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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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1. ABSTRAKT

Forminy jsou proteiny, které se UcCastni regulaci a vystavby aktinovych
vlaken eukaryotnich organismil. Tim se fadi mezi proteiny, které reguluji cytokinezi
a polarizovany rast, a tak ovliviwuji i vyvoj celého organismu. U Arabidopsis
thaliana se forminy déli na 2 tfidy. FH1 a FH2 domény (formin homology 1 a 2)
jsou piitomny u formint obou ttid. L. tfida se 1i8i od II. tfidy pfitomnosti N-koncove
transmembranové domény. Neékteré forminy II. tfidy maji na N-konci PTEN
doménu (Phosphatase and Tensin Homolog). Jeji sekvencni analyza naznacila, Ze
by se mohla vazat na membrany skrze fosfatdzovou nebo C2 subdoménu.

V této praci jsem se zaméfila na formin AtFH14, v prvni fad¢ na jeho PTEN
doménu. Na zaklad¢ predikované sekvence jsem klonovala isek DNA kodujici tuto
doménu, sekvencné jsem jej ovétila a zaklonovovala do vektoru pro fazi s YFP a
EOS. Takto znaeny protein jsem vizualizovala metodou tranzientni exprese
v listech Nicotiana benthamiana a pfipravila jsem transformované rostliny
Arabidopsis thaliana pro stabilni expresi zna¢ené¢ho proteinu. Ten byl lokalizovan
v kortikalni cytoplazmé, cytoplazmatickych provazcich, pravdépodobné na jaderné
membrané nebo kolem jadra. Nejpozoruhodnéjsi byly ,,méchytkovité* utvary, které
mohly byt zplisobeny vazbou PTEN na membranu nékteré bunécné organely.
Taktéz byly pozorovany vlaknité struktury, které by snad mohly znacit asociaci
s cytoskeletem.

Pti kolokaliza¢nim experimentu byla porovnana lokalizace Golgiho aparatu a
PTEN domény. Tim byla vylouCena mozZna vazba na Golgiho aparat. V tomto
experimentu byl také sledovan pohyb Golgiho aparatu a zadroveit PTEN. Piekvapivé
se nekteré ,teCky* PTEN pohybovaly po podobné trajektorii jako Golgiho aparat,
coZ by mohlo naznacovat né¢jakou spojitost.

Pro moznost porovnani vysledki jsem téz stabilné natransformovala rostliny
konstruktem PTEN-YFP a PTEN-EOS z blizce pfibuzného forminu AtFH13.
Rozdily v lokalizaci oproti PTEN domén¢ z AtFH14 jsem nepozorovala. Dale jsem
zaklonovala fragment DNA kodujici formin AtFH13 sovétenou sekvenci do
pomocného vektoru pro dalsi analyzy.

Kli¢ova slova: aktin, formin, PTEN, Arabidopsis thaliana, Yellow fluorescent
protein, Golgiho aparéat



1. ABSTRACT

Formins are proteins involved in regulation and construction of actin
filaments of eucaryotic organism. They parcipitate in regulating cytokinesis, polar
tip growth, and thus participate in development of whole organisms. There are 2
classes of formins in Arabidopsis thaliana. Both classes include FH1 and FH2
domains (formin homology 1 a 2). Class | formins have N-terminal transmembrane
domain, unlike class Il formins. Some formins of class Il have a N-terminal PTEN
domain (Phosphatase and Tensin Homolog). Sequence analyses predicted
membrane binding via phosphatase or C2 subdomain of PTEN.

This thesis was focused on the formin AtFH14, specifically its PTEN
domain. Based on predicted sequence, a DNA fragment encoding the PTEN domain
was amplified, sequenced and cloned to destination vectors for YFP and EOS
phusions. Marked protein was visualized by transient expression in Nicotiana
benthamiana. Stably transformed Arabidopsis lines were prepared for stably
expression of protein. The tagged protein was localized in cortical cytoplasm,
cytoplasmatical strands, probably in nuclear membrane or perinuclear cytoplasm, as
well as in peculiar ,,folicle-like* structures that might be due to binding of PTEN at
the periphery of some membrane organelles. Also were seen filament structures,
maybe caused by PTEN binding with cytoskeletal protein or with protein asociated
with cytoskelet.

| watched colozalization of PTEN domain and Golgi apparatus. PTEN does
not colocalize with Golgi, but some ,,PTEN dots“ moved really dynamically,
sometimes followed Golgi apparatus, suggesting a possible connection.

For comparison | stably transformed Arabidopsis with constructs for
expression of the PTEN domain of the related formin AtFH13 marked with YFP
and EOS. There were no differences in localization of PTENS. Next | cloned
AtFH13 with verifyed sequence into assistant vector for another analyses.

Key words: actin, formin, PTEN, Arabidopsis thaliana, Yellow fluorescent
protein, Golgi apparatus



2. UvoD-CILE PRACE

Forminy patii mezi proteiny, které zasadné¢ ovliviuji vystavbu aktinového
cytoskeletu a mohou interagovat také s mikrotubuly. Ugasti v kli¢ovych bun&énych
procesech, napiiklad v cytokinezi a polarizovaném rustu, ziskavaji jednu z hlavnich
roli pfi vyvoji bunék a celého organismu.

Tato prace je zaméfena na forminy Arabidopsis thaliana. Zatim bylo
popsano 21 formind, které se déli do 2 tiid. Hlavnim forminem, kterym se tato prace
zabyva, je formin II. tfidy AtFH14. Ten obsahuje typickou N-koncovou PTEN
doménu (Phosphatase and Tensin Homolog on Chromosome Ten), ktera byla
objevena az na zakladé porovnavacich sekvenc¢nich analyz (Cvrckova et al., 2004a).
Jeji funkce zatim nebyla odhalena. Sekvenéné se podoba ZivociSnym proteiniim,
které¢ funguji jako antionkogeny. U rostlin se zda, ze jsou néckteré sekvence
pozménény, a neni zcela jasné jakou funkei presné zastava. Nejpravdépodobnéjsi je
vazba na membranové fosfolipidy, na jaké piesné a které vnitrobunééné membrany
se zatim nevi (Grunt et al., 2008).

Dtivodem, proc¢ tato prace vznikla, bylo tedy pfedevSim objasnit roli PTEN
domény rostlinnych formind a ptipravit konstrukty a rostliny pro dalsi analyzy.

Formin AtFH14 byl podroben analyze roku 2010. Byl fizovany s GFP a
vizualizovan ve stabilné transformovanych bunkach BY-2. Byl lokalizovan v
preprofdznim prstenci, délicim vieténku a fragmoplastu. Také bylo ukazano, Ze se
vaze jak k aktinu tak i1 preferencné k tubulinu. Coz bylo u forminti objeveno prvné.
Mutace v AtFH14 zpasobuje vady déleni bunék mikrospor (Li et al., 2010). Zjisténi
lokalizace PTEN by mohlo byt v porovnani s lokalizaci AtFH14 velmi zajimavé.

Cilem mé diplomové prace bylo:

1) naklonovat tsek DNA koédujici PTEN doménu a piipadné dalsi ¢asti
predikovaného forminu II. tfidy AtFH14

2) pripravit konstrukci pro expresi fluorescencné zna¢ené PTEN domény z
AtFH14

3) ovétit tyto konstrukty tranzientni expresi v Nicotiana benthamiana a
predbéZné charakterizovat lokalizaci proteinu

4) v pripadé uspéchu transientni exprese pripravit transgenni rostliny
stabilné exprimujici znaceny protein

5) pfipadné pro srovnani obdobné charakterizovat i PTEN doménu
ptibuzného genu AtFH13, pro niz uz jsou klony dostupné v laboratofti

Hlavnim cilem prace tedy bylo ovérit sekvenci PTEN domény AtFH14 a
zaklonovat ji do vektoru s fluorescenéné znacenymi proteiny. Takto vizualizovany
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protein bylo mozné pozorovat jak v tranzientné¢ transformovanych bunkych
Nicotiana benthamiana, tak také v stabilné transformovanych bunikach Arabidopsis
thaliana. V dalsi fadé¢ bylo mozné pozorovat kolokalizace s dal§imi znacenymi
proteiny. Tyto experimenty obnaSely v prvni fadé hlavné prozkouméni sekvenc¢nich
databazi, navrzeni primert a osvojeni technik klonovani s Gateway”™ klonovacimi
vektory.

Pro dalsi experimenty bylo potieba vytvofit rostlinu Arabidopsis thaliana,
ktera by stabiln¢ exprimovala PTEN protein znaceny fluorescenc¢nimi znackami. Ty
by se posléze daly vyuzit pro kfizeni s rostlinami, které maji jinak fluorescencné
znacené proteiny a bylo by moZné pozorovat oba a vice proteinii najednou ve
stabilné transformovanych rostlinach.

Vedlejsim cilem prace bylo vytvorit stabilné transformované rostliny
Arabidopsis thaliana s fluorescenéné¢ znac¢enynou PTEN doménou z AtFH13.
Formin AtFH13 byl zatim studovdn pouze jednou, nicméné zatim nepiinesl
dostatecné uspokojivé vysledky. Transkript AtFH13 podléha pravdépodobné
alternativnimu sestfihu (Pferostova, 2011), proto jsem vytvatela fluorescencné
znacené konstrukty S kratkou verzi a dlouhou verzi PTEN. Lokalizace znacené
PTEN z AtFH13 jsem poté mohla porovnavat s lokalizaci PTEN z AtFH14.

Vzhledem kexistenci pfipravenych expresnich vektori se dvémi
zaklonovanymi sestfihovymi variantami PTEN z AtFH13 jsem pokracovala
V testovani expresi proteinti v bakteridlnich kmenech. V piipadé uspéSné izolace
bylo planovano pouzit dalsi metody testovani predikované asociace PTEN
S membranami.

V navaznosti na praci S. Prerostové, kterd navrhla primery pro klonovani
AtFH13, ale klonovéani se ji nepodafilo, jsem optimalizovala podminky pro
klonovani tohoto forminu (Pferostova, 2011). Podafilo se mi ho zaklonovat do
pomocného vektoru a ovéfit sekvenci. Zaklonovani do vektoru pro translac¢ni fuzi
s fluorescencnimi proteiny by mohlo byt dalsi metodou jak blize charakterizovat
forminy ttfidy II a porovnat rozdily v lokalizaci samotné PTEN domény a celého
forminu.
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3. LITERARNI PREHLED

3.1 CYTOSKELETALNI PROTEINY

Cytoskelet je nedilnd soucast eukaryotické bunky, bez které by nemohla
existovat. V rostlinach se bez né&j prakticky zadny proces neobejde. V bufice ma
opérnou funkci, ale hlavné se Uc€astni vSech dynamickych procesii - smérovani a
umist'ovani organel, bunééného pohybu, tvorby, smérovani a transportovani vackua a
V neposledni fadé¢ déleni bunck a tvorby fragmoplastu ¢i nasledné¢ bunécné stény.
Cytoskeletalni proteiny jsou v pritb¢hu bunééného cyklu permanentné piestavovany
a Vbunce se vyskytuji v podobé monomerti, polymernich vldken, tubuli a
proteinil je aktin.

Forminy, jakozto dualezity ¢lanek v utvafeni cytoskeletu, reguluji predevsim
vystavbu aktinovych nevétvenych struktur (Zigmond, 2004). Aktinova vlakna
vznikaji de novo nukleaci monomernich jednotek G-aktinu. V bunkach se aktin
nachédzi v monomerni G-aktin formé¢ a vlaknité F-aktin formé. Neustale dochézi k
obratu mezi monomernimi a polymernimi jednotkami aktinu, kdy vlakno roste a G-
aktin je ptidavan na rychleji rostouci rozstépeny (barbed) konec, ale i na pomaleji (z
divodu samovolné polymerace, neregulované) rostouci Spicaty (pointed) konec
vlakna, nebo dochézi k depolymeraci

Pti regulaci tvorby aktinovych vldken hraje podstatnou roli protein profilin.
Ten se vaZze na monomerni G-aktin a inhibuje rist na Spicatém konci aktinového
vlakna, nicméné¢ nema vliv na rostouci rozstépeny konec (Pollard and Cooper,
1984). Z rozstépeného konce profilin disociuje v okamziku, kdy se na aktin navaze
komplex G-aktin-profilin (Kang et al., 1999). Pfestoze se profilin na rozstépeny
konec vldkna nevaze silnou vazbou, vysoké koncentrace mohou elongaci vlakna
inhibovat, naopak nizké koncentrace polymeraci podporuji (Gutsche-Perelroizen et
al., 1999; Sagot et al., 2002)

V evoluci vznikly nejméné 4 mechanismy nukleace aktinovych vlaken. Jedna
se o Arp2/3 proteinovy komplex, Spire (Spir), Cordon-bleu (Cobl) a forminy
(Pollard, 2007; Renault et al., 2008). Arp2/3 komplex a forminy se vyskytuji
prakticky ve vSech eukaryotnich bunkach, ostatni nukleatory se vyskytuji ve
specifickych organismech a bunéénych typech (Cordon-bleu a Spire pravdépodobné
jen u zivocichu).

12



3.2 FORMINY

Forminy (taktéz FH nebo forminové homology) jsou rodinou velmi evoluéné
konzervovanych proteinii eukaryotickych bunék. Nejvice prozkoumané jsou u
teplokrevnych obratlovcl. Byly zkoumany naptiklad na modelovych organismech
Arabidopsis thaliana, Caenorhabditis elegans, Drosophilla melanogaster,
Saccharomyces cerevisiae, Physcomitrella patens (Deeks et al., 2002; Grunt et al.,
2008; Higgs, 2005; Wallar and Alberts, 2003; Wasserman, 1998). Nelze je nalézt u
prokaryotnich bunék (Grunt et al.,, 2008). Maji celou fadu odlisnych funkci.
Mizeme je najit predné v souvislosti s aktinem, hlavné pii procesech bunécné
polarizace a cytokinezi (shrnuto v Blanchoin and Staiger, 2010).

Prvnim identifikovanym forminovym genem byl mysi LIMB DEFORMITY,
jehoZz mutace zpusobovala vyvojové deformace neboli Spatné ,,formovani‘ mySich
koncetin a ledvin v prilbéhu embryogeneze, odtud odvozeny nazev pro forminy
(Kleinebrecht et al., 1982; Woychik et al., 1985). V roce 2004 pak bylo dokazano,
ze tento fenotypovy projev neni néasledkem mutované¢ho forminu, ale zménou
exprese sousedniho genu GREMLIN (Zuniga et al., 2004), i kdyz formin se na
fenotypu muze néjakym zpusobem podilet (Zhou et al., 2009).

Nejkonzervovanéjsimi soucdstmi formind jsou dv€ formin homologni
domény FH1(formin homology domain 1) a FH2 (formin homology domain 2),
ktera byla prozatim nalezena u vSech zkoumanych formini (Higgs and Peterson,
2005; Rivero et al., 2005). Jako FH1 byla oznacena oblast s vysokym podilem
prolinu a polyprolinovymi motivy, jako FH2 oznacena 130 aminokyselinova
konzervovana sekvence. Navic je také alespon u nékterych forminti konzervovéna i
spojovaci oblast mezi t¢mito dvéma doménami (Castrillon and Wasserman, 1994).
Nedavno provedené fylogenetické analyzy, pii kterych byla porovnana data fady
rozliénych eukaryotnich organismii, poukazaly na zasadni rozdily ve stavbé forminii
mezi opisthokonty a rostlinami (Cvrckova et al., 2004a; Grunt et al., 2008; Rivero et
al., 2005).

3.2.1 MOLEKULARNI STAVBA FORMINU

Forminy jsou velké proteiny, které jsou dlouhé v priméru vice jak 1000bp.
Molekulédrni stavba formind neni u vSech organismt jednotnd a li§i se i mezi fiSemi.
Nicméné u vSech doposud zkoumanych formint byla nalezena konzervovanad FH2
doména (~400bp), ktera je zasadni pro reakce s aktinem. Dalsi nejcastéjsi soucasti
formini je doména FH1 (Castrillon and Wasserman, 1994; Grunt et al., 2008).
Zasadnim rozdilem v organizaci forminovych domén mezi rostlinnymi forminy a
amébami, metazoi a houbami, je pfitomnost Rho GTPazové vazebné domény, viz
obr. 1 (GBD-GTPase binding domain/FH3 neboli RBD-Rho binding
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domain)(Rivero et al., 2005) ve forminech opisthokont a jeji absence u rostlin.
Sav¢i mDial formin sestavd z n€kolika domén, jiz zminované N-koncové GBD
domény, kterd se ¢astecné piekryva s auto-inhibi¢ni doménou DID, motivu coiled-
coil (CC), FH1, FH2 a C-koncové DAD auto-regulaéni domény. U dobie
charakterizovaného mDial dochazi k interakcim mezi DAD a DID doménou. DAD
tak muze regulovat vazbu a auto-inhibici Rho GTPazy na GBD doméné (Alberts,
2001; Watanabe et al., 1999). U semennych rostlin véetné Arabidopsis thaliana
nebyly nalezeny tyto, ani podobné domény, které maji schopnost auto-regulace
pomoci Rho GTPaz. Konkrétni struktura rostlinnych formint bude diskutovana v
casti 3.3.

Nekteré forminy mohou obsahovat mezi GBD a FHI1 konzervovany motiv
FH3, ktery urCuje vnitrobunéénou lokalizaci forminu (Petersen et al., 1998). Na
prolin bohatd FH1 doména se vaze na G-aktin vazebny protein profilin
(Wasserman, 1998). Tato interakce je zasadni pro rist aktinového vlakna, tedy i pro
funkeci forminu ve vyvoj rostliny (viz 3.2.2). Dals$i doména SH3 (Src homology 3) a
motiv WW/WWP objeveny u mysi maji schopnost vazby na FH1 prolin bohatou
doménu (Chan et al., 1996). Dale naptiklad nalezena doména SH3 u kvasinkového
Hoflp, ktery se Gcastni cytokineze, se vaze na FHI doménu Bnrlp (Kamei et al.,
1998).

Podobné sav¢éi SH3 doména u nereceptorovych tyrosin kinaz Src se vaze na
mDia-ptibuzné forminy DRFs (Diaphanous related formins, viz dale)(Tominaga et
al., 2000).

