laterdlni membrany). Signifikantné zvysend
intenzita na prepazkach byla zjisténa pouze u konstruktu DREPP2-GFP (viz
obrazek 3.20), v ostatnich pfipadech byla signifikantné nizsi. Interpretace
téchto vysledku vsak neni jednoznac¢né, nebot’ se pomérné silné lisi prumérnd
intenzita fluorescence jednotlivych bunék a data maji velky rozptyl. Navic
pomér intenzit zavisi na tlost’ce bunécné stény a neni jednoduse roven 1:2.
Korektnéjsi by bylo testovani integralni intenzity membran, kterd by musela

33Uspé§nost transformace byla natolik velkd, Ze se nepodafilo izolovat jednotlivé kolonie.
340proti 1 roku v piedchézejicim pifpade.
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Tabulka 3.19: Vysledky konfokalniho pozorovani fluorescenénich konstruktt DREPP a MAP18

Konstrukt transientni transformace stabilni transformace

DREPP2-GFP v BY-2 i epidermalnich bunkéach detekovdan homogenni lokalisace v plasmatické mem-
v zoné plasmatické membrany, v polov- brané; pozorovan v membrané fragmo-
iné piripadu vsak tvoril velké mmnozstvi plastu od nejranéjsich fazi vyvoje, polarita
drobnych klastru v cytoplasmé, zvlasté déleni bunék je zietelné naruSend, déleni
v kortikdlni vrstvé a vzacnéji i v hludsich probiha ve vice rovinach
vrstvach; i plasmatickd lokalisace muze
tudiz byt ve skutecnosti submembranova

GFP-DREPP2 homogenni cytoplasmatickd lokalisace —

DREPP4-GFP bud’ v plasmatické membrané, nebo ve distribuce identickd s DREPP2-GFP
vétsich klastrech v cytoplasmé, casto
agregovanych; v nékolika ptipadech byl
lokalisovan v drobnych vaccich uvnitt
bunky i uvnitt vakuoly, mozna ze se jed-
nalo o bunéénou smrt

GFP-DREPP4 — —

MAP18'~2.GFP

MAP18-GFP

ve véech materidlech pozorovan v klastrech
v kortikalni vrstvé bunky; velikost klastru
kolisala od velmi drobnych az po zietelné
vacky

v epidermalnich bunkach patrné cytoplas-
maticka lokalisace, u Sisymbrium loeselii
se zietelnymi svazky; v BY-2 pozorovany
i drobné klastry s ndznakem membranové
lokalisace

distribuce identicka s DREPP2-GFP

byt pfesné v poméru 1:2, ale ziskdvani této veliciny je obtizné kvuli znaéné
variabilnimu cytoplasmatickému signdalu.

3.3.3 Reakce proteini rodiny DREPP na osmoticky Sok

N-termindalni doména vSech proteina rodiny DREPP ma schopnost vazby na
bis- a trisfosforylované fosfatidylinositoly (kapitola 1.4.3), jejichz distribuce
casto reaguje na osmoticky stres (kapitola 1.5). Bunky BY-2 stabilné trans-
formované konstrukty DREPP2-GFP, DREPP4-GFP a MAP18!~23.GFP
pod promotorem 35S byly oSetieny NaCl nebo sorbitolem. Vysledky zo-
brazuje obrazova tabule 3.23. Ve vSech ptipadech byla pozorovana velmi

cich fragmoplastu, které béhem plasmolyzy mnohonasobné expandovaly. Flu-
orescence konstruktt po plasmolyzee byla ve viech piipadech pozorovatelnd
jak na plasmatické membréné, tak v Héchtovych vldknech. Primérnd inten-
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zita membréanové fluorescence zietelné vzrostla3?, coz lze zdtivodnit celkovym

zmenSenim plochy membrany. Endocytosa ¢ jind zména distribuce kon-

struktt v rozmezi 5 min — 3 h nebyla pozorovana. Po tfech hodinach dochazelo
ke kompenzaci tvaru buiiky (puvodni nepravidelny plasmolyticky utvar se

ménil na pravidelny kulovity).

3.3.4 Shrnuti

Na zédkladé vysledku mikroskopickych pozorovani lze konstatovat, ze:

i) oba paralogy proteinu DREPP v Nicotiana tabacum jsou lokalisovény
na plasmatické membrané
ii) ptripojeni GFP na N-konec proteinu DREPP zabranuje jeho mem-
brénové lokalisaci (dokdzéno jen u DREPP2)
iii) samotnd N-termindlni doména (1-23) proteinu MAP18 je dostacujici
pro membranovou lokalisaci tohoto proteinu
iv) v transientné transformovanych bunkéch tvoii konstrukty s GFP na
C-konci ruzné velké klastry, které mohou byt membranového puvodu,
ale nebylo to testovano?6
v) ve stabilné transformovanych bunkéch je membranové distribuce vsech
konstruktiu s GFP na C-konci homogenni; tyto konstrukty byly po-
zorovany také ve vznikajici membrané fragmoplastu
vi) ne zcela prukazné bylo vylou¢eno koncentrovani konstrukta do mez-
ibunéénych prepazek u stabilné transformovanych bunék BY-2 s vy-
jimkou DREPP2-GFP
vii) stabilné transformované bunky maji ve vsech pfipadech narusenou po-
laritu déleni a déli se ve vice rovinach, fenotyp vSak nebyl sofistiko-
vanéji hodnocen
viii) béhem 3 h pusobeni osmotického stresu (NaCl ¢i sorbitol) nebyla
zjiSténa zména lokalisace konstruktu, které byly pozorovany jak v plas-
maické membrané, tak v Hochtovych vlaknech.

35Na zakladé subjektivniho pozorovéni, testovani nebylo uéinéno.
36Pokus o kolokalisaci s barvivem FM4-64 selhal na nekvalitnim signélu v éervené oblasti,
zpusobenym pravdépodobné problémem konfokalniho mikroskopu.
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Obréazek 3.18: Biolistick4 transformace: lokalisace proteinu DREPP4-GFP v buiikidch BY-2 (A-B); lokalisace
proteinu GFP-DREPP2 v epidermis Nicotiana benthamiana (D) a v bunkich BY-2 (E, F); lokalisace proteinu
DREPP2-GFP v epidermis Nicotiana benthamiana (G) a v bunkdch BY-2 (H, I). Snimky jsou v rizném méfitku,

délka usecky 10 pm, intenzita byla upravena linearni korekci drovni.
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Obrézek 3.19: Biolisticka transformace: lokalisace proteinu MAP18'~2-GFP v listech Capsella bursa-pastoris
(A,B), v listech Sisymbrium loeselis (C,D) a bunkdch BY-2 (E,F); lokalisace proteinu MAP18-GFP: v listech
Arabidopsis thalia (G), v listech Sisymbrium loeselii (H) a v buiikdch BY-2 (I). Snimky jsou v rizném méfitku, délka
usecky 10 pm, intenzita byla upravena linedrni korekci trovni.
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Obrazek 3.20: Vnitrobunééna lokalisace proteinu DREPP2-GFP. Stabilné transformované buiky BY-2. Vysledky
t-testu: pfepdzky > 2x laterdlni (p = 0.00022), pfepdzky > 2x laterdlni (p = 0.99978), pierusovand linie odpovidd
poloviné intenzity fluorescence piepazek. Snimky jsou v ruzném méfitku, délka tdsecky 10 pm, intenzita byla upravena
linedrni korekci trovni.
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Obrazek 3.21: Vnitrobunééna lokalisace proteinu DREPP4-GFP. Stabilné transformované buiky BY-2. Vysledky
t-testu: prepazky > 2x laterdlni (p = 1), pfepdzky < 2x laterdlni (p = 0), pferusovand linie odpovidé poloviné intenzity
fluorescence piepazek. Snimky jsou v ruzném méritku, délka tsecky 10 pm, intenzita byla upravena linedrni korekci
drovni.
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Obrézek 3.22: Vnitrobunééna lokalisace proteinu MAP18' 2-GFP. Stabilné transformované bunky BY-2.
Vysledky t-testu: pfepazky > 2x laterdlni (p = 0.973), pfepazky < 2x laterdlni (p = 0.027), pferuovand linie odpovidd
poloviné intenzity fluorescence piepazek. Snimky jsou v ruzném méfitku, délka tdsecky 10 pm, intenzita byla upravena

linedrni korekci trovni.
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Obrazek 3.23: V1iv osmotického stresu na proteiny DREPP. Horni t7i fady: osmoticky stres 80 mM NaCl: po
faddch: DREPP2-GFP, DREPP4-GFP, MAP18'~23_GFP. Spodni 7ada: osmoticky stres sorbitolem 80 mM (prvni
dva snimky) a 240 mM (druhé dva snimky), provedeno pouze u MAP18!=25_GFP. Délka puisobeni osmotického stresu
je uvedena u konkrétnich obrazku. Ve vSech piipadech byly sledovény stabilné transformované bunky BY-2. Snimky
jsou v riazném méfitku, délka tsecky 10 pm, intenzita byla upravovéna linedrni korekci Grovni pouze u MAP18' 23~
GFP.
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3.4 Vysledky proteomické analyzy