Nékolik set ¢lentt forminové rodiny bylo identifikovdno na zékladé
piitomnosti FH2 homologni domény u rozli¢nych eukaryotnich organismt (Grunt et
al., 2008; Higgs and Peterson, 2005; Rivero et al., 2005). Fylogeneticka analyza
poukdzala na vzijemnou piibuznost forminli. Diky konzervovanym oblastem
forminti bylo u metazoi klasifikovano 7 skupin: DIA (Diaphanous), FMN (Formin),
FHOD (protein obsahujici forminovou homologni doménu, formin homology
domain-containing protein), INF (inverted formin), FRL (formintim fibuzny gen u
leukocytli, formin related gene in leukocytes), DAAM (dishevelled-associated
activator of morphogenesis) a Delfilin (Higgs and Peterson, 2005). Nezivocisné
forminy (rostliny, Dictyostelium, kvasinky a dal$i) byly porovnany mezi sebou a na
zaklad¢ podobnosti FH2 domén jim byly pfidéleny vlastni skupiny (Deeks et al.,
2005; Grunt et al., 2008).

Strukturni analyza kvasinkového Bnil ukézala, Ze FH2 doména miize
zpusobit dimerizaci forminu. Ob¢ podjednotky dimeru se mohou véazat na rostouci
konec aktinového vlakna, umoziuji dalsi rist vldkna a zaroven tento konec chrani
pfed vazbou inhibi¢nich capping proteint. Tento proces nukleace byl popsan jako
»kracejici“ model aktinové nukleace, kterého se navic ucastni protein profilin, ktery
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Obr. 1: Rozdil ve struktufe savéich, rostlinnych formind a béZznych formint, napi. Dictyostelium
discoideum nebo hub. Vsechny typy forminovych homologli maji spole¢nou FH2 doménu, kdezto
FH1 doména pfitomna byt nemusi (zde neukdzano). Sav¢i formin mDial jakoZzto modelovy
zastupce konvencnich forminii ma auto-inhibi¢ni doménu DID, kterd se castecné prekryva s Rho
GTPazovou vazebnou doménou GBD (GTPase binding domain/FH3), a diaphanous auto-regula¢ni
doménu DAD. DID doména nema u rostlinnych ani béznych formin homology. Rostlinné forminy
postradaji DAD nebo GBD/FH3 doménu, namisto které mohou mit napt. PTEN doménu ¢i jiné
motivy (uvedeno nize). Savéi mDial formin obsahuje motiv CC (Coiled coil). Ttida I rostlinnych
formini ma na C-konci vedle prolin bohaté sekvence signalni peptid (SP) a transmembranovou
doménu (TM). Tiida II rostlinnych formint ma na C-konci PTEN doménu (phosphatase and tensin
homolog deleted on chromosome ten) (Grunt et al., 2008; Higgs, 2005; Rivero et al., 2005)

ma schopnost vazby k forminu i aktinovému monomeru (Moseley et al., 2004; Xu
et al., 2004; Zigmond et al., 2003). Existuji i dalsi modely nukleace (Paul and
Pollard, 2009b).

FH1 doména neni piili§ konzervovand a je co do délky velmi variabilni (15-
229 bp). Je ligandem pro SH3 a WW domény signalnich proteinii a vétSinou
obsahuje sekvenci, ktera umoznuje vazbu profilinu (Macias et al., 2002).

Nejvice zkoumanou skupinou forminli jsou DRFs (Diaphanous related
formins), které ptimo interaguji s rodinou Rho GTPaz (Higgs, 2005; Rivero et al.,
2005). Do DRFs spadaji DIA, DAAM, FRL, kvasinkové Bnil, Bnrl a Sepl
proteiny. Maji konzervovanou strukturu: C-koncovou oblast, ktera se pfimo ucastni
remodelace aktinu a N-koncovou oblast, ktera intramolekularné¢ interaguje s C-
koncem, ¢ili udrzuje formin v auto-inhibovaném stavu. Na zékladé schopnosti
interakce s N-koncovou GBD oblasti s navazanou Rho GTP4azou aktivovanou GTP,
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kterd byla plvodné nalezena u mDial proteinu, byly DRFs charakterizovany
(Kohno et al., 1996; Watanabe et al., 1999).

Jak jiz bylo zminéno, forminy DRFs jsou regulovany doménou GBD, na
kterou se vazou malé GTPazy z rodiny Rho s navazanym GTP, ackoliv tomu tak
nemusi byt vzdy. V roce 2002 byl objeven lidsky protein Nir2, ktery ma na N-konci
Rho inhibi¢ni doménu homologni s forminovou GBD a preferenéné vaze malé
GTPéazy zrodiny Rho s navazanym GDP (Tian et al., 2002). Mal¢ GTPazy se
ucastni Siroké Skaly bunéénych procesii, naptiklad bunééného déleni stejné jako
forminy (Wasserman, 1998). Vazba malé GTPazy je regulovana nasednutim DAD
domény na DID doménu uvniti molekuly, ¢imz na kratky Cas zabrani nasednuti
GTPazy a tim inhibuje funkci forminu (obr. 2). Ta je v aktivnim stavu nakonec
schopna DAD vytésnit, navic i zablokovat jeji schopnost nukleace aktinu
(Evangelista et al., 1997; Higgs and Peterson, 2005).

V ptipad¢ forminti, které¢ nespadaji do DRFs, existuji jiné regulacni cesty a
mechanismy. Napiiklad u sav¢ich Delfilini muzeme najit N-koncovou PDZ
doménu, kterd se vaZe na glutamatovy receptor 82, ktery se u€astni postsynaptické
signalizace, a ve své podstaté reguluje aktivitu delfilinli analogicky jako Rho
GTPazami zprostiedkovana regulace DRFs (Miyagi et al., 2002). Rostlinny formin
AHF1 (AtFH1) a ptibuzné proteiny (dale) maji na N-konci transmembranovou
doménu, ktera by mohla mit lokaliza¢ni nebo regula¢ni vlastnosti (Banno and Chua,
2000; Cvrckova, 2000).

Forminy mohou v ojedin€lych ptipadech obsahovat i jiné domény, které
mohou byt typické pro konkrétni proteinové izoformy nebo pro urcité¢ skupiny
organismi (Grunt et al., 2008). Rostlinné forminy budou vzhledem k zaméfeni
diplomové prace na modelovy organismus Arabidopsis thaliana zminény v casti
3.3.

3.2.2 FUNKCE FORMINU V REORGANIZACI CYTOSKELETU U OPISTHOKONT

Rodina formind se castni rozli¢nych procest, které souvisi s reorganizaci
aktinového a tubulinového cytoskeletu: tvorby lamelipodii, filopodii, ustanoveni
bunécné polarity, cytokineze (kontraktilni prstenec), va¢kového transportu, vyvoje
embryi a jaderné signalizace (shrnuto v Goode and Eck, 2007; Wallar and Alberts,
2003). V nékterych piipadech bylo prokazano, ze formin setrvava na rozstépeném
konci aktinového vldkna prostiednictvim FH2 domény a napomahd ptiddvani G-
aktinu a elongaci, navic chrani konec pted capping proteiny. Ty blokuji riist vlaken
(Pruyne et al., 2002; Zigmond et al., 2003). Je ale zajimavé, ze aktinové vlakno s
navazanym forminovym dimerem muze rust také pomaleji, neZ rostlouci konec bez
forminu.
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Obr. 2: Struktura sav¢iho mDial forminu nebo kvasinkového Bnil forminu. Velikosti jednotlivych
domén jsou uvedeny v hornim fadku pro mDial a ve spodnim rozdily pro Bnil. Navic je zde
znazornéna dimeriza¢ni doména (DD). Intramolekularni autoinhibice je zplsobena nasednutim
DAD domény na DID. Nasednutim malé Rho GTPazy v aktivovaném stavu (aktivovany stav
zajistuji GAP (G-protein-activating protein) a GEF (guanine nucleotide exchange factor) na GBD
dojde k uvolnéni forminu z autoinhibovaného stavu. FH1 doména asociuje s G-aktin-profilinovym
komplexem a urychluje elongaci vlakna, FH2 asociuje s roz$tépenym koncem vldkna a DAD
doména u hub asociuje s Bud6-aktinovym komplexem (Moseley and Goode, 2005). Obrazek
ptevzat z (Goode and Eck, 2007).

Je to zpusobeno tim, Ze monomerni jednotky G-aktinu musi nejprve projit “branou”
vytvofenou forminem. U Saccharomyces pombe dokonce homologni CDC12p
inhibuje polymeraci 0 99% (Kovar et al., 2003; shrnuto v Paul and Pollard, 2009a).

Krystalograficka struktura FH2 domény Bnil forminu ukézala, ze FH2
doména v homodimeru obsahuje mnoho vazebnych mist pro vazbu s rostoucim
rozs$tépenym koncem vlakna (Xu et al., 2004). Diky tomu, Ze na rostouci konec
naseda formin ve formé dimeru, mize dochazet k posunim FH2 domén tak, Ze ¢ast
téchto domén “tr¢i” volné¢ do prostoru a mize tak podpofit vazbu dalSiho
monomeru. Po nasednuti monomeru na rostouci vlakno aktinu dochazi k disociaci a
posunu forminového dimeru. Délka tohoto uvolnéni muze byt zavisld na délce
spojovaci oblasti mezi subdoménami v FH2 doméné forminu (shrnuto v Paul and
Pollard, 2009a). Je mozné, ze pti posunech forminového dimeru vznika napéti, které
umoziuje pfidavat aktinovy monomer pouze v ur¢itém sméru. Vznika tak vlakno ve
tvaru Sroubovice. Nicméné rotace a vznik Sroubovic z aktinu jsou stale otdzkou
(Shemesh et al., 2005).

Ptitomnost FH1 a FH2 domén forminu zptsobila zvySeni polymerace aktinu
in vitro. Polymerace byla také ptimo zavisla na dostupnosti monomerniho G-aktinu.

V souvislosti s capping aktivitou mDial nebo Bnil byla testovdna schopnost
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forminu vazat se na rozstépené konce aktinového vlakna (Pruyne et al., 2002). Tuto
schopnost formin ma, nicméné ani vysoka koncentrace forminu nezptisobuje Gplné
zastaveni polymerace, tedy se pravdépodobné vaze jen CasteCné. Kromé capping
aktivity se formin vaze na F-aktin (filamentarni/polymerni aktin) a m& schopnost
tvorit vétve vlaken. Pfitomnost FH1 domény a komplexu profilin-G-aktin stimuluje
prodluzovani vlaken.

Bylo zjisténo, ze se komplex profilin-G-aktin mize na rozstépeny konec
vldkna vazat dvéma moZnymi zpisoby: samovolné, v zavislosti na okolni
koncentraci G-aktinu, nebo regulované pies vazbu profilinu na FH1 doménu
forminu na rozstépeném konci filamenta (Paul and Pollard, 2009b). Schopnost
profilinu vazat se na FH1 doménu, vysvétluje fakt, Ze vysoké koncentrace volného
profilinu kompetuji s komplexem G-aktin-profilin o vazebné misto na FHI
(Vavylonis et al., 2006).

Forminy se ucastni piestaveb nejen aktinu, ale i mikrotubuld (shrnuto v
Bartolini and Gundersen, 2010). V nedavné dob¢ bylo ukazano, ze nékteré savci
forminy, naptiklad mDial, ¢i formin Cappucino z Drosophila melanogaster, mohou
pfimo interagovat s mikrotubuly pfes svou FH2 doménu (shrnuto v Bartolini and
Gundersen, 2010). Hraji tedy zasadni roli v fizeni cytokineze, rozchodu
chromozomil pii mitéze a meidze, migraci a adhezi bunék, bunécné polarité a
intracelularnim vackovém transportu (Goode and Eck, 2007; Wallar and Alberts,
2003). Ugast formint pii cytokinezi byla prokazana jiz v roce 1994, kdy Castrillon a
Wasserman zkoumali savéi mDial formin, kdy u mutantd diaphanous doslo k
selhani bunécného deéleni pii embryogenezi (Castrillon and Wasserman, 1994).
Kvasinkovy Bnil protein byl prvné klonovan roku 1996. Bylo prokazano, ze in
vitro interaguje s malymi Rho GTPazami (Kohno et al., 1996).

Dalsi vyraznou tlohou formint je buné¢na signalizace, ktera byla zkoumana
zatim pouze na n€kolika forminech a neni pfili§ probddanou oblasti. Ta mlze byt
zprostfedkovana piimo pies interakce aktinu nebo nepiimo pres regulacni proteiny
asociované¢ s cytoskeletem. Forminy jako efektorové proteiny funguji jako
aktivatory malych Rho GTP4z (Rho, Rac, Cdc), savéi DRFs aktivuji kindzy,
naptiklad Src kindzu, ktera obsahuje formin vazebno doménu SH3, a mize
regulovat SRF (Serum Response Factor), transkripéni regulatory v jadie (shrnuto v
Young and Copeland, 2010).

3.3 FORMINY ROSTLIN

Rostliny maji bunécnou sténu, ¢imz se vyrazné 1iSi od metazoi. Musi
existovat cesta jak propojit bunécnou sténu s aktinovym cytoskeletem. Existence
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tohoto forminového “mostu” byla predikovana F. Cvrckovou (Cvrckova, 2000). V
roce 2011 byla tato predikce potvrzena (Martiniere et al., 2011).

U modelové rostliny Arabidopsis thaliana bylo nalezeno 21 izoforem na
zakladé bioinformatického dikazu pfitomnosti FH2 domény (Cvrckova et al.,
20044a; Deeks et al., 2002). Vsechny tyto forminy maji také na prolin bohatou FH1
doménu. Rostlinné forminy Ize obecné rozdélit do t¥i fylogenetickych subrodin
(Obr. 3). Pro semenné rostliny je charakteristicka tfida I (zahrnujici u Arabidopsis
AtFH1-AtFH11) a tfida II (zahrnujici AtFH12-AtFH21), u nizs§ich vytrusnych
rostlin a fas byla objevena jesté tfida III, ktera jako jedina ma doménu potencialné
vazici malé GTPazy, avsak neptibuznou GBD (Cvrckova et al., 2004a; Deeks et al.,
2002; Grunt et al., 2008). Ttida I (vyjma AtFH7) ma FH1 a FH2 a typickou N-
koncovou transmembranovou doménu, ktera pravdépodobné smeéruje formin
sekre¢ni drahou k plazmatické membrané (Banno and Chua, 2000; Cvrckova, 2000;
Favery et al., 2004). Trida II obsahuje rGznorodé domény, predikovana PTEN
doména (sekven¢n¢ prokazana u gent AtFH13, AtFH14, AtFH18 a AtFH20 z
Arabidopsis) by mohla zpisobovat lokalizaci ¢i vazbu forminu do membrany
prostiednictvim vazby fosfolipidi (Cvrckova et al., 2004a). Tento mechanismus
cileni forminu do membrany byl pozdé&ji prokazan u mechu Physcomitrella patens
(van Gisbergen et al., 2012; Vidali et al., 2009) Proteiny této tfidy mohou podléhat
alternativnimu sestiihu, takze jejich pocet neni jasny (Grunt et al., 2008). Hlavnim
rozdilem mezi Zivo€iSnymi a rostlinnymi forminy je, Ze u rostlin nenajdeme GBD a
jak jiz bylo zminéno, dochdzi u nich pravdépodobné k jinym autoregulacim,
popiipad¢ u vyssich rostlin zatim nebyla nalezena doména, ktera by s rostlinnymi
Rho GTPazami ptimo ¢i nepfimo interagovala (Grunt et al., 2008).

Forminy se u rtiznych organismi c¢astni polarizovaného bunécného ristu a
sekrece (shrnuto v Goode and Eck, 2007; Wallar and Alberts, 2003). U rostlin jsou
proto Casto cilem vyzkumu forminli kofenové vlasky, pylové la€ky, epidermalni
bunky a trichomy. Piesto byla i u nejlépe charakterizovaného modelu A. thaliana
dosud charakterizovana jen maléd ¢ast diverzity formind, a to pfevazné zastupci I.
tridy.

Formin AtFH1, jehoz cDNA byla klonovana v roce 2000, obsahuje FH1 a
FH2 doménu a sekvence, které by mohly zprostfedkovat asociaci s membranou.
(Banno and Chua, 2000). Overexprese tohoto forminu zptsobuje tvorbu aktinovych
“kabelr”, depolarizuje rist pylovych lacek a mize ovlivnit ¢i néjakym zplisobem
narusit endocytdzu. Bylo také ukazano pomoci transla¢ni fuze s GFP, Ze N-koncova
transmembranova doména je lokalizovana do membrany (Cheung and Wu, 2004).
AtFH1 fluorescenén¢ znaCeny YFP (yellow fluorescent protein), GFP (green
fluorescent protein) a RFP (red fluorescent protein) kolokalizuje se signalnim
fosfolipidem PIP2 (fosfatidylinositol-(4,5)-bisfosfat) a do membrany je

transportovan pies endoplazmatické retikulum ¢ili sekre¢ni drahou. Byl takeé
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vytvoien fuzni konstrukt s odstranénou intraceluldrni doménou a konstrukt s
transmembranovou doménou, jejichz lokalizace potvrdily, Ze formin lokalizuje do
membrany. Navic je formin v membrané mobilni, coZ bylo ukdzano pomoci metody
Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP), kdy po vysviceni
fluorescence forminu, doslo k postupnému obnoveni fluorescence lateralné
cestujicimi proteiny (Martiniere et al.,, 2011). Na AtFH1 byla také objevena
sekvence oznacena jako doména C, ktera formin ukotvuje k bunécné sténé a jeho
mobilitu omezuje. Je tvofena pouze 15 aminokyselinami a obsahuje motiv SPPPP,
ktery je typicky pro proteiny bunéné stény extensiny (Banno and Chua, 2000;
Martiniere et al., 2011). V in vitro systému bylo ukazano, ze AtFH1 neprodluzuje
vladkno z existujicich rozStépenych koncti, ale vaze se na bok existujiciho vldkna a
dava vznik nové aktinové vétvi (Michelot et al., 2005).

AtFH3, experimentalné charakterizovany v roce 2009, ma typickou stavbu
pro tfidu I. Na N-konci ma signalni peptid, transmembranovou doménu a FH1 a
FH2 doménu na C-konci. Byl vytvofen jeho fizni konstrukt a byl sledovan vliv na
elongaci rozstépenych konci aktinovych vldken v pfitomnosti G-aktinu nebo
komplexu G-aktin-profilin. V pfitomnosti komplexu dochazelo k rychlému
prodluZovani vldkna. Podobné jako u AtFHI1, i zde bylo uk4zéano, Ze overexprese
forminu zptuisobuje nadmérné svazkovani aktinu. V pylové lacce se AtFH1
neexprimuje, ale overexpresi genu AtFH3 vznikaji dlouhé “kabely” longitudalné¢ v
pylové lacce (Ye et al., 2009).