3.4.1 Solubilisovatelnost proteinu DREPP-GFP

Podminkou tspésného provedeni Blue-native PAGE je solubilisace vzorku
v dodecylmaltosidu ¢i Tritonu X-100. V prvnim experimentu byla testovana
solubilisovatelnost proteinu DREPP-GFP v obou detergentech. Materidlem
byla mikrosomalni frakce z bunék BY-2 stabilné transformovanych kon-
strukty DREPP2-GFP a DREPP4-GFP. Koncentrace detergentu byly voleny
v rozmezi 0,5 — 2 %, po extrakci detergentem byl vzorek centrifugovan a jak
supernatant, pelet, tak i necentrifugovany vzorek byly oSetieny pifidanim
2D pufru a naneseny ny elektroforézu (obrazek 3.24). Pfitomnost proteinu
DREPP-GFP byla detekovédna imunoblotem (obrazek 3.25). Bylo zjisténo,
ze ve vSech variantach oSetifenych detergentem se veskeré proteiny vysky-
tuji v supernatantech, coz muzeme vysvétlit bud’ dokonalou solubilisaci,
¢imz bychom ovSem popreli existenci detergentuvzdorné frakce plasmatické
membrany, nebo tim, ze centrifugace pti 16 000 g je nedostateéna pro sed-
imentaci nerozpustné frakce. Centrifugace pii vysSich rychlostech nebyly
prozatim provadény. Pozoruhodny vysledek byl ziskdn pii imunoblotovani
varianty DREPP4-GFP, kdy v kontrolnim vzorku (mikrosomalni frakce so-
lubilisovand pouze v 2D pufru) byl detekovédn pruh pii ~63 kDa, kdezto
va vSech frakcich resuspendovanych v BN pufru a oSetfenych detergen-
tem byly detekovany pruhy velikosti 55 kDa. Samotny protein DREPP4
migruje pii ~22 kDa (Gantet et al., 1996) a GFP pii ~30 kDa, pruh pfi
55 kDa by tudiz mohl odpovidat konstruktu. Narust velikosti o zhruba 10
kDa nelze jednoduse interpretovat, nebot’ proteomické profily vsech vzorku
vypadaly identicky (pfestoze v kontrolnim vzorku byla trojndsobna kon-
centrace 2D pufru). Zopakovat experiment se nepodarilo kvuli systematic-
kym problémum s imunoblotovani. Podeziely je taktéz nepomér intenzit
mezi kontrolou a detergentovymi variantami, nebot’ ve vSech variantach
bylo nandSeno ekvivalentni mnozstvi proteini a nebot’ v peletech nebyly
detekovany zadné proteiny, mély by byt pruhy ve vSech variantach identické.

3.4.2 Optimalisace blue-native PAGE

Optimalisovany postup blue-native je popsan v metodické ¢asti. Separovany
byly jak vzorky mikrosomalni frakce, tak plasmatické membrany Arabidopsis
thaliana. Pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektroskopie byly ve frakci PM
identifikovany nékteré dominantni proteiny: napt. SKU5, glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogendza, fruktosa-bisfosfat aldolasa, VHA-A, V-ATPasa-1.

Vhodnym nastavenim parametru BN-PAGE je mozné dosdhnout pomérné
kvalitni separace proteinovych komplexii. Ostrost pruhu se v8ak zpravidla
lis{ v ruznych ¢astech gradientu. Nebezpe¢im pii BN-PAGE je zadrzovani
proteinta na startu elektroforézy a na rozhrani zaostiovaciho a déliciho gelu,
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Obrézek 3.24: Solubilisovatel-
nost DREPP4-GFP: SDS-
PAGE. Mikrosomdalni frakce
ze stabilné transformovanych
bunék BY-2 (400 pg proteint)
byla resuspendovdna v 90 pul
BN pufru a po pridani deter-
gentu inkubovana 20 min na
ledu. Poté bylo ke vzorku bud’
pfiddno 50 pl 2D pufru (%),
nebo byl extrakt centrifugovan
(16 000 g, 4°C, 10 min) a
k peletu (P) i supernatantu (S)
bylo pfidéno 50 wul 2D pufru.
Vsechny vzorky byly naneseny
na elektroforézu v ekvivalentu
100 pg proteint. Kontrola (K)
byla pfipravena stejnym zpu-
sobem jako vzorek X, avsak bez
pridani detergentu. Molekulové
hmotnosti jsou uvedeny v kDa.
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Obrézek  3.25:  Solubiliso-
vatelnost DREPP4-GFP:
imunoblot. Vzorky  byly
pfipraveny stejnym postupem
jako na obrazku 3.24, sepa-
rovany pomoci SDS-PAGE a
imunoblotovany protilatkou
anti-GFP. Kontrola (K) byla
v tomto piipadé piipravena
pouhou solubilisaci vzorku v 2D
pufru, bez resuspendovani v BN
pufru. Molekulové hmotnosti
jsou uvedeny v kDa.
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2% 0,5% 2% 0.5%
TX-100 DM K
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které bylo vyraznéjsi zvlasté u hustsich vzorku plasmatické membréany. Par-
cialnim feSenim tohoto problému je nizké napéti pii elektroforéze a snizovani
nanasky proteinu.

Bylo u¢inéno velké mnozstvi pokust i imunodetekci DREPP-GFP konstruktu
¢i tubulinu, veskrze bez vysledki®”. Jedinym vysledkem proteomické ¢sti
je tudiz zavedeni metodiky blue-native elektroforesy.

3TPF{¢ina netspéchii nebyla prozatim uspokojivé odhalena.
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Obrazek 3.26: DREPP4-
GFP — Blue-native PAGE.
Mikrosomalni frakce ze stabilné
transformovanych bunék BY-2
(100 pg proteinu) byla resus-
pendovéna v 70 pul BN pufru
a poté inkubovana 10 min na
ledu s 0,5 % DM. Vzorek byl
centrifugovdn (16 000 g, 4°C,
10 min) a 20 p bylo naneseno
na BN-PAGE. V horni &asti
prilozen 1. rozmér BN-PAGE
S markerem. Molekulové
hmotnosti jsou uvedeny v kDa.
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Diskuse

N4s zdjem o proteiny rodiny DREPP zacal zjisténim, Zze membranovy taba-
kovy protein DREPP kosedimentuje s polymerovanym tubulinem in wvitro.
V soucasné dobé je jednoznacéné potvrzen pouze jediny protein plasmatické
membrany, ktery se zaroven vaze laterarné na kortikalni mikrotubularni cy-
toskelet, podjednotka § fosfolipdzy D (Gardiner et al., 2001; Andreeva et al.,
2009). Interakce plasmatické membrény s kortikdlnimi mikrotubuly vsak

VVVVVV

byt dalsim prvkem této mozaiky.

Je protein DREPP novym spojovacim ¢lankem mezi mikrotubu-
larnim cytoskeletem a plasmatickou membranou?

V neddvné dobé byl charakterisovan i dalsi novy protein vazajici se na
mikrotubuly, protein MAP18 u Arabidopsis thaliana, ktery tdajné zpoma-
luje polymeraci mikrotubulu (Wang et al., 2007). Vyzkumnd skupina sice
potvrdila jeho interakci s mikrotubuly in vitro i in vivo pomoci imunofluo-
rescencniho znaceni, avsak zcela opominula provérit jeho membranovou lo-
kalisaci — protein MAP18 je totiz jednim ze dvou paralogu proteinu DREPP
v husenicku, jez oba disponuji konzervovanou N-termindlni doménu, pro-
stfednictvim které se vdzou na plasmatickou membrdnu. Dukladnou charak-
terisaci obou paralogu (které oznacili jako PCaP1 a PCaP2) provedli v ne-
davné dobé japonsti vyzkumnici, kteii prokézali, Ze membranova asociace
obou proteinu je zajist’ovdna myristylovou kotvou a navic interakei s bis-
a trisfosforylovanymi fosfatidylinositoly, ktera je senzitivni ke hladiné kom-
plexu Ca?*-kalmodulin. Na zdkladé téchto zjisténi piedstavili model funkce
proteinu PCaP: proteiny blokuji dostupnost PtdIns(4,5)Po pro jeho dalsi
efektory, napi. fosfolipazu C. Zvyseni cytoplasmatické koncentrace Ca?* by
vedlo k uvolnéni PCaP z vazby k PtdIns(4,5)P2 a k aktivaci signdlnich
drah zprostiedkovavanych aktivitou PLC a dalsich efektoru PtdIns(4,5) P
(Kato et al., 2010b). Do tohoto modelu v8ak viibec nezahrnuji moznou inter-
akci proteini s cytoskeletem. Z vazby k mikrotubulim by mél byt odpovédny
motiv KKEE, ktery je v mnoha repeticich piitomen u MAP18, a v ponékud
mensim mnozstvi i u ostatnich zastupct rodiny DREPP. Bohuzel stabilni
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exprese fluorescenénich proteini DREPP-GFP a MAP18-GFP vede k ho-
mogenni membranové lokalisaci (Kato et al., 2010a) a nen{ patrny zadny
naznak vlaknité distribuce, ktery se podafilo ziskat pfi imunofluorescenénim
znaceni proteinu MAP18. Otazka interakce proteintu rodiny DREPP s mi-
krotubuly tak stdle zustava oteviena.