Pti charakterizaci AtFH4, ktery spadd do subrodiny Ie rostlinnych formint,
bylo zjisténo, Ze subrodina formind tftidy I ma homologii mezi FH2 a
transmembranovou doménou (Cvrckova et al., 2004a). Byl vytvoten konstrukt s
FH1, FH2 a GOE z AtFH4 fazovany s GFP, ktery byl natransformovan do
Nicotiana benthamiana spoleéné¢ se znaenym kinesinem, ktery asociuje s
mikrotubuly. Vysledkem byla kolokalizace obou proteini podél kortikalnich
mikrotubul. Asociace GOE s mikrotubuly byla prokdzana dal§imi delecnimi
konstrukty AtFH4, které neobsahovaly GOE a nelokalizovaly k mikrotubulim
(Deeks et al., 2010). Prestoze interakce forminti s mikrotubuly i aktinem jsou
prokazany jen v nékolika pfipadech, je mozné, Ze jsou zcela bézné. Vyvojové
procesy v bufice vyzaduji koordinaci mezi aktinovymi vlakny a mikrotubuly.
Podobné asociace s vice cytoskeletalnimi proteiny nejsou v bunice vyjimecné
(shrnuto v Petrasek and Schwarzerova, 2009). Naptiklad PLD (fosfolipaza D/
phospholipase D) patii mezi proteiny, které asociuji s obéma systémy. Fosfatidova
kyselina, ktera vznikd jeji aktivitou, asociuje s capping proteiny a stimuluje tak
polymeraci F-aktinu (Huang et al., 2006).
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Obr. 3: Pfehled skupin formint a jejich domén u jednotlivych #i8i. U rostlin je jako jako zastupce
téidy I (Class I) vybran AtFH4, pro tiidu II AtFH13 z Arabidopsis thaliana, pro tidu IIT Ostlul z
Ostreococcus lucimarinus. U metazoi jsou skupiny formint odvozené od modelového Zivocicha
Mus musculus (Mm). Nazvy skupin metazoi: Fmn-formin, Fhod-FH domain-containing protein,
Dia-Diaphanous, Inf-Inverted formin, FRrl-Formin related gene in leukocytes, Daam-Dishevelled-
associated activator of morphogenesis. Pro houby byly vybrany modelové organismy
Saccharomyces cerevisiae (Sc) a Ustilago maydis (Um). Nazvy skupin hub: Bni-Bud neck
involved. Pro stramenopila byly pouzity organismy Paramecium tetraurelia (Pt), Phytophora
ramonum (Pr) a Phaeodactylum tricornutum (Pt). Popisky domén: FH-formin homology, DAD-
Diaphanous autoregulatory domain, PDZ-Postsynaptic-density protein, RnoGAP-GTPase-activator
protein for Rho-like GTPases, GBD-GTPase-binding domain, PTEN-Phosphatase and tensin-
related. Pfevzato Grunt et al. 2008.

Fluorescen¢né zna¢eny AtFH5-GFP je lokalizovan v misté bunééného déleni
V bunécné desce. V misté splyvani této desky s bunéCnou sténou a membranou
dochazelo k rychlé degradaci proteinu. Navic ztratou funkce forminu AtFH5
dochazi k poskozeni morfogeneze endospermu pylu (Ingouff et al., 2005). Stejné
znaCeny formin je siln¢ exprimovan v apikalni zoén¢ pylové 1a¢ky u Arabidopsis i
tabaku a jeho lokalizace se méni 1 v zavislosti na zmén¢ sméru ristu lacky. AtFHS
byl lokalizovan v misté tvorby aktinovych vlaken v rostouci pylové lacce, kde
indukuje tvorbu aubapikalnich aktinovych struktur. V ptipadé ztraty funkce forminu
AtFH5 byl naruSen vrcholovy rast pylové lacky tabaku. Lacka vykazovala
spiralovity a klikaty fenotyp. (Cheung et al., 2010).
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Také u Oryza sativa byl nalezen gen kodujici formin FH5/BENT
UPPERMOST INTERNODE1 (BUI1). Mutant v tomto genu buil vykazuje nizsi
vzrast, buiikky nejsou tak dlouhé jako u divoké ryze a také semena jsou mensi.
Semenacky maji navic naruSeny gravitropismus. Z toho divodu bylo také zjisténo,
jak u mutanta buil vypadaji aktinova vlakna. K oznaceni aktinovych vlaken byl
specificky pouzit faloidin.U mutanta buil bylo narozdil od divoké ryze mnohem
méné aktinovych vlaken a byla dezorganizovana. FHS tedy hraje roli v aktinové
polymeraci a jak bylo ukazano, vdze se na rozst€peny konec vldkna a chrani ho pred
depolymeraci (Yang et al., 2011).

Ve stejném obdobi byl tento formin u ryze charakterizovan taktéz jako RICE
MORPHOLOGY DETERMINANT (RMD). Také u mutanta pozorovali vyvojové
vady na vegetativnich i generativnich ¢astech rostliny. Navic ale ukézali, ze mutaci
v FH5 forminu dochdzi nejen k abnormalni stavbé aktinové sité, ale také u
mikrotubull in vivo. V neposledni fad¢ také ukazali, ze FHS mize pravdépodobné
asociovat s membranou plastidi (Zhang et al., 2011b).

Forminy, jakoZto proteiny, které se UCastni piestaveb cytoskeletu, byly
nalezeny v kofenovych bunkach Arabidopsis, které byly napadeny had’atkem
Meloidogyne incognita. To se projevuje “obfim” neforemnym vzhledem bunék,
které jsou navic mnohojaderné. V téchto bunkach se exprimuji forminy AtFHI,
AtFH6 a AtFH10, které se v kotfenech u bézné divoké formy Arabidopsis thaliana
nevyskytuji. Bylo ukazano, ze fuzni protein AtFH6 s GFP se vaze na plazmatickou
membranu. UGastni se prestaveb aktinovych vldken, které jsou zasadni pro
polarizovany rust bunék, ktery je u bun¢k napadenych had’atkem narusen (Favery et
al., 2004).

V roce 2005 byl charakterizovan dalsi formin I. tfidy AtFH8. Overexprese
tohoto proteinu ovlivituje morfogenezi a vrcholovy rust tim, ze pozménuje rozlozeni
aktinu v kotfenovych vléascich. Ty jsou kratsi, vinité ¢i “zdufelé” oproti béznym
vlaskim (Yi et al., 2005).

U AtFHS8 bylo o né¢kolik let pozdéji ukazano, ze forminy mohou in vitro
tvotit dimery. Vzhledem k tomu, Ze neni pfili§ jasné jak je prostfednictvim formint
organizovan aktin, byly pouzity konstrukty AtFH8 ke sledovani vlivu na aktin. U
konstruktu s FH1 a FH2 daného forminu bylo pozorovéano, ze vznikaji extrémné
tlustd a dlouha vlédkna aktinu. Jak bylo pozdéji ukazano, nejednalo se o jednotliva
vldkna, ale o cely svazek z nékolika vldken. Navic urCitd koncentrace FH1 a FH2
(400nM) s profilinem zplsobila “hvézdné” specifické struktury aktinu, taktéz
tvorené jednotlivymi vlakny aktinu (Xue et al., 2011).

U AtFH8 byla provedena péknd analyza vnitrobunééné lokalizace
jednotlivych ¢asti fuzovanych s GFP a samotného celého forminu. Cely AtFHS
znaceny taktéz GFP a N-konec forminu (obsahujici transmembranovou doménu)

byly lokalizovany pievdazné do jaderného obalu interfazni buiky a do nové
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vznikajici bunécné piepazky pii mitoze. C-konec, tedy FH1 a FH2 doména,
postradajici transmembranovou doménu, byl lokalizovan do jadra (Xue et al.,
2011).

AtFH8 sdili s AtFH4 ze 71% identickou sekvenci a jsou si strukturné
podobné az z 80%. Na zakladé¢ porovnani téchto sekvenci s ostatnimi znamymi
forminy tfidy I vzniklo nékolik podtiid. AtFH4 a AtFH8 spadaji do podttidy Ie.
Overexprese téchto znacenych proteint ukdzala, Ze jsou lokalizovany v pficnych
bunéénych prepazkach mezi nedavno rozdélenymi bunkami. To ukazuje na fakt, ze
se forminy této podtiidy vazi na membrany. Navic bylo ukazano, ze delece FH2
domény AtFH8 zplsobuje poruchy bunécného ristu u kotfenovych vlaska A.
thaliana (Deeks et al., 2005).

Z tiidy II byly zatim u A. thaliana ¢aste¢n¢ charakterizovany pouze forminy
AtFH12 a AtFH14. Mutantni rostliny s forminem AtFH12 s deletovanou PTEN
doménou nevykazovaly zddny abnormalni fenotyp. Kfizenim byl vytvofen mutant,
ktery obsahoval in vivo aktinovy marker GFP:m-talin, ktery umoziuje fluorescen¢ni
pozorovani aktinu a zarovén inhibuje jeho depolymeraci, a mutovany AtFH12 s
deletovanou PTEN. V pokozkovych buiikdch kotene a hypokotylu téchto mutantt
byly pozorovany zvlastni struktury aktinovych vlaken, jako nadmérné svazkovani
aktinovych vlaken, tvorbu aktinovych “kruhii” a jinych shluk, ze kterych se da jen
tézko usuzovat na proces, ktery byl takto forminy zasazen (Cvrckova et al., 2012).

AtFH14 ma 3 funkéni domény: N-koncovou PTEN doménu, FH1 a FH2.
AtFH14 fizovany s GFP byl vizualizovan ve stabilné transformovanych bunikach
BY-2. Byl lokalizovan v preprofaznim prstenci, délicim vieténku a fragmoplastu.
Také bylo ukazano, Ze se vaze jak k aktinu tak i preferenéné k tubulinu. CoZ bylo u
formind objeveno prvné. Mutace v AtFH14 zptisobuje vady déleni bun¢k mikrospor
(Lietal., 2010).

Funkce formind je v hojné mife také studovéna na jiz zmifiovaném mechu
Physcomitrella patens. U mechti byly nalezeni zastupci vSech 3 forminovych tfid, i
ttidy III, kterd se nevyskytuje u krytosemennych rostlin. Ttida 1 se sklada ze 3
podtiid Forl formind rozdélenych na zakladé podobnosti jejich FH2 domén (Grunt
et al., 2008). Vsech 6 genu tfidy | (ForlA-F) bylo experimentalné umlceno.
Rostliny byly oproti kontrolnim rostlinam menS$i, obsahovaly méné bunéck, coz
mohlo byt zpiisobeno narusenim bunécného déleni. Polarita buné€k narusena nebyla
(Vidali et al., 2009). Umlceni 2 genu tiidy II (For2G-H) zpusobilo naruseni
polarizovaného ristu, buiiky byly malé a kulaté, F-aktin orientovan elipticky v
kulaté burice. Samotn4 pfitomnost vlaken ale napovida, Ze bude pfitomen jesté dalsi
aktinovy nukleator (Vidali et al., 2009).

Bylo feceno, Ze rostlinné forminy postradaji N-koncovou Rho vazebnou
doménu (Cvrckova et al., 2004b). U Physcomitrella patens byla objevena regulace

formind tfidy II pomoci signalnich fosfolipidi (regulace fosfolipidy shrnuta v
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Zarsky et al., 2009). Fosfoinositol-3,5-bisfosfat (P1(3,5)P(2)) se vaze na PTEN
doménu forminu tfidy II a mize tak regulovat polarizovany ruast aktinového vlakna.
Tyto forminy spolu s fosfoinositoly nasedaji na aktinova vlakna v kortikalni

cytoplazmé a mohou je prestavovat. Jak je tento proces fizen neni jasné (van
Gisbergen et al., 2012)

3.3.1 PTEN DOMENA

V roce 2004 byla sekvenéni analyzou zjiSténa charakteristicka stavba
nekterych formind skupiny II. Byla u nich odhalena PTEN doména, jejimz
prototypem je stejnojmenny lidsky antionkogen (Cvrckova et al., 2004a; Li et al.,
1997). PTEN je zkratka pro homolog fosfatdz a tenzinu leziciho na chromozomu 10
u Cloveéka. Ta byla odhalena sekvenc¢ni analyzou tumorového genu. Ten obsahoval
velkou homologni oblast stejnou jako ma gen pro kufeci tensin a hovézi auxilin,
navic byla nalezena i subdoména homologni s fosfatazou. Mutace PTEN zptisobuji
nadory prsni zlazy, §titné zlazy ¢&i prostaty (Li et al., 1997). PTEN patii mezi
fosfatazy s dualni specifitou, tedy mohou defosforylovat fosfatovou skupinu z
tyrozinu, serinu nebo threoninu.

Lidska PTEN ma tedy dvé ¢asti: lipidovou fosfatazu (N-konec) a doménu
podobnou C2 (C-konec). Lipidova fosfataza ma silnou afinitu k vazbé
PtdIins(4,5)P2 (fosfatidylinositol-(4,5)-bisfosfat) a slabou tyrosin fosfatazovou
aktivitu, a proto muze defosforylovat jak proteiny tak lipidy (shrnuto v Leslie et al.,
2008).

Fosfatdzovd doména vykazuje podobnost s N-koncovou doménou tensinu.
Ten se vaze na aktinova filamenta a zaroven také na integriny pies fosfotyrosinovou
doménu, coz se uplatiiuje v bunééném pohybu a bunécéné adhezi (shrnuto v Lo 2004
(Lo, 2004)). Podobna doména byla nalezena i u nékterych auxilini metazoi a u
cyklinti asociovanych s G-protein kindzami (Li et al., 1997). Tensin mize také hrat
roli v celkové reorganizaci cytoskeletu, protoze se mize vazat jednak na rozstépeny
konec vlakna, ale také puisobit jako propojujici prvek vlaken (Lo et al., 1994).

C2 doménu muiZeme najit v celé Skale proteind, které se ucastni fuze
membran, vackového transportu, regulace GTPéazami, proteinové fosforylace,
regulace a degradace. Tato doména zprostiedkovavd protein-proteinové nebo
protein-membranové interakce, &asto zavislé na pitomnosti Ca®*. Nicméné k
samotné vazb& na proteiny C2 doména Ca®* nepotfebuje, vazba je umoZnéna
elektrostatickymi interakcemi (Lee et al., 1999; Murray and Honig, 2002).

Zda se, ze C2 doména muze byt také regulovana pomoci fosforylace a
defosforylace serinil a threonini za C2 doménou, kterou umoziiuje zatim neznama
kinaza. Fosforylace téchto zbytkli inaktivuje C2 doménu, tedy i vazbu PTEN na
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membrany (Raftopoulou et al.,, 2004). Nicméné tento motiv byl u rostlinnych
forminti opét pozménén (Cvrckova et al., 2004a).

U Arabidopsis thaliana byly nalezeny PTEN domény s podobnou stavbou
jako u metazoi. V databazi TAIR existuji tfi homology PTEN bez homologie
s forminy-AtPTEN: 1, 2, 3 (Swarbreck et al., 2008). Doménu piibuznou s PTEN
mizeme najit i u nékterych formind z tiidy II (viz 3.3). Jak se ukazalo v sekvenéni
analyze rostlinnych formind, argininovy zbytek, ktery hraje pravdépodobné zasadni
roli ve funkci fosfatazové domény, je zde nahrazen hydrofobni ¢i malou polarni
aminokyselinou. Tedy zde nejspi§ ztraci svou fosfatazovou funkci (Cvrckova et al.,
2004a).

Prvnim blize charakterizovanym rostlinnym homologem PTEN je AtPTEN1.
Kéduje tyrozin fosfatazu, ktera je blizce pribuzna lidské PTEN. Ma i stejnou funkci.
Defosforyluje fosfotyrosinoveé a fosfatidylinositolové substraty. Tyrozin fosfatazy
byly u vyssich rostlin objeveny az v roce 1998 (Gupta et al., 1998). Na AtPTEN1
byla demontrovana schopnost tohoto proteinu hydrolyzovat fosfotyrosin a
defosforylovat fosfatidylinositol (napt. PtdIns(3,4,5)P3), stejné jako je tomu u
lidské PTEN (Gupta et al., 2002; Maehama and Dixon, 1998). Fosforylace
PtdIns(3,4,5)P3 v pozici 3 za vzniku fosfatidylinositolu-(4,5)-bisfosfatu mize
umoznit dal$i regulace mnoha signalnich drah, podobné jako u lidské PTEN
(Maehama and Dixon, 1998). AtPTENI1 je specificky exprimovana v prasniku a
pylovych zrnech. Jeji mutace zplisobovala poruchy ve vyvoji pylu a praskani exiny
(Gupta et al., 2002).

AtPTEN2 koéduje dva proteiny AtPTEN2a a AtPTEN2b. V in vitro
podminkach vykazuji slabou tyrosin fosfatdzovou aktivitu. Narozdil od Zivocisnych
PTEN vykazuji u 3" fosfatové skupiny fosfatdzovou aktivitu u substrati:
fosfatidylinositol-3-fosfat, fosfatidylinositol-3,4-bisfosfat a fosfatidylinositol-3,5-
bisfosfat. AtPTEN2a se navic siln€ vaZe k fosfatidové kyseling, jednomu z hlavnich
druhych posla v rostlinné signalizaci. Ob¢ zjiSténi poukazuji na fakt, ze PTEN u
Arabidopsis bude hrat roli v buné¢né signalizaci (Pribat et al., 2012; Zarsky et al.,
2009).

Fosfatidylinositol-3,5-bisfosfat byl pouzit k testovani vlivu této molekuly na
polarizovany rist bunék u Physcomitrella patens. Umléenim kinazy, ktera tyto
molekuly produkuje, doslo v bunce k redukci mnozstvi forminu v Kkortikalni
cytoplazmé a narusSeni polarizovaného rustu, ktery je zprostfedkovavan praveé
remodelaci kortikalniho aktinového cytoskeletu via forminy (van Gisbergen et al.,
2012). Bylo také ukazano, ze PTEN lokalizuje forminy do bunééného povrchu,
fragmoplastu a bunééné kortex, kde se jevi jako dynamické pohyblivé kortikalni
body (van Gisbergen et al., 2012). Dynamika téchto bodt byla zavisla na aktivité
aktinové polymerace, navic jak se ukdzalo, za pohybujicimi se body vznikala

polarizovand aktinova filamenta. Forminy tedy maji schopnost remodelovat
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stavajici aktinovou sit’, nicmén¢ jakym zptisobem je indukovan polarizovany rist je
nejasné (van Gisbergen et al., 2012).