Protein DREPP je apomorfii skupiny Fuphyllophyta

Jiz Gantet et al. (1996) popisuji proteiny DREPP jako specifické pro ros-
tliny. Podrobnou studii jejich evoluce vsak zatim nikdo neucinil. Z tohoto
davodu jsem se pokusil vyhledat vsechny dostupné sekvence genu DREPP
z EST databézi. Podafilo se mi pokryt zastupce v8ech majoritnich skupin
rostlin. Vétsina linii rostlin obsahuje pouze jediny gen DREPP. Nejbasal-
néjsiho zastupce rodiny DREPP jsem nalezen u kapradin, konkrétné u netiku
Adiantum capillus-veneris. U mechorosti ani plavuni nebyl nalezen zadny
homolog. Protein DREPP lze tudiz oznacit za jednu z apomorfii skupiny
Euphyllophyta.

Protein DREPP je tvofen minimélné tfemi hlavnimi doménami: N ter-
minélni doménou (cca 25 aminokyselin), kterd interaguje s PtdInsPs a je
myristylovdna, centrélni doménou (cca 110 aminokyselin) neznamé funkcee,
ve které se stiidaji motivy basické KK, kyselé EE a hydrofobni IVV a C-
termindalni doménou, ktera je na rozdil od predchozich, velmi konzervovanych
domén vysoce variabilni, je potencidlnim interakénim mistem s mikrotubuly
a obsahuje motivy typu EEKK a ¢asteéné konzervovany motiv VVI. Na C-
konci proteinu je konzervovany motiv typu EPPKA. Funkce centrdlni ani
C-terminalni domény nebyly zatim podrobné zkoumany.

Béhem evoluce doslo k nékolika duplikacim éi redukcim genu DREPP

Fylogenetickou analyzou (Neighbor-Joining i maximum likelihood) se mi
podafilo dolozit, ze v fadé taxonu doslo k nezavislym duplikacim genu
DREPP (Coniferophyta, Poaceae, Solanaceae, Asteraceae, Nicotiana, He-
lianthus, Brassica). Zaroven vSak doslo ve dvou piipadech i ke ziejmym
druhotnym ztratdm jednoho z paralogti ve vnitinich skupindch Pooideae a
Solanoideae.

Samostatnou otazkou je evoluce genu MAP18, ktery sdili homologickou N-
terminalni doménu s ostatnimi ¢leny rodiny, avSak postradé celou centralni
doménu a prodélal rozsahlou extenzi C-terminalni domény repeticemi typu
PAVEEKK. Homology genu MA P18 se mi podafilo nelézt pouze u Arabidop-
sis thaliana a Arabidopsis lyrata. U Arabidopsis thaliana jsem studoval ko-
linearitu genomu v okoli 200 genu okolu lokusa MAP18 a PCaP1 a potvrdil
jsem kolinedrni uspoiddani, které jasné doklddd homologii obou proteint a
zaroven nasvédcuje skutecnosti, ze gen MAP18 vznikl pii rozsahlejsi genové
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duplikaci, nikoli unikétni duplikaci jediného genu ¢i jeho ¢ésti. K dolozené
celogenomové duplikaci, béhem které mohl vzniknout MAP18, doslo na
pocatku evoluce c¢eledi Brassiacaceae (Bowers et al., 2003; Schranz et al.,
2007) Pokud by ke vzniku genu MAP18 mélo dojit pii této udalosti, mély
by byt jeho homology piitomny i u ostatnich brukvovitych rostlin. U vSech
ostatnich sekvenovanych brukvovitych rostlin jsem vSak naSel pouze homo-
logy ke genu PCaP1. Je vsak nutné doplnit, ze vSechny sekvenované druhy
patii do jediné linie brukvovitych rostlin smérujici k rodu Brassica, ktera je
sesterska k linii smétujici k Arabidopsis. Je tedy mozné, ze gen MAP18 se
zachoval pouze v linii Arabidopsis a ve druhé vymizel, podobné, jako se to
stalo s paralogy genu DREPP v jinych celedich.

Rozsahlé redukce centralni domény neprobéhla pouze béhem evoluce MAP18,
avSak podafilo se mi ji dolozit i u zdstupcu radu Asparagales.

Myristylaéni konsensus bude tieba revidovat. ..