Zajimavym zjisténim bylo, Ze Arabidopsis thaliana AtPTENL1 reguluje
autofagii u pylovych lacek. Jeho overexprese zpusobila akumulaci autofagickych
télisek v souvislosti s naruSenim dynamiky fosfatidylinositolu-3-fosfatu (Zhang et
al., 2011a)

Celkove se o rostlinnych PTEN da fici, Ze toho o nich mnoho nevime. PTEN
doména byla nalezena pouze u n€kolika dalSich rostlinnych druhii, poptipad€ hub: u
Oryza sativa, n¢kterych mecht, kaprad’orostti a Phytophora ramorum (Grunt et al.,
2008). Na funkci PTEN se da vétSinou pouze odkazovat do Zivoc¢isné fiSe, zda se
ale, ze prvni fakta o rostlinnych PTEN pomohou objasnit i celkovou funkei formina
v bunécné morfogenezi a signalizaci. Ta je v souvislosti s rostlinnu Zivotni strategii
odlisna od zivocichu.

3.3.2ATFH14 AATFH13

Tato prace byla puvodné zaméfena na formin AtFH14 z Arabidopsis
thaliana. Na zaklad¢ dat z databaze Genevestigator (Hruz et al., 2008) lze zjistit
miru exprese v Castech Arabidopsis. Na zakladé¢ dat z TAIR byla predikovana
sekvence AtFH14 i jeji PTEN domény (Swarbreck et al., 2008). O tomto forminu se
mnoho nevi (viz 3.3) a o jeho PTEN doméné¢ neexistuji ani zadné prace.

V navaznosti na praci Mgr. Sylvy Pferostové jsem pracovala také s forminem
AtFH13. O tomto forminu lze doposud fici, Ze ma ovéfenou sekvenci PTEN
domény, kterd podléha alternativnimu sestfihu. Dal$i data jsou pouze predikovéna
na zaklad¢ databazi TAIR a Genevestigator (Hruz et al., 2008; Swarbreck et al.,
2008).
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4. MATERIAL A METODY

4.1 BIOLOGICKY MATERIAL

4.1.1 ROSTLINY

Ve své praci jsem pouzivala rostliny Arabidopsis thaliana, z osiva ze sbirek
laboratofe bunécné morfogeneze na Katedie experimentalni biologie rostlin PrF
UK. Pro izolaci rostlinné DNA a stabilni transformaci metodou floral dip byly
pouzivany rostliny Arabidopsis thaliana Col-0 (wt).

Izolaci PTEN domény forminu 14 jsem provadéla s jiz ptipravenou cDNA
knihovnou pACT2 (suspenzni kultura Arabidopsis thaliana), kterou do laboratoie
vénovala Doc. RNDr. Pavla Binarova, CSc (Ustav experimentalni botaniky rostlin
AV CR).

Na tranzientni transformace jsem pouzivala mladé Nicotiana benthamiana,
které byly vypé&stovany ze sbirek laboratote.

Podminky kultivace jsou uvedeny v nasledujici kapitole 4.2.

4.1.2 BAKTERIE

Plazmidy, které jsem si upravila pro klonovani, jsem elektroporaci vnasela
do kompetentnich bunék bakterii Escherichia coli DH5a. Daéle jsem pouzivala
kmen Escherichia coli BL21codon(+) pro expresi proteini. Oba kompetentni
kmeny byly ptipraveny Mgr. Ivanem Kulichem a Mgr. Radkem Bezvodou dle
standardnich laboratornich protokolii. Péstovany byly pii 37°C s ptridanymi
piislusnymi antibiotiky (Asubel et al., 1992 (str. 1-24)) a byly uskladiiovany
v mrazni¢ce pii -7/0°C v 50ul suspenzich.

Pro stabilni a tranzientni expresi fuzniho proteinu jsem pouzivala
Agrobacterium tumefaciens GV3101, které nese resistenci vici 15mM rifampicinu a
10 mM gentamycinu. Pfi tranzientni transformaci jsem navic pouZzivala
Agrobacterium tumefaciens s vnesenym plazmidem p19 (inhibitor uml¢ovani geni),
které je odolné 15mM rifampicinu, 10 mM gentamycinu a 100mM kanamycinu
(kone¢né koncentrace v médiu). Agrobacterium bylo rovnéz uchovavano
vV mrazni¢ce pii -70°C a piipraveno dle laboratorniho protokolu pii 37°C s
prislusnymi antibiotiky (Asubel et al., 1992).
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4.2 PESTOVANI ROSTLIN
4.2.1 ARABIDOPSIS THALIANA

Rostliny Arabidopsis thaliana jsem pro sbér semen péstovala na raselinovych
peletach. Semena jsem nejprve vernalizovala pfes noc v chladové mistnosti.
Rostliny jsem péstovala v kultiva¢ni mistnosti: konstantné¢ 20°C, vlhkost 40%, 16
hod. sv&tlo/8 hod. tma, ozateni 100umol/m?/s.

Pro mikroskopickda pozorovani byly rostliny péstovany asepticky na
¢tvercovych Petriho miskadch s vyklavovanym (121°C, 0,144 MPa, 20 min. na
autoklavu Omega'"Media ) ¥4 MS médiem (Murashige and Skoog, 1962). Semena
pro tento typ vysevu jsem sterilizovala ve flow-boxu ALPINA 20 min. 20%
SAVEM a 4x promyla sterilni destilovanou vodou. Po vysevu na ctvercové misky
jsem je uloZila na noc do chladové mistnosti a druhy den pifenesla do kultivaéni
mistnosti: konstantné¢ 20°C, vlhkost 40%, 16 hod. svétlo/8 hod. tma, ozareni
100pmol/m?/s.

4.2.2 NICOTIANA BENTHAMIANA

Rostliny tabaku Nicotiana benthamiana byly péstovany na vyklavované
smési hliny, pisku a perlitu. Po vysevu jsem rostliny pienesla do kultivacni
mistnosti: konstantné¢ 20°C, vlhkost 40%, 16 hod. svétlo/8 hod. tma, ozareni
100pmol/m?/s.

4.3 PREDIKCE SEKVENCE - BIOINFORMATICKA ANALYZA

V internetové genové databazi TAIR (The Arabidopsis Information Resource
(Rhee et al., 2003; Swarbreck et al., 2008) a proteinové databazi UniProt (Jain et al.,
2009) jsem nalezla informace o sekvenci forminu 14. Ziskana data o genomové
sekvenci, mMRNA a ESTs (Expressed Sequence Tags) jsem porovnala s genomovou
sekvenci v programu MACAW v2.0.5 (Multiple Alignment Construction and
Analysis Workbench; (Schuler et al., 1991). Sekvenci proteinu jsem pomoci
nastroje reverzni translace v programu SMS (Sequence Manipulation Suite,
(Stothard, 2000)) ptevedla na cDNA a porovnala se sekvencemi DNA v databazi
TAIR nastrojem TAIR BLAST 2.2.8.
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4.4 PRIMERY

Na zéklad¢ ovéfené genomové a CDNA sekvence jsem navrhovala primery
pro klonovani PTEN domény forminu 14. K navrhovani a jejich optimalizaci jsem
pouzivala program NetPrimer (PREMIER Biosoft International, Palo Alto CA,
USA, http://www.premierbiosoft.com/). Do primert jsem zanesla restrikéni mista
vhodna pro Sté€peni restrikénimi enzymy a nasledné vlozeni do donorového vektoru
PENTR™1A (sbirkové oznaéeni FD349, Invitrogen™). Objednany byly od firmy
Sigma-Aldrich®.

V navaznosti na diplomovou praci Mgr. Sylvy Pterostové jsem pracovala
s primery pro klonovani celého forminu 13 (Pierostova, 2011).

K sekvenovani fragmentu vneseného do pENTR™IA jsem pouzivala
primery navrzené Mgr. Ivanem Kulichem.

Nazvy primert, jejich sekvence, smér, vnasené restrikéni misto a Ty, jsou
uvedeny v tabulce 1. V tabulce 2 jsou shrnuty zakladni tdaje o kombinacich
pouzivanych primert a ocekavanych délkach ziskanych sekvenci.

vnesené T
nazev primeru | smér | sekvence restrikéni [oné]
misto
EIEIIE\INFZ_‘F: 4 forward | 5'-TGTGGTACCTGTCGTCTCAGGTTCTT-3’ 5'-GGTACC-3" 65,4
PTEN-FH14 reverse 5’-CGCTCGAGTTCTCAACTTCTCCAAAC-3’ 5’-CTCGAG-3’ 67,0
XHO_REV
FH14head_Kpn forward | 5-TTGGTACCCTAACAAGGTTCTTCCAATG-3" 5’-GGTACC-3" 67,2
FH14head_Xho reverse 5'-GGACTCGAGGGAAGATTCAAAGGGTTG-3’ 5’-CTCGAG-3’ 70,5

FH13PTEN_TAIR | forward | 5-ACTGGTACCAAATGGCATTGTTTCGCAAATTG-3" | 5-GGTACC-3’ 75,5

FH13full_rev reverse | 5-GTCGGCCGAGGAGCGGTTCTTTCCTTTAG-3’ 5-CGGCCG-3 | 768
PENTRIa FOR | forward | 5-CAATGCTTTTTTATAATGCC3' . 51,2
pENTR1a_REV reverse 5"-GAGATTTTGAGACACGGG-3” - 49,9
FH14tail_Sal forward | 5'-CAGTGTCGACAACCCTTTG3’ S-GTCGAG3 | 53,9
FH14tail ATG | forward | 5'-CAGTGTCGACAACCCTATGAATCTTCC-3’ 5-GTCGAG-3" | 66,5
PHIAAILECORV | overse | 5-TCGATATCTATGTCTATGGATCTGC 3’ S-GATATC3 | 57,7
(ohne stop)

E'C"OISS/OW”— reverse | 5'-AAGATATCTGCTCTTGTTCCGTATG-3’ 5-GATATC-3' | 59,4
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Tab. 1: Primery pouzivané pro amplifikaci PTEN domény forminu 14 z genomové DNA a cDNA
knihovny pACT2. Do nich byla vloZena restrikéni mista KpnI(GGTACC) a Xhol(CTCGAG) vhodna
pro vektor pPENTR™1A. Primery pro namnoZeni celého FH13 s restrikénimi misty Kpn(GGTACC)
a Eagl(CGGCCG). Primery pENTR1a byly pouzivany k sekvenovani PTEN domény vlozené do
PENTR™1A. Primery pro amplifikaci C-konce forminu 14 z cDNA s restrikénimi misty
Sall(GTCGAG) a EcoRV(GATATC) jsou uvedeny v posledni sekci primerti. Teploty tani primert
Tm byly vygenerovany programem NetPrimer.

délka useku [b teplota
[bp] doba plota
. typ nasedani
primery elongace , .
. polymerazy | primeru
genomova cDNA [min] [°C]
DNA
forward PTEN-FH14 Phusion®
KPN_FOR High-Fidelit
1423 - 1:00 D'\? " Y1 60
reverse PTEN-FH14 Polymerase
XHO_REV y
forward FH14head_Kpn ™
- D T
- 1503 1:45 P(;Iean”:erasiq 59
reverse FH14head_Xho y
forward FH13PTEN_TAIR Phusion®
High-Fideli
5758 - 2:40 DEA idelity | gg6
reverse FH13full_rev
Polymerase
forward FH14tail_Sal
Dream Taq™
- 2230 0 0
FH14tail_EcoRV Polymerase
reverse
(ohne stop)
forward FH14tail_Sal
Dream Taq™
reverse FH14down_ i 2331 0 Polymerase 0
EcoRV
forward FH14tail_ATG
™
) 2930 0 Dream Taq 0

reverse

FH14tail EcoRV
(ohne stop)

Polymerase

Tab.2: Kombinace primeru, které jsem pouzivala. V tabulce jsou uvedeny i templatové DNA,

delky amplifikovanych fragmentl spolu s pouzitym typem polymerazy a nékterych podminek pro
PCR. Teplota nasedani primeru byla u v§ech kombinaci testovana v teplotnim gradientu v rozmezi

+-5°C. Kombinace primertt s uvedenymi hodnotami “0”, které byly navrzeny pro pomnozeni
AtFH14 C-konce, se nepodarilo optimalizovat.
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4.5 1ZOLACE GENOMOVE DNA Z ARABIDOPSIS THALIANA

Mladé zelené listy Arabidopsis thaliana Col-0 jsem homogenizaéni ty¢inkou
rozmélnila v 1,5ml eppendorfce a piidala 400ul extrakéniho pufru ( 200mM Tris-
HCI pH 7,5, 250mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5% SDS). Po chvili jsem ptidala
300ul chloroformu a 5 minut jsem nechala na vortexu Vortex2 Genie od Scientific
Industries. Poté jsem suspenzi zcentrifugovala 3 min. 13000 rpm na centrifuze
Eppendorf Microcentrifuge 5415R.

Do nové 1,5ml eppendorfky jsem odebrala 300ul supernatantu, ptidala
300ul izopropanolu, promichala a nechala na ledu srazet 10 min. Suspenzi jsem 5
min. centrifugovala pti 13000 rpm. Supernatant jsem slila a peletu s vyizolovanou
DNA usazenou na dné eppendorfky jsem 10 min. suSila pifi RT. Poté jsem ji
rozpustila ve 100ul 2mM TRIS (pH 8,8). DNA jsem skladovala v mraznicce.

4.6 POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

PCR reakce za pouziti DreamTaq" polymerazy obsahovala 15,31ul sterilni
destilované vody, 2ul DreamTaq'™ pufru, 2ul templatové DNA, 0,25ul dNTP
(10mM), 0,2ul forward primeru, 0,2ul reverse primeru (1pM), 0,04ul DreamTaq" "
polymerazy (konc. Su/um) od firmy Fermentas. V této reakci byla jako templatova
DNA pouzita knihovna pACT2 fedéna v poméru 1:10. Program PCR reakce byl
nasledujici: 94°C 2:00 min., 94°C 0:30 min, 59°C 1:00 min., 72°C 1:45 min., 72°C
10:00 min., krok 2.-4. opakovan 30x.

PCR reakce s pouzitim polymerazy Phusion” High-Fidelity od firmy
Finnzymes (konc. 2u/pl) pro primery PTEN FH14 obsahovala 12,8ul sterilni
destilované vody, 4pl 5x Phusion® HF reakéniho pufru, 1ul DNA templatu
(uvedeno v tab. 2), Iul premixu primerd (1uM) (pfipraveno z 10ul forward
primeru+10ul reverse primeru+30ul sterilni destilované vody), 0,6ul DMSO, 0,4ul
dNTP (10mM), 0,2ul Phusion® High-Fidelity polymerazy (konc. 2u/ul). Reakce
probihala za téchto cykli: 98°C 30s, 98°C 10s, 60°C 30s, 72°C 1 min., 72°C 10
min., s opakovanim kroku 2.-4. 30x.

Phusion® High-Fidelity (konc. 2u/pl) jsem pouZivala take pro amplifikaci
forminu AtFH13 s primery FH13PTEN_TAIR a FH13full rev. Reakce obsahovala
13,3l sterilni destilované vody, 4pl 5x Phusion® HF reakéniho pufru, 0,511 DNA
templatu (uvedeno v tab. 2), 1ul premixu primert (1uM), 0,6ul DMSO, 0,4ul ANTP
(10mM), 0,2ul Phusion® High-Fidelity polymerazy (konc. 2u/ul). Reakce probihala
za téchto cyklu: 98°C 30s, 98°C 8s, 69,8°C 20s, 72°C 2:40 min., 72°C 10 min., S
opakovanim kroku 2.-4. 27xX. DNA templatem pro obé¢ reakce s touto polymerazou

byla genomova DNA ziskana dle 4.5.
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Reakce byly provadény v termocykleru TPersonal (Biometra) nebo
gradientovém cykleru TGradient (Biometra) v mikrozkumavkach o objemu 200 ul.

Produkty PCR reakci jsem vizualizovala elektroforézou. Elektroforeticky gel
obsahoval 1% agarozu, 1XTBE (Tris, k. boritd, EDTA), dle celkového mnozstvi
gelu jsem pridavala fluorescenéni barvivo GelRed™ (Biotium, 10000x ve sterilni
destilované vodg), pt. do 30g gelu jsem pridavala 3ul GelRed™ (Biotium, 10000x
ve sterilni destilované vod¢). Elektroforéza probihala v 1xTBE pufru zpravidla pfi
90V. Vzorek byl nandsen na gel s 6x Loading Dye (Fermentas) a k urCovani
velikosti vzorku jsem pouzZivala velikostni Zebiicek GeneRuler™ DNA Ladder Mix
(0,5png/ul) od Fermentas. Vysledek elektroforézy jsem vyhodnocovala na digitdlnim
zobrazovacim syst¢tmu G:BOX zn. Syngene pomoci programu GeneSnap
(Syngene).

4.7 KLONOVANI

4.7.1 NAMNOZENI (REAMPLIFIKACE) PCR PRODUKTU

Vybranymi dvojicemi primert (viz Tab.2) a optimalizovanim podminek pro
PCR reakci shrnutych v kapitole 4.6, jsem namnozila ¢asti DNA. Ty jsem
vizualizovala na elektroforetickém gelu (viz 4.6) Prouzek DNA, ktery velikostné
odpovidal hledanému fragmentu, jsem sterilnim skalpelem vyfizla, zmrazila a
zcentrifugovala 1 min. pti 13000 rpm na centrifuze Eppendorf Microcentrifuge
5415R. Ze supernatantu jsem odebrala takové mnozstvi DNA, abych mohla
namichat PCR reakce do vétSich, obvykle 50ul reakci. Ty jsem poté do
termocykleru rozdélila po 25ul kvili spravnému a rychlejSimu prohfivani ¢i
chlazeni vzorka.