Velmi pozoruhodnym vysledkem, ktery jsem ziskal pii hledani orthologu
proteinu DREPP, je nalezeni variability v myristylacnim konsensu, konk-
tétné v glycinu na posici 2, ktery je uvadén jako nezbytny pro myristylaci
(Podell & Gribskov, 2004). Napfi¢ ruznymi rostlinnymi skupinami jsem de-
tekoval jeho substituci threoninem, serinem, aspartatem ¢i valinem. .. Sub-
stituci, ke které zpravidla doslo u jednoho z duplicitnich paralogt proteinu,
by bylo mozné zduvodnit ztrdtou myristylace béhem evoluce. Experimen-
talni mutace glycinu alaninem skuteéné blokuje myristylaci (Nagasaki et al.,
2008) a dusledkem je vsak zaroven i ztrata membranové lokalisace proteinu.
Substituce glycinu serinem se vyskytuje i u proteinu DREPP4, jehoz flu-
orescencni konstrukt jsem stabilné exprimoval v BY-2 a i pfestoze nemd
nspravné“ myristyla¢ni misto, jednozna¢éné jsem dokazal Ze je lokalisovan
na membrané a jeho distribuce je totoznd s distribuci druhého zkoumaného
paralogu DREPP2 s konsensualnim myristylacnim mistem. Je tedy mozné,
i) ze uznavand hypotéza myristylacniho konsensu je chybna a myristylace
je robustnéjsi v pozadavcich, ¢ Ze ii) u zminénych homologu dochézi k jiné
modifikaci, jez zajist'uje jejich membranovou lokalisaci, ¢i ze iii) k mem-
bréanové lokalisaci proteini DREPP neni nezbytna myristylace. Objasnéni
tohoto problému bude jednou z priorit mého dalsiho studia rodiny DREPP.

Mimoiadné postaveni proteint rodiny DREPP lze popsat analy-
zou hlavnich komponent

Dalsi zajimavou vlastnosti proteint rodiny DREPP a zvlasté jejich C-termi-
nalni domény, je mimoiradny obsah aminokyselin P, A, V, E a K s ¢astymi

teinu (Nagasaki-Takeuchi et al., 2008). Pomoci algoritmu PSI-BLAST lze

89



podobné motivy vypéatrat u proteinu s anotovanou schopnosti vdzat kationty,
kterda byla potvrzena i u PCaP1 (Nagasaki-Takeuchi et al., 2008). Velké
mnozstvi motivil typu PAVEK obsahuje i nejvétsi protein na Zemi - titin,
jez udrzuje architekturu svalového vldkna. Modul PAVEK tvoii nestruk-
turovanou flexibilni doménu zajist'ujici pruznost proteinu. Analogii motivu
KKEE nachdzime i v jiném obfim proteinu — savéim MAPI1B, pti¢em?z
tento motiv je povazovan za vlastni doménu vazajici se na mikrotubuly.
Vnitiné nestrukturované motivy jsou typické pro tzv. scaffold proteiny, které
slouzi jako interakéni rozhrani pro jiné proteiny, napiiklad kindzy proteinu.
Nestrukturovanost umoznuje piizpusobeni povrchu proteinu interakénimu
partneru a efektivni tvorbu komplexu (Cortese et al., 2008).

Pokud provedeme analyzu hlavnich komponent vSech proteinti Arabidop-
sis thaliana dle relativniho obsahu jednotlivych aminokyselin, zjist'ujeme,
ze proteiny tvori trojihelnikovity dtvar, v jehoz vrcholech lezi: lysin a glu-
tamat ve sméru hlavni osy PCA1 (kterd vyjadiuje 15 % variability), serin a
prolin ve sméru osy PCA2 (ktera vyjadiuje 12 % variability) a glycin v za-
porné ¢asti PCA2. Je zajimavé, ze pravé tyto aminokyseliny jsou typické pro
vnitiné nestrukturované proteiny (Cortese et al., 2008). Hlavni variabilitu
v proteomu, podchycenou analyzou hlavnich komponent, bychom tak snad
alespon z ¢asti mohli vysvétlit strukturovanosti, respektive nestrukturova-
nosti proteinu. Zaroven se zda, ze by mohly existovat tii hlavni typy nestruk-
turovanych proteintu — s nabitymi aminokyselinami (K,E), s poldrnimi aminoky-
selinami (S) a s nenabitymi aminokyselinami (G). Proteiny rodiny DREPP
jsou tak charakteristickymi zastupci proteinu s vysokym obsahem K a E a
v tomto sméru zcela vynikd MAP18, ktery patii mezi nejextrémnéji situo-
vané proteiny ve sméru hlavni osy PCA1. Dalsim zajimavym fenoménem
je skutecnost, ze vlastni vnitiné nestrukturovand doména proteina rodiny
DREPP se zaroven vyznacuje velkou evolu¢ni dynamikou vrcholici vznikem
extrémné diversifikovaného proteinu MAP18 v ramci ¢eledi Brassicaceae.
Zodpovézeni otazky, zda-li je souvislost mezi vnitini nestrukturovanosti pro-
teinu a rychlosti jeho evoluce, vSak bude vyzadovat hlubsi pruzkum.