4.7.2 RESTRIKCE

Fragment bylo nutné ovéfit kontrolni restrikci. Vhodné restriktdzy jsem
hledala na zaklad¢ restrik¢ni mapy v programu SMS (Stothard, 2000). Restrik¢éni
reakce obsahovala 16,8ul sterilni destilované vody, 2ul restrikéniho pufru, 1pl
DNA, 0,2l restrikéniho enzymu (enzym a pufr od firmy Fermentas, viz Vysledky).
Reakce probihala 1 hod. ve 37°C a vysledek byl vyhodnocovan na gelu (viz 4.6).

Produkt PCR reakce byl piecistén pomoci kitu High Pure PCR Cleanup
Micro Kit (Roche), pouzivala jsem 400ul Binding Buffer a DNA z kolonky jsem
eluovala do 30pl.

Takto ptecisténou DNA (dale inzert) a vhodny plazmid (dale vektor) jsem
Stépila restrikénimi enzymy. Restrikéni reakce pro fragment DNA obsahovala 58ul
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sterilni destilované vody, 30ul DNA, 10ul restrikéniho pufru, 1ul restriktdzy A
(10u/pl), 1pl restriktazy B (10u/pl) (Fermentas). Vektor byl §t€pen v 40ul sterilni
destilované vody, 5ul plazmidové DNA, 4ul restrikéniho pufru, 0,5ul restriktdzy A
(10u/ul), 0,5ul restriktazy B (10u/ul) (Fermentas, pouzité restriktdzy a pufry v
kapitole Vysledky). Obé¢ reakce jsem inkubovala pies noc pii 37°C. Nasledné jsem
restriktazy inaktivovala zahtfatim na teplotu uvedenou vyrobcem restriktaz
(Fermentas) po danou dobu v termoblocku BioSan CH-100.

4.7.3 LIGACE

Stepeny inzert jsem ze smési pre¢istovala pres High Pure PCR Cleanup
Micro Kit (Roche, viz 4.7.2), pouzila jsem 400ul Binding Buffer a eluovala do
12ul. Postépeny plazmid jsem rozdélovala od vétSich Casti na elektroforetickém
gelu (viz 4.6). Z gelu jsem pod UV lampou sterilnim skalpelem vyfizla odpovidajici
prouzek DNA a vyizolovala jsem ji s pouZzitim MinElute Gel Extraction Kit
(QUIAGEN). Vzorek jsem eluovala do 10ul. Mnozstvi DNA v obou vzorcich bylo
ovefeno 1ul na gelu(viz 4.6). Dle toho poté byly optimalizovany poméry inzertu a
vektoru v ligatni reakci. V ptipad¢é niz§i koncentrace ligovaného inzertu oproti
vektoru bylo do reakce dano 9ul inzertu, 1,5ul vektoru, 0,5ul T4 ligazy, 2ul T4
DNA ligazového pufru a 7ul sterilni destilované vody.

Takto postépeny a ovéfeny inzert a vektor jsem ligovala nasledovné. Smés
obsahovala 5,5ul sterilni destilované vody, 2ul T4 DNA ligizového pufru s
ptidanym ATP (Fermentas), 0,5ul T4 ligazy (Fermentas nebo Takara), 8ul inzertu
a 4ul vektoru. Reakci jsem nechala probihat 1 hod. ve 20°C a pak pies noc ve 14°C.
Nasledujici den byla ligace ukonéena zahtatim na 65°C po 10 minut na termobloku
BioSan CH-100.

V piipad¢ zasoleni ligacni smési jsem pouzivala metodu odsolovacich jamek
(Atrazhev and Elliott, 1996).

4.7.4 ELEKTROPORACE

Do dobie vychlazené elektroporaéni kyvety jsem vnesla smés kmenu
Escherichia coli DHSa smichaného s 2ul konstruktu (plazmidu). Kyvetu jsem
vlozila do elektroporatoru Gene Pulser Xcell Electroporation System (Bio-Rad) a
pod napétim 2,5kV +-5ms jsem bakterie naporovala. K bakteriim jsem piidala
500ul sterilniho MPB (Ames et al., 1999; Postgate, 1963) a nechala tiepat 1 hodinu
pii 37°C na tfepacce GFL 3032 (GFL, 180 ot./min.). Sterilné¢ ve flow-boxu
ALPINA jsem vysela bakterie na Petriho misky s zivnou pidou MPA (v 11 média:
23g zivného agaru &.1 od firmy Imuna®Pharm, a.s., 10g NaCl, doplnéno do 11
sterilni destilovanou vodou), obsahujiciho antibiotikum, jehoz resistenci obsahuje
plazmid. Koncentrace pouzivanych antibiotik byly nasledujici: ampicilin 100mg/ml,
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gentamycin 25mg/ml, chloramfenikol 34mg/ml, kanamycin 50mg/ml, rifampicin
15mg/ml a spectinomycin 50mg/ml. Kultury byly pies noc péstovany pii 37°C v
termostatu Q-CELL a nésledné uskladnény pro dalsi praci v lednici.

Do elektroporacni smési s Escherichia coli BL21 bylo vnaSeno 0,2ul
expresniho konstruktu. Déle jsem postupovala jako v predeslém piipad¢.

Pii elektroporaci Agrobacterium tumefaciens bylo do smési ptidavano pouze
0,2ul vnaseného konstruktu. Po elektroporaci byly bakterie s pfidanym sterilnim
MPB (Ames et al., 1999; Postgate, 1963) ponechany 2 hod. pii pokojové teploté na
ttepacce GFL 3005 (180o0t./ min.). Pak jsem je steriln¢ vysela na Petriho misku s
MPA médiem s antibiotiky a ponechala 48 hodin rist pti pokojové teploté. Pote
byly uchovany v lednici.

4.8 PLAZMIDY
4.8.1 KLONOVACI VEKTORY

Do navrhovanych primert byla uméle vnaSena restrikéni mista tak, aby bylo
mozné pres tato mista dany inzert (zde konkrétné PTEN doménu forminu 14 nebo
cely formin 13) vlozit do postépeného vektoru. V naSem piipadé byl jako vektor
vybran plazmid pENTR™1A (sbirkové oznaceni FD349, Invitrogen™).

Pro znaceni klonovaného fragmentu proteinem YFP (Yellow Fluorescent
Protein) byl pouzit pUBC-YFP-DEST (sbirkové oznageni FD390, Invitrogen™).
Pro oznaceni pomoci EOS (Nienhaus et al., 2006) byl pouzit plazmid pUBC-EQOS-
DEST (sbirkové ozna&eni FD382, Invitrogen™).

V navaznosti na diplomovou praci Mgr. Sylvy Pterostové jsem pracovala
také s expresnim konstruktem pGEXS5x-3 (sbirkové oznaceni FD343, Amersham
Biosciences Corp.).

Jako negativni kontrola pfi tranzientni expresi inzertu znacené¢ho YFP byl
pouzit plazmid pro expresi fimbrinu znaceného GFP (Green Fluorescent Protein)
s konstitutivnim promotorem 35S (sbirkové oznaceni FD301) a kanamycinovou
rezistenci (celk. c=50mM).

Pouzivané plazmidy, jejich mapy, struktura a rezistence jsou uvedeny na obr.
4.

34



Narl(4313)

EcoRV(4123)
Hpal(4179)

Apal(3884)

a A

pGEX-5X-3
49kb

<
&
Psti(1927)

P = >
— T—q X ——0oc
wE=Eco LWL
© o
SR3ESE | B GERA |

35



Pmll (1531

attR1
MAZ_rewerse_primer attRz
MAZ_pUC_rew_primer lac_promaoter
lac_promoter CATI/CamR
ORF frame 2 ORF frame 1
Mool (1445
aodB
attRz2
attR1
Spel (24190
ORF frame 1 EGFP_MN_primer
ORF frame 2 ORF frame 1
EvFF
pUEC-YFP-DEST 74
11535 bp -
ORF frame 2
Agel (7F592) T203% (EYFFP)
Marl (F302) EGFP_C_primer
pEEX_3_primer ORF frame 2
ORF frame 2
pBR3I22_origin
AfE(F332)
spact
ORF frame 3
Pmll (1531
attR1
M43 _rewerse_primer attRz
MAZ_pUC_rev_primer lac_promoter
lac_promaoter CATICamR
ORF frame 2 ORF frame 1
Heol (1415 cedB
attRz2
attR1
Spel2419)
ORF frame 1
ORF frame 1 Hindlll (2706
ORF frame 2 BB (2717
ORF frame 1
pUBC-EQOS-DEST
11514 bp
ORF frame 2
Agel FAT1 ORF frame 2
Marl (F221) ORF frame 2
pEEX_3_primer A EE311)

pERZ2Z_origin
spect
ORF frame 2

Obr. 4: Mapy pouzitych plazmidi. pGEX-5x-3 plazmid pro exprese proteint s ampicilinovou
rezistenci (celkova koncentrace 100mM), pPENTR™1a s ccdB klonovaci kazetou a kanamycinovou
rezistenci (celkova koncentrace 50mM), pUBC-YFP-DEST a pUBC-EOS-DEST s rezistenci na
spectinomycin (celkova koncentrace 50mM).
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4.8.2 [Z0LACE PLAZMIDOVE DNA

Kolonie bakterii S vnesenym plazmidem jsem V pfedveCer ukonceni prace
pteockovala do 2ml sterilniho MPB (Ames et al., 1999; Postgate, 1963) média
s prislusnym antibiotikem a pies noc jsem je nechala vyriist na tiepacce GFL 3032
(180 ot./min.) pti 37°C. Druhy den jsem narostlé bakterie zcentrifugovala 2 min. pii
max. otackach centrifuze Eppendorf Microcentrifuge 5415R a dale jsem
postupovala dle protokolu Engebrecht, Brent et al 2001. Pouzivala jsem GTE
peletky 70% etanolem zatadila nasledujici mezikrok k odstranéni RNA. Peletu s
DNA jsem rozpustila v 40ul TE. Pfidala jsem 40ul SM LiCl, promichala a nechala
stat v -20°C 5 min. Suspenzi jsem zcentrifugovala na max. 5 min. a nasledné k
odebranému supernatantu ptidala 200ul 95% EtOH, zvortexovala a zcentrifugovala
3 min. na max. Dale jsem postupovala dle piivodniho protokolu.

Spravnost izolované DNA jsem ovéfovala restrikci (viz 4.7.2) a
vyhodnocovala na gelu (viz 4.6).

4.9 SEKVENOVANI

Koncentraci DNA sekvenovaného vzorku jsem vyhodnocovala v programu
GeneTool (Syngene) na zékladé porovnani se zndmou koncentraci velikostniho
7ebricku GeneRuler' ™ DNA Ladder Mix (0,5ug/ul, Fermentas) nanaseného na gel
(viz 4.6).

Sekvenacni smés jsem namichala z 1ul 3,2pmol sekvena¢niho primeru (tab.
1), xul sekvenované DNA v mnozstvi 5-10ng/100bp a doplnila sterilni destilovanou
vodou do celk. objemu 14pl.

Sekvenovani provedla servisni laboratot Pfirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy, ktera disponuje dvéma sekvenatory, ctyrkapilarnim 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) a Sestnactikapilarnim 3130xl Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Pro sekvenacni reakce byl pouzit kit firmy Applied
Biosystems: BigDye®“Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (detaily sekvenovani,
reak¢éniho cyklu a dalsich uprav: http://web.natur.cuni.cz/~seqlab/).

Sekvence jsem zkontrolovala a vytvotila kontig vyexportovanim sekvenci z
BioEdit Sequence Alignment Editor v7.0.9.0 (Hall, 1999) a manualnim
zpracovanim dat v aplikaci MS Office Word 2007. Ziskanou kompletni sekvenci
jsem porovnavala nastrojem TAIR BLAST2.2.8 se sekvencemi nachazejicimi se v
TAIR databazi (Rhee et al., 2003). Pro translaci byl pouzit nastroj Translate v
programu SMS (Stothard, 2000).
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4.10 GATEWAY® KLONOVANI

K vizualizaci klonovaného proteinu jsem vyuzila transla¢ni fuzi s YFP a
EOS proteiny. EOS protein patii mezi Photoactivatable fluorescent proteins
(PAFPs), u kterych dochazi k fotokonverzi a zmén¢ emisniho spektra (Nienhaus et
al., 2006). K zisku takového konstruktu jsem vyuzila technologie Gateway®™ Cloning
Technology od Invitrogen™ . LR reakce obsahovala 1-7ul donorového vektoru
PENTR™1A (sbirkové oznageni FD349, Invitrogen™) v mnozstvi 50-150ng se
zaklonovanou zkoumanou DNA, 1ul akceptorového vektoru pUBC-YFP-DEST
(sbirkové oznageni FD390, Invitrogen™) nebo pUBC-EOS-DEST (sbirkové
oznaceni FD382) v mnozstvi 150ng/ul, do objemu 8ul jsem doplnila TE pufr (pH 8)
a 2ul LR Clonase I (Invitrogen). Smé&s jsem inkubovala pii 25°C na termobloku
BioSan CH-100 pies noc., poté jsem piidala 1ul proteinazy K a zahtala na 37°C na
termobloku BioSan CH-100 10 min.

Vysledny konstrukt (0,2ul) byl naporovan do bakterii Escherichia coli DH5o.
(viz 4.7.4) a vypéstované kolonie na médiu s antibiotikem byly pomnozeny (viz
4.8.2). Spravnost izolované DNA jsem ovéiovala restrikci (viz 4.7.2) a
vyhodnocovala na gelu (viz 4.6).

4.11 TRANSFORMACE ROSTLIN
4.11.1 TRANZIENTNI TRANSFORMACE NICOTIANA BENTHAMIANA

0,2ul  konstruktu jsem poraci (2,5kV, +-5ms) vnesla do bakterii
Agrobacterium tumefaciens GV3101. Obdobné jsem naporovala také 0,2ul
virového supresoru pl9 posttranslacniho silencingu (PTGS). Pfidala jsem 500pul
sterilniho MPB média (Ames et al., 1999; Postgate, 1963) a nechala jsem je 1,5
hod. pii pokojové teploté vyrist na ttepacce GFL 3005 (GFL, 1800t./min.). Sterilné
ve flow-boxu ALPINA jsem vysela bakterie na Petriho misky s zivnou pidou MPA
(v 11 média: 23g zivného agaru &.1 od firmy Imuna®Pharm, a.s., 10g NaCl,
doplnéno do 11 sterilni destilovanou vodou) obsahujici antibiotika 100mM
kanamycin, 10mM gentamycin a 15mM rifampicin. Transformované bakterie jsem
kultivovala 2-3 dny v termostatu Q-CELL pii 28°C. Dale jsem postupovala dle
navodu (Voinnet, Rivas et al. 2003).

Do infiltratniho média (50mM MES, pH 5,6, 2mM NazPOy,, 0,5% glukoza)
jsem piidavala acetosyringon (celkova koncentrace 100uM) k aktivaci bakterialni
exprese. Vyslednd infiltracni smés obsahovala infiltraéni médium a bakterie
transformované konstruktem a p19. Pro kontrolu jsem infiltrovala také infiltrani
smeési s pl9 a s transformantnimi bakteriemi obsahujici konstrukt fimbrin-GFP
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s konstitutivnim promotorem 35S (sbirkové oznaceni FD301) a kanamycinovou
rezistenci (celk. c=50mM).

Pomnozené bakterie jsem zcentrifugovala pti 2200g v eppendorfce 5 min. na
centrifuze Eppendorf Microcentrifuge 5415R.  Peletu jsem promyla 1 ml
infiltraéniho pufru stocila, odsala a resuspendovala bakterie v 0,5 ml pufru.
Nasledné jsem zméfila optickou denzitu pii A=600 na denzitometru Biomate 5
ThermoSpectronic. Z vysledké hodnoty jsem odvodila koncentraci bakterii a p19
tak, aby vysledna opticka denzita v inokulu byla u bakterii s konstruktem 0,03 a p19
0,05.

Inokulum jsem infiltrovala injek¢ni strikackou (bez jehly) opfenim o spodni
stranu listu mladého tabdku. Tabaky byly pfed samotnou infiltraci dobfe zalévané a
dobfe osvétlené, aby byly priduchy pIné otevieny. Transformaci jsem
vyhodnocovala na fluorescen¢nim mikroskopu (viz 4.12)

4.11.2 STABILNI TRANSFORMACE ARABIDOPSIS THALIANA

Stabilni transformaci Arabidopsis thaliana jsem provedla dle protokolu
Davis, Hall et al. 2009. Agrobacterium tumefaciens s vnesenym konstruktem (viz
4.11.1) jsem pomnozila do 100ml LB media (Bertani, 1951). Kulturu jsem
zcentrifugovala 15 min., 6200rpm, 4°C v centrifuze Universal 32R Hettrich.
Supernatant jsem odlila a sediment bakterii jsem rozpustila v 5% sacharéze do
objemu potiebného pro ponoteni kvétenstvi. Pridala jsem Silwett L-77 do kone¢né
koncentrace 0,04%. Do této suspense jsem na 3 min. ponofila kvétenstvi rostlin
(zbavené Sesuli a otevienych kvét) Arabidopsis thaliana (cca. 6 tydenni). Nasledné
jsem celé rostliny obalila igelitem a na noc ulozila do tmy.

Rostliny jsem dopé&stovala v kultivaéni mistnosti: konstantné 20°C, vlhkost
40%, 16 hod. svétlo/8 hod. tma, ozafeni 100umol/m?/s. Sklidila jsem semena
generace T1, kterd jsem dva dny vernalizovala v lednici, poté jsem je vysela
nesteriln€ na vyklavovanou smés hliny, pisku a perlitu. Asi tydenni semenacky jsem
selektovala postiikem BASTA (250ng/ml) a postiik opakovala 4x s jednodennim
odstupem.

Pfezivsi rostliny jsem piesadila do raselinovych pelet, dopéstovala v
kultivacni mistnosti a sklidila semena generace T2, ktera jsem pro ovéfeni stabilni
transformace vysévala steriln¢ pro mikroskopické pozorovani (viz 4.2.1, viz 4.12).