Membranova lokalisace proteinu DREPP

Homogenni membrénovou distribuci, ktera byla publikovana u proteinu PCaP1,
jsem potvrdil i ve svych experimentech se dvéma podobnymi paralogy pro-
teinu DREPP z tabdku fizovanymi s GFP — DREPP2-GFP a DREPP4-
GFP. Ve stabilné transformovanych buinkédch BY-2 se mi podafilo proteiny
detekovat v plasmatické membrané od nejranéjsich stadii tvorby fragmo-
plastu a nikdy se nevyskytovaly v cytoplasmatickych vaccich.

Zcela identickou distribuci jsem pozoroval i u proteinu MAP18!=23-GFP
v BY-2, ktery odpovidd N-termindlni doméné proteinu MAP18, kterd je
myristylovana a interaguje s PtdInsPs. Kato et al. (2010a) hypotetizuji, ze
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homogenni distribuce fluorescenénich proteint MAP18-GFP, u nichz byla
dokéazana vazba na mikrotubuly, by mohla byt zptasobena sterickou blokaci
domény interagujici s mikrotubuly pfipojenym fluorescenénim proteinem.
Alternativné by bylo mozné homogenni distribuci vysvétlovat nadbytkem
proteinu vlivem overexprese fluorescen¢niho konstruktu a maskovanim jeho
prirozené distribuce. Taktéz by bylo mozné, ze asociace proteinu s mikrotu-
buly je regulovana fosforylaci vazebného mista, nebot’ v blizkosti potencial-
nich motiva s afinitou k mikrotubulum jsou konzervovand residua serinu a
tyrosinu. Protein SB401, ktery se vyskytuje v pylu, je specificky pro Solanum
berthaulti a podobné jako MAP18 se vaze na mikrotubuly prostfednictvim
motiva typu KKEE, je taktéz regulovan fosforylaci na podobnych posicich
(Liu et al., 2009).

Pomérné zajimavé vysledky se mi podarilo ziskat pii biolostické transfor-
maci pripravenych konstruktu do rostlinného materidlu (epidermis listu a
na N-konec proteinu zabranuje myristylaci, coz vede k cytosolické lokalisaci
tabakovych proteini DREPP. Sledoval-li jsem distribuci proteinu s GFP na
C-konci, spatfil jsem, kromé lokalisace na plasmatické membrané, protein i
v klastrech uvniti cytosolu, z nichz nékteré pripominaly cytosolické vacky
a v nékolika piipadech i prevakuoldrni a vakuolarni kompartmenty. Cisté
vackova distribuci jsem pak pozoroval u proteinu MAP18'~23-GFP.

Pozorovana distribuce, odliSujici se diametralné od stabilné transformova-
ného materialu, by mohla byt artefaktem biolistické metody, kterd je pravdeé-
podobné pro bunku stresujicim faktorem: proteiny DREPP interaguji s Pt-
dIns Ps, které silné reaguji na stresové podminky a distribuce fluorescenénich
proteint DREPP tak mize reflektovat zmény jejich hladin a lokalisace.

V tomto kontextu je tieba zminit, ze prozatim nebylo prokazano, se kterym
isomerem PtdInsPs proteiny DREPP skute¢né interaguji, nebot’ in vitro je
jejich afinita pomérné Siroka. Pravdépodobné je irelevantni jejich interakce
s PtdIns(3,4,5) P3, ktery nebyl ani po vice nez 10 letech intenzivniho studia
v rostlindch nalezen. Naopak moje biolistické experimenty ukazuji, ze by
mohly proteiny hypoteticky interagovat i s PtdIns(3,5)Ps9, ktery je vazén
na vakuolarni kompartmenty a jeho hladiny se zvySuji béhem stresovych
podminek. Interakce proteini DREPP s PtdIns(4,5) Py je pak velmi prav-
dépodobnad, vzhledem k lokalisaci proteinu na plasmatické membrané. U to-
hoto isomeru byla pozorovana dynamicka relokalisace béhem osmotického
stresu spocivajici v jeho endocytose prostiednictvim klathrinovych vackua
(Konig et al., 2008), ¢imz bychom taktéz mohli vysvétlit distribuci fluo-
rescen¢nich proteinii po biolistické transformaci. S monofosforylovanymi Pt-
dInsP je interakce proteinu DREPP vyrazné slabsi (Nagasaki et al., 2008;
Kato et al., 2010a) a pravdépodobné bude i méné vyznamn4.

Potencialni moznost endocytosy proteinu DREPP jsem se pokusil provetit
aplikaci osmotického stresu na stabilné transformované bunky BY-2, avsak
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i po tfech hodinach jsem nepozoroval zménu lokalisace fluorescen¢nich pro-
teindl, pfestoze doslo k mohutné plasmolyze bunék. Protein byl patrny i
v Hochtovych vldknech a zajimavym jevem, ktery jsem pozoroval, byla roz-
sahla destrukce fragmoplastu zpusobend expanzi jednotlivych vacka béhem
plasmolyzy.

Fyziologicka role proteint rodiny DREPP

Fyziologicka funkce proteinti rodiny DREPP neni zndama, ale mohla by sou-
viset s regulaci morfogeneze bunék. Vsechny stabilné transformované linie
BY-2, které jsem piipravil, vykazuji poruchy polarity bunééného déleni a
tvarové malformace, jejichz exaktnimu vyhodnoceni se budu dale vénovat.
Morfologické defekty byly jiz pozorovény pii overexpresi MAP18 v husenicku,
kterd ovlivinila elongaci kofenovych bunék, morfogenezi bunék epidermal-
nich a reorganisovala mikrotubuly (Wang et al., 2007). Pozorovano bylo také
zvyseni frekvence vétveni kotenovych vldsku (Kato et al., 2010b). Wang et al.
(2007) vysvétluji pozorované fenotypové zmeény aktivitou MAP18 na cyto-
skelet, nebot’ protein je prokazatelné schopen inhibovat polymeraci mikro-
tubult in vitro. Kato et al. (2010b) preferuji vysvétleni zahrnujici naruseni
fosfoinositolové signalisace. J& jsem pozoroval vyse zminéné efekty i u fluo-
rescenéniho proteinu MAP18'=23-GFP, ktery neinteraguje s mikrotubuly a
mohl by tedy pouze blokovat dostupnost fosfatidylfosfoinositoli.

Exprese MAP18 se zvySuje pii intoxikaci arsenem (Abercrombie et al., 2008)
a naopak zastoupeni proteinu DREPP u Medicago truncatula klesa pti myko-
rhize ¢i nadbytku fosfatu (Valot et al., 2005), tedy ve vSech piipadech sledu-
jeme odezvu souvisejici se schopnosti prijimat fosfaty z pudy. Déale reaguje
exprese proteinut DREPP na fadu strest a zvysuje se pii senescenci. Pro-
tein MAP18 se dle jedné z expresnich studii specificky syntetisuje v pylové
la¢ce a kotenovych vlascich, pokud by se tyto vysledky potvrdily, znamenalo
by to, ze by jeho funkce mohla byt zapojena do regulace apikalniho ristu
(Kato et al., 2010b).

Protein MAP18 je dukazem, ze i evoluéné velmi mladé proteiny mohou plnit
velmi specifické funkce a ze bychom studium bunéénych procesu u rostlin
neméli omezovat pouze na jednu modelovou rostlinu, nebot’ rozdily mezi
jednotlivymi skupinami rostlin nebudou zanedbatelné. Studium celé rodiny
proteini DREPP ndm pak muze fici néco nového o procesech, které staly
u zrodu pravych vyssich rostlin.
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Zaveéry

Tato diplomova prace navazala na ptredchozi vysledky publikované o pro-
teinu DREPP a pokusila se rozsitit prozkoumané obzory.

i)

ii)

iii)

iv)

vi)

Byla zpracovana evoluce proteinu DREPP. Byly zjistény pozoruhodné
alternace v sekvenénim konsensu pro N-termindlni myristylaci v rdmci
nékterych skupin rostlin, studium tohoto fenoménu bude zajimavym
tématem pro dalsi vyzkum.

Byla studovana evoluce proteinu MAP18, a bylo dolozeno, Ze se cela
jeho evoluce musela odehrat v ramci celedi Brassicaceae. Tento protein
je dukazem, ze i pomérné divergovany protein se specifickou funkeci
muze vzniknout relativné rychle, v historickém méfitku staii jedné
Celedi rostlin.

Pomoci analyzy hlavnich komponent bylo demonstrovano vyjimecné
postaveni proteint rodiny DREPP, zejména MAP18, v ramci celého
proteomu, dané jejich extrémnim aminokyselinovym slozenim, které
koreluje s vnitiné neuspotradanou strukturou téchto proteini.

Byla prozkoumdana vnitrobunééné lokalisace proteini NtDREPP po-
moci GFP-fize a po biolistické transformaci se podarilo detekovat
nehomogenn{ distribuci proteinu NtDREPP, kterd zatim nebyla pub-
likovéana a jejiz dalsi studium by mohlo pfinést nové poznatky o funkci
proteinu DREPP, ktera je stdle nezndma.

Nase vysledky naznacuji, ze by vSechny proteiny rodiny DREPP mohly
interagovat s kortikdlnim mikrotubuldrnim cytoskeletem (nejen pro-
tein MAP18, u kterého byla tato schonost publikovéna), bohuzel pouzi-
tymi metodami (GFP-fize) se nam tuto interakci nepodafilo dokazat.

Byla zavedena metodiku blue-native elektroforézy, ktera bude vhodna
pro dalsi studium proteinovych komplexu v plasmatické membrané.
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