4.12 FLUORESCENCNi A KONFOKALNI MIKROSKOPIE

Spodni strany listii dva dny tranzientn¢ transformovanych tabaka Nicotiana
benthamiana a desetidennich semenacku Arabidopsis thaliana T2 generace jsem
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pozorovala ve fluorescenénim mikroskopu Nicon Eclipse 90i 60x/1,2 s pouzitim
vodni imerze, kde jsem pouzivala stringentni GFP filtr. Obraz jsem analyzovala v
programu NIS-Elements advanced research 3.2 64-bit. Vzorky jsem také pozorovala
na konfokalnim mikroskopu Leica TCS SP2 (objektiv 60x vodni imerze) s AOBS
(Acousto-Optical Beam Splitter) vybaveného 12-ti bitovou monochromatickou
CCD kamerou Hammatsu ORCA C4742-80-12AG. Pro pozorovani GFP byla
nastavena excitace Asggnm @ €MIiSe Asognm, Pro YFP excitace Asjsnm a emise Asyzpm Pro
RFP excitace Ags7nm @ €mise Asgsym s mezikrokem fezu 0,7 pum. Obraz byl
zpracovavan na Leica confocal software a v programu Fiji Is Just ImageJA 1.45b.

4.13 EXPRESE A AFINITNI PURIFIKACE REKOMBINANTNiHO PROTEINU V
BAKTERIICH

4.13.1 EXPRESE PROTEINU

Bakterie Escherichia coli BL21codon(+) jsem naporovala konstrukty
PGEX5%-3 (sbirkové oznaceni FD343, Amersham Biosciences Corp.) se
zaklonovanou DNA (0,2ul, viz 4.7.4). Kultury jsem napéstovala dle navodu GST
Gene Fusion System (Amersham Biosciences Corp.) pro maloobjemové a
velkoobjemové kultivace. Ke kultufe byl pro indukci exprese piidan IPTG
(izopropyl-1-thio-B-D-galaktopyranozid) v celkové koncentraci 0,25mM a v piipadé
malého objemu byla kultura kultivovéana pti 37°C 2 hodiny na tiepaéce GFL3032
(GFL, 180o0t./min.), velké objemy jsem kultivovala 5 hodin. Kultury jsem
zcentrifugovala na centrifuze Universal 32R Hettrich na max. 30s. nebo na
centrifuze Eppendorf Microcentrifuge 5415R a sediment resuspendovala v
sonikaénim pufru (sterilni PBS+1% Triton X-100). Suspenzi jsem lyzovala na
sonikatoru Bandelin Electronic VW2070. Nadale, a pii pfipravé GST Sepharosy,
vzorka pro gelovou elektroforézu, navazani proteini na GST Sepharosu a uvolnéni
proteinu , jsem se drzela navodu GST Gene Fusion System (Amersham Biosciences
Corp.).

4.13.2 SDS-PAGE

Vzorky odebrané z kultur (viz 4.13.1) pro ovéfeni exprese proteini jsem
povarila 5 min. na termobloku BioSan CH-100 s 6x koncentrovanym vzorkovym
pufrem s bromfenolovou modii (50mM Tris-Cl, pH6,8, 2% SDS, 10% glycerol, 1%
b-merkaptoetanol, 12,5mM EDTA, 0.02% bromfenolova modF).
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Gel na proteinovou elektroforézu byl pfipraven nésledovné:

1)

2)

3)

4)

5)

Do skel na proteinovou elektroforézu byl nalit 10% dé€lici gel a prekryt
butanolem:

1,67ml roztoku monomert (60g akrylamidu, 1,6g bisakrylamidu doplnéno do
200ml sterilni destilovanou vodou)

1,25ml 1,5M Tris, pH 8,8

2,1ml sterilni destilované vody

20u1 10% amoniumpersulfatu

5ul TEMED (N,N,N,N-tetramethylethylendiamin, Sigma Aldrich®)

Po ztuhnuti gelu jsem vyplachla butanol sterilni destilovanou vodou a nalila
jsem na délici gel zaostifovaci gel, do kterého jsem zasunula hiebinek:

0,325ml roztoku monomert (60g akrylamidu, 1,6g bisakrylamidu doplnéno
do 200ml sterilni destilovanou vodou)

0,625ml 0,5M Tris, pH 6,8

1,525ml sterilni destilované vody

12,5ul 10% amoniumpersulfatu

2,5ul TEMED (N,N,N,N-tetramethylethylendiamin, Sigma Aldrich®)

Za 20 min. jsem si sestavila aparaturu na proteinovou elektroforézu, do které
jsem upevnila pfipraveny gel. Vanic¢ku a gel jsem naplnila elektroforetickym
pufrem (0,025M Tris, 0,192M glycin, 0,1% SDS). Jako velikostni zebficek
jsem pouzila 2l PageRuler™ (Fermentas) a nanesla 15ul vzorku.

Elektroforéza probihala za stadlého chlazeni na 40mA.

Po ukonceni elektroforézy jsem gel pienesla do barviciho roztoku (0,25%
Coomassie briliant blue R-250, 10% kyselina octova, 45% metanol) a kratce
nekolikrat povarila do obarveni gelu. Obarevny gel jsem poté prenesla do
vani¢ky s vodou a vafila do odbarveni. Na Uplné odbarveni jsem pouZila
odbarvovaci roztok (30% etanol, 10% kyselina octovd), ve kterém jsem gel
ponechala ptes noc.

41



5. VYSLEDKY

5.1 PTEN poMENA ATFH14 A JEJi KLONOVANI
5.1.1 BIOINFORMATICKA ANALYZA ATFH14

Pted zapocetim samotné¢ho klonovani bylo nutné nejprve ve vetejnych
internetovych databazich ov¢fit sekvenci genu. V internetové genové databazi
TAIR (The Arabidopsis Information Resource (Rhee et al., 2003; Swarbreck et al.,
2008) a proteinové databazi UniProt (Jain et al., 2009) jsem nalezla informace o
sekvenci forminu 14 (AtFH14 TAIR lokus At1g31810.1). Genomova sekvence byla
dlouha 6 653bp (s UTR) a obsahovala 17 intronti, cDNA 4 209bp a CDS 3693bp.
V proteinové databazi UniProt jsem pod oznacenim Q9C6S1 (FH14_ARATH)
nalezla sekvenci proteinu dlouhou 1230 AK. Ziskana data o genomové sekvenci,
MRNA a ESTs (Expressed Sequence Tags) z TAIR jsem dale zpracovavala v
programu MACAW v2.0.5 a ovéfila tak konzistenci sekvence mRNA s genomovou
sekvenci (obr. 5). Predikovanou sekvenci proteinu jsem pomoci nastroje reverzni
translace v internetovém programu SMS pievedla na ¢cDNA a porovnala se
sekvencemi v databazi TAIR nastrojem TAIR BLAST 2.2.8. Nebyly nalezeny
zadné sekvencni rozdily mezi jednotlivymi databazemi.

-
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Obr.5: Vystup zprogramu MACAW v2.0.5 (Schuler et al., 1991). Stupnice oznacuje délku
sekvence, ¢erna barva znaci kodujici sekvenci, zelena oznacuje introny. Sekvence A je genomovou
sekvenci AtFH14, Bje mRNA sekvence AtFH14 a C je sekvence CDS AtFH14, ktera neobsahuje
5’a 3'UTR oblast. PTEN doména zde neni vyobrazena, 1lale nachazi se v mistech odpovidajicim
asi 500bp-1900bp genomové sekvence AtFH14. Cervené $ipky oznaduji mista nasedani primert na
genomovou sekvenci (délka ocekavaného produktu 1503bp) a modré Sipky znaci nasedani primert
na ¢cDNA (délka o¢ekavaného produktu 1423bp).

Hranice PTEN domény byly odvozeny na zakladé¢ podobnosti sjinymi PTEN
doménami dle Grunt 2008 (Grunt et al., 2008). Predikovana PTEN doména
obsahuje tfi introny.
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5.1.2 170LACE PTEN DOMENY ATFH14

Vzhledem k délce predikované kodujici sekvence AtFH14 a pfitomnosti mala
pouzitelnych restrikénich mist vii¢i klonovatelnému vektoru, bylo navrzeno né€kolik
sad primert. Diky nim by bylo moZzné naklonovat jednotlivé ¢asti (domény)
AtFH14 a ve vysledku je zaklonovat tak, aby vznikl cely funk¢ni formin (viz
tabulka 1 a 2). Sice se podafilo optimalizovat podminky pro tyto primery na
genomové DNA, nikdy se ale nepodafilo namnozit z CDNA (ziskana od kolegl
z laboratoie) ¢i cDNA knithovny pACT vétsi mnozstvi DNA. Jedinymi dobie
fungujicimi primery byly ty pro namnozeni PTEN domény.

Pro pomnoZzeni PTEN domény byly pouzity primery FH14head Kpn a
FH14head_Xho (viz tabulka 1 a 2). Forward primer FH14head Kpn byl navrzen
pifes ATG start kodon, tedy 1 do 5'UTR oblasti, kde bylo také uméle vneseno
restrikéni misto Kpnl pro vektor s ohledem na ¢teci ramec proteinu i akceptorového
vektoru. ATG kodon byl v primeru zachovéan. Reverse primer FH14head Xho byl
navrzen downstream od stop kodonu a bylo do n¢j zaneseno Xhol restrikéni misto.
Vzhledem k nepfitomnosti stop kodonu byl vysledny konstrukt vhodny pro C-
koncové fuze. PTEN jsem namnozila pomoci PCR (viz 4.6, 4.7.2), templatem byla
cDNA pACT knihovna fedéna 1:10 (obr. 6A).

A B
* Y ! e
1500bp — Na— 1500bp o
1000bp
1000bp
500bp
500bp
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Obr. 6: A: Pomnozeni PTEN z cDNA s pouzitim primerd FH14head Kpn a FH14head Xho pii
teplotach annealingu uvedenych pod jednotlivymi vzorky. Amplifikovana oblast s PTEN ma
velikost 1503bp. B: Pomnozena a nasledné reamplifikovana PTEN z genomové DNA s pouzitim
primerdt PTEN-FH14 KPN_FOR a FH14 XHO_REV pii teploté annealingu 59°C. Jednotlivé
vzorky jsou 50ul PCR reakce pti 59°C rozdélené po 25ul. Amplifikovana oblast s PTEN ma
velikost 1423bp. K porovnani velikosti byl pouzit Zebiicek GeneRuler™ DNA Ladder Mix
(0,5ng/ul) od firmy Fermentas.

Z divodl,, které zminim dale, jsem byla nucena navrhnout jesté¢ jedny
primery pro PTEN doménu. Tentokrat byly situovany na genomovou DNA.
Primery PTEN-FH14 Kpn_for (forward) a PTEN-FH14 Xho rev (reverse) (viz
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tabulka 1 a 2) byly navrzeny na okraje predikované PTEN obdobné jako u
ptredeslych primert. PTEN byla namnozena z genomové DNA (viz 4.6, 4.7.2) (obr.

6B).
5.1.3 KLONOVANI PTEN DOMENY ATFH14

Fragment pomnozeny primery FH14head Kpn a FH14head Xho byl $tépen
restriktazami Kpnl (restrikéni Stépeni v misté GGTAC'C) a Xhol (restrikéni Stépeni
v misté¢ C'TCGAG) (viz tabulka 1) v BamHI pufru. Stejnymi enzymy byl postépen
i vektor pPENTR™1A (sbirkové oznaceni FD349, Invitrogen™ ) (viz 4.7.2). Vektor
i inzert byly precistény, ligovany a porovany do bakterii (viz 4.7.3 a 4.7.4).
Vzhledem Kk nizké koncentraci ligovaného inzertu byla ligacni smés upravena (viz
4.7.3). Porované bakterie byly vysety na MPA média s kanamycinem,

Z narostlych kolonii jsem vybrala 20. Ty jsem pomnozila (viz 4.8.2) a ovéfila
restrikci pomoci BamHI (G'GATTC) a Xhol (C'TCGAG) v BamHI pufru (viz
4.7.2). Spravné velikosti hledaného plazmidu s vnesenou sekvenci odpovidaly 4
vzorky. Ty jsem ptipravila pro sekvenaci (viz 4.9). Tedy jsem nechavala sekvenovat
Vv servisni laboratofi 8 vzorki, protoze jsem sekvenci sekvenovala z obou sméri, ¢ili
dvéma sekvena¢nimi primery (tabulka 1).

Z doptfedného a zpétného sekvenovani jsem vytvofila kontig, ktery jsem
porovnavala pomoci funkce TAIR BLAST 2.2.3 se sekvencemi v databazi TAIR.
V kazdé sekvenci jsem objevila jednonukleotidovou zaménu vedouci k zaménam
aminokyselin. Tyto substituce by ale mohly byt artefaktem PCR nebo klonovani a
proto jsem otestovala jesté dalsi plazmidy z nové naporovanych kolonii. Nechala
jsem sekvenovat dalSich 5. Zde byly mutace jeSté vice zastoupeny a to nejen
zameénami nukleotidii, ale také nékolika adicemi, které zptsobily posun c¢teciho
ramce. Tato sekvence po translaci nedavala od mista posunu smysl. Jedna ze
sekvenci obsahovala také rozsdhlou deleci, ktera by mohla byt alternativni
sestfihovou variantou proteinu. Translace ale poukazala pouze na fakt, Ze se jednalo
o dal$i nesmyslnou mutaci.

Mutace mohly vzniknout pti RT PCR, bud’ v pritbé¢hu reverzni transkipce
nebo v diisledku pouziti polymerazy DreamTaq'™ od firmy Fermentas, kterd je
optimalizovand na vykonnost, nikoli na pfesnost.

S pouzitim primerdt PTEN-FH14 Kpn_for a PTEN-FH14 Xho_rev jsem
z genomové DNA namnozila fragment polymerdzou Phusion® High-Fidelity.
Postup ptipravy plazmidu s vnesenou sekvenci byl prakticky totozny jako u
ptipravy konstruktu zminéného vyse v této kapitole. Ligacni reakce byla provedena
dle puvodniho protokolu (viz 4.7.3).

Bylo sekvenovano 5 vzorki (10 sekvenacnich reakci). VSechny sekvence po
zkompletovani odpovidaly sekvencné sekvenci v databazi TAIR.
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5.1.4 LokALIZACE PTEN DOMENY ATFH14 V LISTECH TABAKU-TRANZIENTNE

Pro pozorovani lokalizace PTEN domény v bunikach tabaku Nicotiana
benthamiana jsem doménu pieklonovala z pPENTR™1A do vektorti obsahujicich
YFP a EOS pomoci Gateway“LR reakce (viz 4.10). Pouzila jsem pUBC-YFP-
DEST nebo pUBC-EOS-DEST vektory s ubikvitinovym promotorem pro silnou a
konstitutivni expresi proteinu, ktery je narozdil od 35S promotoru rostlinného
puvodu a je méné nachylny k uml¢ovani. PTEN je znacena C-koncovou translaéni
fuzi s YFP ¢i EOS.

Tyto dva konstrukty, dale fimbrin-GFP s konstitutivnim promotorem 35S
(sbirkové oznaceni FD301) a pl9 konstrukty jsem elektroporaci vnesla do
Agrobacterium tumefaciens GV3101 (viz 4.11.1). Pomnozenymi bakteriemi jsem
transformovala rostliny tabdku (viz 4.11.1). Pozorovani bylo provedeno na
fluorescen¢nim a konfokalnim mikroskopu (viz 4.11.2).

Na obrazku 7 jsou fotografie potfizené z konfokalniho mikroskopu, které
zachycuji pokozkové bunky listti Nicotiana benthamiana. Byly pozorovany bunky
transformované pomoci YFP, které¢ bylo fuzované s PTEN doménou AtFH14. Na
obrazku 8 jsou fotografie pofizené z fluorescencniho mikroskopu. Jako kontrola
uspésné transformace byl pouzit tabak transformovany konstruktem fimbrin-GFP
(obr. 8A).

Znacena PTEN doména byla lokalizovana v kortikdlni cytoplazmé a
pravdépodobné v cytoplazmatickych provazcich, jak je tomu na snimcich 7A a 7B.
Byla také pozorovéana v okoli jadra (obr. 7A, ¢ervena Sipka). V nékolika piipadech
byly pozorovany “méchyikovité” utvary, nékdy i v celé buice, a pravdépodobné
odpovidaji periferii organel membranového puvodu, kolem kterych bylo velké
mnozstvi znaceného PTEN (obr. 7C, 7D, 7E, 8B, 8C). N¢kdy byly tyto utvary
nahlouc¢eny v kortikalni vrstvé buiiky (obr. 8C). Lokalizace PTEN byla u obou
pozorovani, jak na fluorescen¢nim tak konfokalnim mikroskopu, konzistentni.
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Obr. 7: Fotografie spodni pokozky tranzientné transformovanych listd Nicotiana benthamiana.
Fotografie pofizeny na konfokalnim mikroskopu. Neoznadené méfitko ma velikost 20pum. Sipky
oznaCuji: A-jadro, cytoplazmatické provazce;

B-cytoplazmatické provazce; C, D, E-
,,méchyikovité struktury.
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Obr. 8: Fotografie spodni pokozky tranzientné transformovanych listd Nicotiana benthamiana.
Fotografie potizeny na fluorescenénim mikroskopu. Na obr. A- kontrolni GFP-fimbrin, ostatni
PTEN fiizovani s YFP. Neoznadené méfitko ma velikost 20um. Sipky oznaduji: B-
,méchyikovité struktury pravdépodobné membranového plivodu.

5.1.5 KoLokALIZACE PTEN DOMENY ATFH14 S GOLGIHO APARATEM V LISTECH TABAKU-
TRANZIENTNE

Pro pozorovani kolokalizace PTEN domény AtFH14 s Golgiho aparatem
jsem pouzila metodu tranzientni transformace listi Nicotiana benthamiana. Postup
byl stejny jako v ptedeslé kapitole, pouze jsem neinfiltrovala dvéma konstrukty
PTEN-YFP/PTEN-EOS a p19, ale také bakterialnim klonem, ktery obsahoval sialyl
transferazu-RFP jako marker Golgiho aparatu. Bunky byly pozorovany na
konfokéalnim mikroskopu ve dvou odliSnych kandlech tak, aby bylo mozné zaroven
pozorovat jak YFP tak RFP. Takto ziskand data a fotografie jsem zpracovala v
programu Fiji.
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Na obrazku 9 a 10 je vidét vysledek tohoto pozorovani. Na zéklade
propojenych dat obou spektralnich kanalii (pravy sloupek) je mozné¢ tici, ze PTEN
doména AtFHI14 nekolokalizuje s Golgiho apardtem. Ne¢které kolokalizace
pozorovany byly, ale je pravdépodobné, Ze se jednalo o ndhodny jev. Na fotografii
9C jsou vidét shluky (tecky) PTEN-YFP, které byly hojné pozorovany i u stabilné
transformovanych Arabidopsis thaliana (viz dale). Mohlo by se jednat o vazany
protein na membrany nékterych organel. Byly také opét pozorovany obdobné jevy,
které naznacuji, ze PTEN-YFP je lokalizovan v cytoplazmé, konkrétné na obr. 9F v
cytoplazmatickych provazcich. Zde kolokalizoval i Golgiho aparat. Fotografie 91 by
mohla naznaCovat, Z¢ by se mohlo jednat také o asociaci nebo spise
zprostiedkovanou asociaci s cytoskeletem. Ve vSech pozorovanych bunkach PTEN
lokalizovala do mist jadra, je mozné, ze se vaze do jaderné membrany nebo do
membranovych struktur v jeho tésné blizkosti. Na obrazku O a R jsou jasné
viditelné membréanové utvary rozlozené v buiice, ale také v blizkosti jadra. Mlze se
tedy opravdu jednat o organely poblizZ jadra, které vazou PTEN.

Vzhledem k tomu, Ze Golgiho aparat a né€které membranové organely jsou
velmi pohyblivé, pokusila jsem se zaznamenat jeho pohyb a zaroven pohyb
pozorovanych shlukil (te€ek). To lze pomoci fotografii, které jsou pofizeny
konfokalnim mikroskopem v kratkém casovém intervalu za sebou. Na obrazku 11
je zaznam téchto fotografii, které jsou potizeny cca. 3 s po sob&. Pohyb Golgiho
aparatu je zietelny. K mému piekvapeni byl ale i pohyb “tecek” velmi dynamicky.
Po dikladnéjSim prozkoumdni by se mohlo zdat, ze nékteré “tecky” putuji za
Golgiho aparatem. To by mohlo naznacovat, ze by se mohla PTEN vdazat naptiklad
do trans-Golgi, ktery je asociovan pouze s nékterymi Golgiho cisternami. Toto
tvrzeni by ale potiebovalo dikladné;si prozkoumani.
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Obr. 9: Kolokalizace Golgiho aparatu a PTEN domény AtFH14 v tranzientné transformovanych
pokozkovych bunkach listd Nicotiana benthamiana. Fotografie byly pofizeny na konfokalnim
mikroskopu. Levy sloupec ukazuje pouze kanal s PTEN-YFP, prostiedni sloupec pouze Golgi-RFP

a pravy sloupec ukazuje spojeni téchto dvou. Méfitka jsou 20um. A-C: YFP “te¢ky” rozmisténé v
celé bunce, YFP znacené jadro. D-F: YFP “tecky”, navic i pfitomnost YFP v kortikalni cytoplazmé
a cytoplazmatickych provazcich (oznaceno Sipkou). G-I: YFP ve formé “vlaken” a te¢ek, mozna
také volné v cytoplasmé. J-L: YFP pouze v kortikalni zoné buiiky.
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Obr. 10: Kolokalizace Golgiho aparatu a PTEN domény AtFH14 v tranzientné transformovanych
pokozkovych bunkach listi Nicotiana benthamiana. Fotografie byly pofizeny na konfokalnim
mikroskopu. Levy sloupec ukazuje pouze kanal s PTEN-YFP, prostiedni sloupec pouze Golgi-RFP
a pravy sloupec ukazuje spojeni téchto dvou. Méfitka jsou 20um. M-O: Méchytkovité struktury
okolo jadra(oznaceno Sipkou) a jadro s YFP. P-R: Méchyikovité struktury s YFP v celé bunce
(oznaceno Sipkou).
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Obr. 11: Zaznam fotografii tranzientné transformovanych pokozkovych bunék lista Nicotiana
benthamiana. Fotografie byly pofizeny v intervalu 3s na konfokalnim mikroskopu. Tak jak jsou
obrazky za sebou muzeme pozorovat pohyb PTEN-YFP ,tecek™ a Cervené znaceného Golgiho

aparatu. Métitko ma velikost 10pm.

5.1.6 LoKALIZACE PTEN DOMENY ATFH14 vV ARABIDOPSIS THALIANA-STABILNE

Pro stabilni transformaci Arabidopsis thaliana jsem namnozila
transformovana Agrobacteria s vektory pUBC-YFP-DEST nebo pUBC-EOS-DEST
s vnesenou PTEN doménou. Touto suspenzi jsem transformovala asi 6 tydenni
rostliny dle navodu (4.11.2). Nasledné jsem pozorovala rostliny T2 generace (7-10
denni) na fluorescen¢nim a konfokalnim mikroskopu (viz 4.11.2).

Na obrazku 12 jsou fotografie kotfene stabiln¢ transformované Arabidopsis
thaliana. Ve fluorescenénim mikroskopu jsem pozorovala YFP znacena jadra (12A,
12C) a YFP “tecky” v kortikalni cytoplazmé a okolo jadra (12B) v kofenové Spicce
a pobliz kotenové Spicky.
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Obr. 12: Stabilné transformované rostliny Arabidopsis thaliana pozorované ve mikroskopu. Byly
pozorovany kotenové bunky a buiiky kotfenové §picky. Métitko ma 20um. A: jadra znacena YFP,
B: YFP tecky nebo YFP v kortikalni cytoplazmé a kolem jadra, C:jadra (i délici) s YFP.

V konfokalnim mikroskopu jsem také pozorovala hlavné kofenové Spicky a
prodluZzovaci zonu kotfene (obrazek 13 a 14). S vyuzitim fotokonverze EOS
znaCené PTEN domény bylo mozné pozorovat tecky, které¢ znaci PTEN (13D-1) v
koteni. V kotfenové Spicce byly hojné pozorovany teCky YFP (14J-K), jichZ identitu
jsem ovéfovala pomoci lambda skenu (14L-M). Tecky byly opravdu YFP, tedy
znac¢ené PTEN proteiny, které mozna lokalizuji do membrénovych organel.

Obr. 13: Stabilné¢ transformované rostliny Arabidopsis thaliana pozorované v konfokalnim
mikroskopu. Byly pozorovany kofenové buiky. Meétitko ma 20pm. D: EOS-PTEN pied
fotokonverzi, E: EOS-PTEN po fotokonverzi, F: spojeni ptfedeslych dvou kanald, vétSina tecek je
protein PTEN-EOS, G: EOS- PTEN pted fotokonverzi, H: EOS-PTEN po fotokonverzi, I: spojeni
predeslych dvou kanald, zluté tecky odpovidaji PTEN-EOS.
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Obr. 14: Stabilné¢ transformované rostliny Arabidopsis thaliana pozorované v konfokalnim
mikroskopu. Byly pozorovany buiky kotenové $picky. Métitko ma 20um. J a K: PTEN-YFP tecky
Vv kofenové $picce. U kofenové $pic¢ky z obr. J a K byl proveden lambda sken, kterym byla ovéfena
identita teCek jako PTEN-YFP (L-M). Zkoumané te¢ky byly viditelné pouze ve spektru, které
odpovidalo YFP.

5.2 ATFH13 A JEHO KLONOVANIi
5.2.1 BIOINFORMATICKA ANALYZA ATFH13

Formin AtFH13 byl jiz pfede mnou podroben detailni bioinformatické
analyze Mgr. Sylvou Pierostovou, kterd se timto forminem zabyvala blize ve své
diplomové praci (Pierostova, 2011). Stoji za zminku, ze objasnila nesrovnalosti
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v sekvencich mezi databdzemi TAIR a UniProt. Také se ji podafilo odhalit
alternativni sestiih u PTEN domény AtFH13. Vzhledem k tomu, Ze jsem ve své
podstaté pokracovala v tom, co Mgr. Sylva Pierostova zapocala, odkazuji na jeji
praci a informace v ni obsazené.

5.2.2 170LACE ATFH13

K izolaci celého forminu AtFH13 jsem pouzila primery FHI3PTEN TAIR
(forward) a FH13full rev (reverse) navrzené Mgr. Sylvou Prerostovou (viz tabulka
1 a 2). Piestoze byly navrhovany na zakladé cDNA sekvence, ze které se AtFH13
vyizolovat nepodafilo, shodou okolnosti se 1 s ohledem na restrikéni mista ve
vektoru mohly pouzit na genomovou DNA. V reverznim primeru byl navic
odstranén stop kodon, takze by pomnozeny tsek mohl byt pouzit na C-koncovou
fazi. AtFH13 byl tedy namnozen z genomové DNA (viz 4.7.1 a 4.6) (obr. 15).

=5000bp g . ~

Obr. 15 : Namnozeny AtFH13. Jako templat byl pouzit 1ul genomové DNA. Jednotlivé vzorky
predstavuji 20ul PCR reakci, vSechny se stejnymi podminkami. Predikovana velikost PCR
produktu je 5 765bp. Jako velikostni Zebtitek byl pouzit GeneRuler™ DNA Ladder Mix (0,5ug/ul)
od Fermentas. Ostatni pomnoZené seky byly odstranény nanesenim celkové PCR reakce na gel a
vyfiznutim spravného prouzku z gelu. Nespecifické nasedani primerti i na jiné ¢asti DNA se
nepodafilo optimalizacemi odstranit.

5.2.3 KLONOVANI ATFH13

Fragment pomnoZzeny primery FH13PTEN TAIR (forward) a FH13full rev
(reverse) navrzené Mgr. Sylvou Prerostovou (viz tabulka 1 a 2) byl izolovan a
precistén z gelu pomoci High Pure PCR Cleanup Micro Kit (Roche). Pouzito bylo
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300ul binding buffer a 100ul binding enhancer, eluovala jsem do 15ul. Byl §tépen
restriktazami Kpnl (restrik¢ni St€peni v misté GGTAC'C) a Eagl (restrik¢ni Stépeni
v misté C'GGCCQG) (viz tabulka 1) v BamHI pufru. Stejnymi enzymy byl postépen
i vektor pENTR™1A (viz 4.7.2). Vektor i inzert byly piedistény, ligovany a
porovany do bakterii (viz 4.7.3 a 4.7.4). Vzhledem k men$imu mnozstvi ligovaného
inzertu byly upraveny poméry slozek v liga¢ni reakci (viz 4.7.3). Porované bakterie
byly vysety na MPA média s kanamycinem.

Z narostlych kolonii jsem vybrala 24. Ty jsem pomnozila (viz 4.8.2) a ovéfila
restrikci pomoci restriktazy BamHI (G'GATTC) v BamHI pufru, pro jistotu navic
restriktazou Xhol (C'TCGAG) v R pufru (viz 4.7.2). Spravné velikosti hledaného
plazmidu s vnesenou sekvenci odpovidal 1 vzorek. Z duvodu velikosti sekvenované
oblasti jsem nechala sekvenovat pro jistotu pouze krajové sekvence (viz 4.9), které
az na nékteré chyby v sekvenovani, odpovidaly AtFH13. K tomu jsem pouzila

primery: FH13forl (TGGCTGATGTCTTATCTGAA),

FH13for2 (CCCAAGAAAGGGAAACACQC),
FH13for3 (GAGGTATGTACTCATGGAG),
FH13forl0 (TAGAAGGCTCATAGATTGTAG),
FH13forll (GCCCTTTTGAACAAGGTATG).

5.3 PTEN DOMENA ATFH13-STABILNI TRANSFORMACE

Konstrukty PTEN domény forminu 13 ve vektorech pUBC-YFP-DEST, kde
dochdzi k translacni fuzi s YFP, jsem ziskala z laboratornich sbirek. Dlouha verze
PTEN byla pod ozna¢enim FD431 a kratkd, pravdépodobné alternativni sestfihova
varianta PTEN, pod oznacenim FD432. Pro stabilni transformaci Arabidopsis
thaliana jsem namnozila transformovana Agrobacteria s vektory pUBC-YFP-DEST
s vnesenou PTEN doménou. Touto suspenzi jsem transformovala rostliny dle
navodu (4.11.2). Nasledné jsem pozorovala rostliny T2 generace (7-10 denni) na
fluorescenénim a konfokalnim mikroskopu (viz 4.11.2). Fotografie zde neuvadim,
protoze bylo provedeno pouze piedbézné pozorovani na dvou rostlinach (malo
kli¢icich rostlin T2 generace), které se na prvni pohled neliSily od stabilné
transformovanych rostlin PTEN-YFP a PTEN-EQOS z AtFH14.

5.4 PRODUKCE PROTEINU PTEN (ATFH13) v BAKTERIiCH

Konstrukty PTEN domény sfuzované¢ s GST, piipravené¢ S. Prerostovou
(Pterostovda, 2011), jsem porovala do specidlnich expresnich kment, které
neprodukuji proteazy, Escherichia coli BL21 codon(+). Jednalo se o dva typy
konstrukti uloZzenymi pod FD433 a FD434 ve sbirkdch. FD344 obsahuje kratsi
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verzi PTEN z AtFH13 (pravdépodobné alternativni sestfihova varianta) a FD434
obsahuje delsi verzi PTEN z AtFH13 (Pferostova, 2011).

U namnoZenych bakterii jsem indukovala expresi ptidanim IPTG (izopropyl-
1-thio-B-D-galaktopyranozid , 1M, do celkové koncentrace 0,25mM). Proteiny byly
Z bakterii izolovany navazanim na GST-sefar6zu.

Na =zaklad¢ aminokyselinové sekvence byla pomoci programu SMS
(Stothard, 2000) spocitana velikost proteini. Kratka verze se sefarézou ma mit
71,77 kDa a dlouha verze se sefar6zou ma mit 69,34 kDa. Samotna sefar6za ma 26
kDa. Uvolnéni proteinu pufrem se zdafilo pravdépodobné pouze jednou a to ve
velmi malém mnozstvi, které nestacilo pro dalsi prace. Pti opakovani postupu
izolace proteinu pro velkoobjemové kultury se protein nepodafilo izolovat ani
upravami teploty a délkou ¢asu indukce exprese. Navic 1 v opakovanych kontrolach
samotné indukce exprese dochazelo k rozlicnym vysledkiim, které ale mohly byt

zpusobeny poruchou termostatu na tfepacce, kterd byla odstranéna az posléze. Na
obr. 16 je zdokumentovano, ze k expresi proteinu opravdu dochazelo.

Obr. 16: A-Ovéfeni exprese proteinu vV kmenu Escherichia coli pfed samotnou izolaci proteinovou
elektroforézou na polyakrylamidovém gelu. Jako Zebiicek byl pouzit PageRuler'™ od Fermentas.
V sloupku 1 a 3 je vzorek z bakterialnich koloniii FD434 bez indukce exprese. V sloupku 2 a 4 je
vzorek odebrany ze stejnych kolonii po piidani IPTG. Po indukci mizeme vidét tlusty fragment
izolovaného proteinu odpovidajici velikosti FD434 69,34kDa (vyznaceno Cervenou Sipkou).
Obdobn¢ tomu bylo i u FD433 (zde neukazano). B-Vyizolovany protein FD434 odpovidajici
velikosti (vyznacen Zlutou Sipkou). B1 je prvni uvolnéni proteinu z GST-sefarozy, B2 a B3 je
opakované uvolnéni proteinu z GST-sefarozy Dalsi pfitomné fragmenty poukazuji na to, Zze se ze
vzorku vyizolovaly i jiné proteiny.
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6. DISKUZE

Tato prace je pievazné vénovana forminu Arabidopsis thaliana AtFH14 z II.
ttidy rostlinnych forminf. Hlavnim cilem prace bylo shrnout dosavadni poznatky o
tomto forminu a o jeho PTEN doméné¢ a naklonovat cDNA ¢i genomovou DNA
kodujici tuto doménu pro experimenty, jejichZ cilem bude objasnit nebo pribliZit jeji
funkci v rostlinné bunce. Dosud byla pozorovana lokalizace samotné domény
v listovych bunkach Nicotiana benthamiana, kolokalizace s jinymi buné¢nymi
kompartmenty a lokalizace ve stabiln¢ transformovanych rostlinach Arabidopsis
thaliana. Soubézné s touto praci jsem pokracovala ve studiu forminu AtFH13,
konkrétné jsem pracovala na jeho klonovani, tvorbé stabilné¢ transformovanych
rostlin s proteinem jeho PTEN domény a izolaci proteinu PTEN domény.

6.1 PTEN DOMENA ATFH14

Na zakladé predikci cDNA forminu AtFH14 z databazi TAIR (Swarbreck et
al., 2008) a UniProt (Jain et al., 2009), které se shodovaly, jsem navrhla primery
jednak pro namnozeni jednotlivych domén tohoto genu, ale také vhodné tak, aby
bylo mozné exprimovat cely formin. Jednalo se o PTEN, FH1 a FH2 domény
(Cvrckova et al., 2004a).

Domény FH1 a FH2 se pomoci PCR z cDNA namnozit nepodaftilo, pfestoze
pii optimalizacich PCR na genomové DNA produkt vznikal. PTEN doména byla
namnozena Z CONA knihovny pACT (suspenzni kultura Arabidopsis thaliana)
s pouzitim Dream Taq™ polymerazy (Fermentas), zaklonovana do vektoru od
firmy Gateway® pomoci LR reakce (Invitrogen'™). Tento vektor jsem pouzivala
k osekvenovani a pieklonovani sekvence do donorového vektoru pro translac¢ni fuzi
s YFP ¢i EOS.

Osekvenovanou DNA PTEN domény izolovanou z CDNA jsem porovnala
z databazi TAIR. Byly zjistény odlisnosti, které¢ se tykaly zdmény nukleotid. Na
zaklad€ sekvenovani dalSich fragmentl z jinych transformovanych bakteridlnich
kment byly zjiStény také posuny cteciho rdmce. Vzhledem k tomu, Ze se jednalo 0
pomnozeni z cDNA, je mozné, Ze chyby vznikly pfi RT-PCR nebo na zaklad¢
sekvenc¢nich rozdili mezi jednotlivymi rostlinnymi klony v pACT knihovné, tedy
Jiz pti ptipravé knihovny a jejim pomnozovani v bakteriich.

Z téchto diivodu jsem navrhla nové klonovaci primery, tentokrat pro PCR
reakci, kdy byla jako templat pouzita genomova DNA a pro jistotu jsem pouzila
polymerazu Phusion® High-Fidelity, kterd ma niz§i chybovost neZ Dream Taq.
PTEN se podafilo namnozit a osekvenovat v pomocném vektoru. Sekvence se
Vv celé délce shodovala se sekvenci z databaze TAIR. Nebyla nalezena alternativni
sestiithova varianta jako napiiklad u transkriptu AtFH13 (Pterostova, 2011). Pro
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dalsi analyzu funkce proteinu byla zvolena tranzientni a stabilni exprese proteinu
v rostlinach (viz nasledujici kapitola).

6.2 LOKALIZACE PTEN DOMENY ATFH14 V LISTECH NICOTIANA BENTHAMIANA

PTEN jsem zpomocného vektoru pieklonovala pomoci LR reakce do
destina¢niho vektoru. Pro N-koncovou doménu jsem zvolila vektory pro C-
koncovou YFP a EOS fuzi (shrnuto v Crameri et al., 1996; Mathur et al., 2010;
Tsien, 1998; Wiedenmann et al., 2004). Navic byly tyto vektory vybrany z divodu
pritomnosti ubikvitinového promotoru, ktery je narozdil od promotoru 35S (z viru
kvétadkové mozaiky) rostlinného pivodu. Nedochazi u ng proto v takové mife
k uml¢ovani a jeho exprese je konstitutivni a silnd (Christensen and Quail, 1996).
Poté jsem takto znacenym konstruktem transformovala Agrobacterium a jim jsem
infiltrovala listy tabaku. K dal$i eliminaci uml€ovani exprese proteinu byly spole¢né
S PTEN infiltrovany také bakterie s vnesenym plazmidem exprimujicim virovy
protein pl19, ktery brani umlcovani exprese (Baulcombe and Molnar, 2004; Voinnet
et al., 2003). Infiltrace probéhla uspésné. PTEN doména byla pozorovana jak
Vv bézném fluorescencnim, tak na konfokdlnim mikroskopu, kde se dala ovéfit
pravost signalu lambda skenem.

PTEN doména byla fluorescencné pozorovana ve spodni pokozce listovych
bun¢k V kortikalni cytoplazmé a Vv ,,méchyikovitych® strukturach (8B, C). Tyto
,mechytkovité® struktury by mohly byt organelami membranového pivodu, na
které se PTEN vaze. To by podporovalo také ptredpokladanou schopnost vazby
obou PTEN subdomén (fosfatazova a C2) k membranovym fosfolipidim (Cvrckova
et al., 2004a; Leslie et al., 2008), jiz potvrzenou u piibuzného proteinu z mechu
(van Gisbergen et al., 2012).

Na konfokéalnim mikroskopu jsem pozorovala PTEN v kortikélni cytoplazmé
(7TA-E), hojné¢ v misté jadra (7A), ale také uvnitf bunky, pravdépodobné volné
v cytoplazmé, v cytoplazmatickych provazcich (7A, B) nebo v podobé ,,tecek™. Ty
jsem pozorovala jiz fluorescenéné, ale az po ovéfeni lambda skenem u stabilné
transformovanych rostlin na konfokdlnim mikroskopu se ukdzalo, ze se jedna o
YFP. Nékteré teCky mohly byt zpisobeny overexpresi proteinu a nasledné tvorbou
inkluznich télisek. Vétsina z nich ale byla v celé bunce, v kortikalni cytoplazmé i
v cytoplamatickych provazcich, kolem jadra a také v ,,méchytkovitych* strukturach.
To by naznaCovalo propojeni mezi nékterou endomembranovou organelou,
popiipadé by se také mohlo spekulovat o zprosttedkovaném spojeni s cytoskeletem,
ktery je v buiice v tésné blizkosti vSech organel.
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6.3 LOKALIZACE PTEN DOMENY ATFH14 V ARABIDOPSIS THALIANA

Pro pozorovani lokalizace PTEN bez omezeni na pokozkové builkky a bez
moznych artefaktll heterologni exprese jsem vytvofila stabiln€ transformované
rostliny Arabidopsis thaliana. K tomu jsem pouzila metodu floral-dip (Clough and
Bent, 1998; Davis et al., 2009). Stabilni transformanty jsem pozorovala opét na
fluorescencnim a konfokalnim mikroskopu.

Ve fluorescenénim mikroskopu pii pozorovani kofene a kotfenové Spicky
byla jasné¢ PTEN lokalizovana do mist jadra (12A, C dé€lici jadra), coZ mohlo byt
zpusobeno degradaci fazniho proteinu. Dale jsem protein pozorovala v kortikalni
cytoplazmé a kolem jadra ve formé jiz zminovanych tecek (12B). V konfokalnim
mikroskopu byly tyto tecky jesté vice rozeznatelné v celé kotenové Spicce (14 J, K),
pro ovéieni, Ze jde skute¢né o YFP, byl potizen K témto teckam lambda sken (14L).
Podobné ukazy byly pozorovany pii zkoumani pohybu endozomt v souvislosti
S polarizovanym rustem kofenové Spicky u ryze a Arabidopsis. Fluorescencné
znacené endozomy (GFP znacka na FYVE doméné, kterd se vaZze na membranovy
fosfatidylinozitol-3-fosfat endozoma (shrnuto v Kutateladze, 2006)) vypadaly
v kofenové SpiCce stabilné transformovanych rostlin jako teCky, které se
vyskytovaly hlavné v okoli jadra. V kotfenové Spicce byl pocet tecek mnohem veEtsi
nez v kortikalni zoné koiene (Vermeer et al., 2006; Voigt et al., 2005). To by
odpovidalo i mému pozorovani kofenové zony, kde se téchto tecek vyskytovalo
podstatné méné (13F, I).

Na fotografiich kotfenové zony (13F, I) jsou také vidét GFP tecky, které po
fotokonverzi EOS proteinu, nekolokalizuji s PTEN. V pfipad¢, Ze by se jednalo o
plastidy, by se mohlo jednat o kolokalizaci PTEN a plastidi. Vazba plastidi
s forminy byla jiz ukazana na FHS5 u ryze. Autofi také podporuji teorii, ze se PTEN
doména véaze na vnitrobunééné membranové kompartmenty (Cvrckova et al.,
2004a; Zhang et al., 2011b).

6.4 KoLOKALIZACE PTEN DOMENY ATFH14 S GOLGIHO APARATEM

Pro blizsi urceni identity tecek, které jsem vidéla hlavné pii pozorovani
stabiln¢ transformovanych rostlin Arabidopsis, konkrétné v kofenové casti, jsem
pouzila koinfekci listd tabaku agrobakterialnim klonem, ktery obsahoval sialyl
transferazu-RFP jako marker Golgiho aparatu. Spolecné s nim, PTEN-YFP a p19
jsem infiltrovala listy tabaku. Nasledné¢ jsem pozorovala kolokalizace PTEN
proteinu a Golgiho aparatu v listovych bunkach tabaku.

Infiltrované buiky jsem pozorovala na konfokalnim mikroskopu (obr. 9 a
10). Z pozorovani lze usoudit, ze PTEN s Golgiho aparatem nekolokalizuje.
Vyjime¢né byly kolokalizace nalezeny, ale spiSe se jednalo o ndhodnou

kolokalizaci. V bunikdch byly opét pozorovany tecky PTEN a velké nahromadéni
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proteinu v okoli jadra. Pfi pozorovani infiltrovanych tabakit po delsi dob¢ infiltrace
(5 dni) vznikaly misty shluky YFP, pravdépodobné lokalizované v jadte, které
nejspis byly zptisobeny nadmérnou expresi proteinu. Na fotografiich 9F se Golgiho
aparat 1 PTEN nachédzeji ve formé tecCek v jakychsi provazcich, mozna
cytoplazmatickych. Na druhou stranu na fotografii 91 se zdaji byt provazce vice
kompaktni a tvofi sit. Mozna by se mohlo jednat o cytoskelet se kterym PTEN
asociuje. Toto tvrzeni je vSak velmi diskutabilni a vyzaduje dalSi kolokalizacni
experimenty. Hodilo by se naptiklad pouzit znaceny aktin a tubulin, coz vSak z
¢asovych ditvodli dosud nebylo provedeno. Navzdory pozorovanim, kdy tecky byly
pfitomny uvnitt bunék a na jejich periferii, byla nalezena 1 buiika, u které se protein
vyskytoval spole¢né s Golgiho aparatem pouze v misté kortikalni cytoplazmy (9L).
Otazkou je, zda se pouze nejednalo o nahromadéni proteinu v téchto mistech z
divodu, Ze zbyla ¢ast buiiky byla zcela vyplnéna vakuolou.

U vSech piedeslych provadénych pozorovani jsem vidéla “méchyikovité”
struktury. Pti kolokalizaci byly jeSté o to vice zfetelné, protoze byly predikované
membranoveé organely “obehnany” navic Golgiho aparatem. Tyto organely se
nachéazely v tésné blizkosti jadra (100). Ani zde se o kolokalizaci s PTEN
nejednalo. Na fotografii 10R byly tyto “méchyiky” spatieny uvniti celé bunky. Jak
jsem jiz zminila v ptedeslé diskuzi, tyto “méchyiky” by mohly ptedstavovat
nékterou z membranovych organel, naptiklad endosom, na které by se PTEN mohla
vazat (Voigt et al., 2005). Také by se mohlo jednat o plastidy (Zhang et al., 2011b).

K vyvraceni nebo potvrzeni téchto domnének bude potieba provést jesté
dalsi kolokalizaéni pozorovani s Sirokou Skdlou membranovych markert poptipadé
také cytoskeletalnich markerd.

6.5 DYNAMIKA PTEN 7z ATFH14

K uplnému vyvraceni, Ze PTEN neasociuje s Golgiho aparatem, jsme pouZili
sekvenci snimk vyfocenych v kratkém casovém intervalu na konfokalnim
mikroskopu. Golgiho aparat je sdm o sobé velmi dynamickou organelou. PTEN se
ale také pohybovala a to anvic necekané rychle. Po dikladném prozkoumani
zaznamu jsem usoudila, ze PTEN opravdu s Golgiho aparatem neasociuje, ale je
nasnadé, zda by nemohl asociovat naptiklad s trans Golgiho aparatem. Ten totiZ
asociuje pouze s nékterymi exemplari Golgiho aparatu (shrnuto v Gu et al., 2001) a
tak by pohyb PTEN tecek, ktery kopiroval pohyb Golgiho aparitu, mohl davat
smysl.

Stejné tak by mohlo davat smysl, ze PTEN mitiZe tfeba jen zprostiedkované
asociovat s cytoskeletem. K tomu by ptispivaly poznatky z prace, ktera se zabyvala
pohybem Golgiho télisek v souvislosti s polarizovanym aktinovym rastem. Bylo
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ukazano, Ze pohyb téchto télisek se meéni v zavislosti na vétveni ¢i rlstu aktinu
(Voigt et al., 2005). Podobné tendence byly pozorovany i zde u PTEN.

I toto potvrzuje, ze pozorovani kolokalizaci PTEN s cytoskeletdlnimi
markery, je mozna vhodnou metodou k charakterizaci PTEN. Dale by se daly vyuzit
také cytoskeletalni drogy nebo také inhibitory sekrecni drahy, které by mohly
pomoci objasnit fungovani formini také ve vyvoji rostlin. V neposledni fad¢ by
bylo potieba objasnit vazbu PTEN do membran vhodnou metodou (viz dale).

6.6 LOKALIZACE PTEN DOMENY ATFH13 V ARABIDOPSIS THALIANA

K dal§imu porovnavani lokalizace a funkce PTEN domén, jsem vytvoftila
stabiln¢ transformované Arabidopsis thaliana s proteinem PTEN-YFP a PTEN-
EOS. Vzhledem ktomu, Ze semena T2 generace pomalu kli¢ila (mozna byla
sklizena jest¢ ptred Uplnym dozranim), pozorovala jsem zatim pouze 2 rostliny
s témito konstrukty (konkrétné se jednalo o FD431-dlouhd verze domény). PTEN
doména byla lokalizovana prakticky ve stejnych mistech jako PTEN doména
AtFH14. Toto pozorovani neni nijak ptekvapujici a dalo se ofekavat, ze domény
budou mit stejné funkce.

6.7 ATFH13

AtFH13 nebyl nikdy tuspésné klonovan vcelé dvé délce. S pouzitim
Phusion® High-Fidelity polymerazy se mi ho podafilo na zakladé poznatkd od S.
Pterostoveé (Pterostova, 2011) uspéSné pomnozit a zaklonovat do pomocného
vektoru. Ovéfila jsem 2x sekvenci restrikénim $tépenim a nésledné sekvenaci.
Izolovany formin by posléze bylo vhodné pieklonovat do vektorti pro fuzi s
markery (pf. YFP, RFP, GFP), které¢ by bylo moZné pozorovat v rostlinné buiice.
Vzhledem k tomu, ze o AtFH13 neexistuji zddné védecké prace, bylo by v dalsi
fadé vhodné provést kolokalizacni analyzu s cytoskeletalnimi markery ¢i s markery
membranovych organel.

6.8 [ZOLACE PROTEINU PTEN ATFH13

Jiz bylo nékolikrat zminéno, Ze se u domény PTEN rostlinnych formina II
ocekava schopnost vazby na membrany, popi. membranové fosfolipidy (Cvrckova
et al., 2004a), a u mechu jiz tato vazba byla prokazana (van Gisbergen et al., 2012).
Tyto interakce by bylo mozné pozorovat mikroskopicky pii kolokaliza¢nich
pokusech in vivo, kdy jsou pozorovany dva a vice fluorescenéné znacenych objekta.
V tomto piipadé by se jednalo o markery plazmatické membrany a membran
bunécnych organel.

Dalsi moZnou metodou by byla Large Unilamellar Vesicle (LUV) Binding
Assay (Berendes et al., 1993). Protein musi byt nejprve izolovan. Dosavadni pokusy
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0 izolaci proteinu PTEN byly zatim neuspé$né, i kdyz v pilotnim experimentu
exprese v bakteriich byla.
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7.SOUHRN

Tato diplomova prace byla vénovana forminu AtFHI4 a také cCasteCné
forminu AtFH13. Oba tyto forminy spadaji do II tfidy formini u Arabidopsis
thaliana. Cile vytyCené v uvodu byly splnény kromé izolace proteinu PTEN
z AtFH13 z bakterii pro metodu Large Unilamellar Vesicle (LUV) Binding Assay
(Berendes et al., 1993). Ta mé¢la ptispét k osvétleni vazby PTEN domény na
membranové protein.

V praci byly shrnuty dosavadni poznatky o forminech, detailnéji byly
zminény rostlinné forminy a PTEN doména nékterych rostlinnych formint, ktera
byla v popiedi zajmu i této prace. Funkce formini je jiz pomérné prozkoumana, ale
funkce PTEN domény neni zatim pln€ objasnéna.

PTEN doména AtFH14 byla GspéSné namnoZena, zaklonovéana do vektoru a
osekvenovana. Sekvence se shodovala s predikovanou sekvenci v databazi TAIR i
UniProt (Jain et al., 2009, Swarbreck et al., 2008). Tato doména byla znacena
fluorescencnimi proteiny YFP a EOS a lokalizovdna uvnitt bunék pomoci metody
transientni exprese v listovych bunikach tabdku. Byla pozorovana v cytoplazmé, ale
hlavné ohrani¢ovala “méchytkovité” struktury. Je tedy moZné, Ze se jednalo o
vazbu PTEN na membrany bunécnych organel. Po koinfekci bunék tabaku
bakteriemi se znaenou PTEN a znaenym Golgiho apardtem miiZzeme téméf
vylou¢it kolokalizaci Golgiho aparatu s PTEN a tedy i domnénku, Ze by
“méchytkovité” struktury mohly byt identifikovany jako Golgiho aparat. Mohlo by
se tedy jednat naptiklad o endozomy nebo plastid. K tomuto ucelu by bylo vhodné
provést dalsi kolokaliza¢ni analyzy a to nejlépe u stabilné transformovanych a
ktizenych Arabidopsis thaliana.

Za timto ucelem byly vytvofeny stabilné transformované rostliny
Arabidopsis thaliana s fluorescen¢né znacenou PTEN z AtFH14. U téch byla opét
pozorovana lokalizace PTEN domény. Nachazela se hlavné¢ v kortikdlni
cytoplazmé, také misty v cytoplazmatickych provazcich, v okoli jadra a cetné byly
pozorovany “méchytkovité” struktury a to v celé buiice nebo v tésné blizkosti jadra.
Néktera pozorovani také mohou naznaCovat asociaci s cytoskeletdlnimi proteiny.

K porovnani lokalizace PTEN z AtFH14 a PTEN z AtFH13 jsem vytvoftila
také stabiln¢ transformované rostliny se dvémi sestiihovymi variantami PTEN z
AtFH13. Rozdily v lokalizaci nebyly pozorovany.

Jak jsem jiz zminila, k ovéfeni vazby na membranové fosfolipidy by bylo
vhodné izolovat protein z bakterii a vyuzit metodu Large Unilamellar Vesicle
(LUV) Binding Assay (Berendes et al., 1993). Izolace proteinu PTEN z AtFH13 se
ale nezdarila.
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Formin AtFH13 nebyl jesté nikdy izolovan a nikdy nebyla ovéfena jeho
sekvence. V této praci se ho podafilo namnozit, zaklonovat do pomocného vektoru
a osekvenovat. Vzhledem k nedostatku ¢asu pro dikladné ovéfeni celé sekvence
neni mozné fici, zda 1 zde bude dochazet k alternativnimu sestfihu.

Tato prace prinesla prvni vysledky o PTEN doméné AtFH14. Navic vznikly
cenné transformované rostliny, které exprimuji fluorescenéné znafené proteiny
PTEN z AtFH14 1 AtFHI13. Ty budou v navazujici praci kiiZzeny s dalSimi
rostlinami a umozni tak pozorovat lokalizaci na riznych bunéénych organelach
nebo také na cytoskeletu, ¢i chovani PTEN pfi polarizovaném ristu a cytokinezi.
Tyto hybridni rostliny také umoZzni sledovat vliv riznych latek na bunky. Ptipadaji
v uvahu napftiklad cytoskeletalni drogy.

Zaklonovani celého AtFH13 a oznaceni fluorescencnim proteinem by také
mohlo vnést svétlo do objasiiovani funkce forminti s PTEN doménami. Bylo by
vhodné pro srovnani vytvofit fluorescenéné¢ znaceny AtFH14 a porovnat jeho
umisténi v buiice zaroven s fluorescencné znac¢enou PTEN. Obdobné¢ bude moci byt
provedena analyza pro AtFH13.

Tato diplomova prace bude nyni slouzit jako zdklad pro hlubsi vyzkum
téchto dvou forminii v rdmci pfipravované disertace a snad se 1 diky témto
vysledkiim podafi v brzké dobé objasnit funkci PTEN domény u Arabidopsis
thaliana.
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