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Seznam zkratek

ADF - actin depolymerazing factor

SDS - sodium dodecylsulphate

ATP - adenosin triphosphate

ARP - actin related protein

GFP - green fluorescent protein

SCAR/WAVE - suppressor of CAMP receptor / WASP family Verprolin homologous
WASP-Wiskott - Aldrich Syndrome Protein

N-WASP - neuronal Wiskott—Aldrich Syndrome protein

SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

NPF - nucleation promoting factor

BY-2 - Bright Yellow 2
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1. Abstrakt

ARP2/3 komplex je velmi dobfe prostudovany v pfipadé zZivocichu, hraje klicové
ulohy v motilité buné€k a nitrobunécnych organel. Jeho defekty jsou spojeny s tézkymi
ristovymi poruchami a letalitou u postizenych bunék. Naproti tomu u rostlin nebyl
zZjistén tak dramaticky fenotyp mutaci v ARP2/3 komplexu jako u Zivo€ichld. Je mozné,
Ze pravé rozdilny zpusob ZzZivota rostlin a Zivocichu, pfispiva k odliSnym strategiim
vyuziti bunéného cytoskeletu, jehoz je ARP2/3 komplex soucasti. Tento vysoce
konzervovany komplex 7 proteint je od kvasinek az po Clovéka vyuzivan predevsim
k tvorbé aktinovych vlaken de novo, jeho pomoci vznikaji slozité aktinové sité a nékteri
parazité jsou schopny jeho nukleaCni schopnosti, spojené s aktinem, zneuZzivat
k aktivnimu pohybu uvnitf hostitelské bunky. JelikoZz rostliny obklopuje bunécna
sténa,branici tak jejich aktivnimu pohybu, zaroven poskytujici burikam oporu a udélujici
tvar, bylo by nasnadé prfemyslet o tom, zda by ARP2/3 komplex v rostlinach mohl
zastupovat i jiné funkce, které u zZivo€ichl nezname. Pokud uvazujeme o odliSné Zivotni
strategii rostlin a zZivo€ichi, nemuzeme pfehlédnout i to co obé fiSe spojuje. Tedy
potfeba udrzovani integrity vezikularniho transportu a endomembranovych procesu.
Bez aktinové a tubulinové sité by tyto procesy nemohly probihat. OvSem vzhledem
k evoluéni separaci rostlin a zivoCich,mohou byt nékteré proteiny, tedy i ARP2/3
komplex, byt ¢astecné funkéné zastoupeny jinymi proteiny, pfipadné jejich funkce plné
prevezmou. Kromé& ARP2/3 komplexu existuji i dalSi proteiny s vlastnosti tvorby
aktinovych vlaken ,de novo® ,patfi mezi né napfiklad forminy. U rostlin je znamo, ze
disponuji mnohem vétSim mnozstvim formind, nez zivocichové a to by mohlo byt dalSim
voditkem, pro¢ se mutanty ARP2/3 komplexu projevuji jen ve zcela omezené mife,
ktera neohrozuje rostlinu na Zivoté. Mezi tyto mirné fenotypické znaky patfi poruseni
morfologie lalo€natych pokozkovych bunék, zkrouceni a zkraceni trichomu, nesouvislé
vrstvy hypokotylovych bunék a zkraceni a zvinéni kofenovych vlaskd. Pfedmétem této
prace je analyzovat vybrané podjednotky ARP2/3 komplexu z hlediska jejich lokalizace

a moznych vazebnych partnera.

Klicova slova: aktin, cytoskelet, ARP2/3 komplex, Nicotiana tabacum, BY-2



1. Abstract

ARP2/3 complex is well studied in case of animals, it plays key roles in motility of
cells and intracellular organels. It's malfunctions result in severe growth disorders and
even lethality of affected cells. On the contrary, plant cells do not exhibit such dramatic
phenotype of ARP2/3 complex mutations like it is by animals. It is possible that just the
different life strategies of plants and animals contribute to differences in a way how
animal and plant cells use their cytoskeleton, where ARP2/3 complex is it’s part as well.
It is highly conserved 7 protein complex from yeast to human. His main functions are
creation of new “de novo“ actin filaments, actin branched filaments network. Some of
the parasite organisms are capable of missusing its nucleator activity to actively move
inside of host cell. Because of the plant cells are sourounded by the cell wall, which
give them support in creating various shapes and also hinders active movement of the
whole cell body, it is likely that ARP 2/3 complex could be possibly involved in novel
plant specific functions as well. If we think about the different life strategy of plants and
animals we can not ignore all the things these two kingdoms have in common regarding
to cytoskeleton processes. That is the need both for vesicular transport and
endomembrane procceses integrity maintance. These processes could not exist without
actin and tubulin filamentous network. Though because of the evolutionary separation
of plants from animals, there can be some of the proteins (including those in ARP2/3
complex) partially or fully functionally substituted by other proteins. Besides of the
ARP2/3 complex there are several other proteins with ability to nucleate actin filaments
“de novo®, for example formins. It is known the plants have much more formins in their
disposal than the animals have. That could be another clue why mutans in plant ARP2/3
complex do show only mild phenotype. These mild phenotype features include aberrant
moprhology of puzzle-like epidermal cells, twisting and shortening of trichomes,
discontinous hypochotyl cell layers and shortening or twisting of root hairs. Subject of
this diploma thesis is to analyze selected ARP2/3 complex subunits in a matter of it's

localization and possible binding partners.

Key words: actin, cytoskeleton, ARP2/3 complex, Nicotiana tabacum, BY-2



2. Uvod

Rostlinny cytoskelet je stejné tak jako zivociSny, velmi dynamickym systémem, ktery
buriky vyuzivaji pfi riznych procesech, majicich za cil udrzet integritu buriky. Ta zna¢né
zavisi na organizované dopravé bunécného materialu do mist potfeby a od toho
souvisejiciho ovlivnéni syntézy bunécné stény. Bunécna morfologie u rostlin a dalSi
procesy jako vnitrobunécna doprava vackl a endocytéza silné zaviseji na spolupraci
slozitych cytoskeletalnich struktur. Také poloha organel, jako jsou mitochondrie nebo

chloroplasty, je do veliké miry ur€ovana jejich interakci s cytoskeletem.

ProtoZze se tato prace zabyva vyzkumem na rostlinném materialu, u kterého je
existence intermedialnich filament pfi nejmensim diskutabilni, rozumim tu pod pojmem

cytoskelet pouze aktinovou a mikrotubularni slozku.

Ma prace se tykala prfedevSim aktinového cytoskeletu a zaméfil jsem se v ni na
analyzu tabakového ARP2/3 komplexu, ktery nebyl u dosud biochemicky
charakterizovan. Protoze jsou k dispozici jen utrzkovité informace o lokalizaci a mozné
funkci jednotlivych podjednotek ARP2/3 komplexu i komplexu jako celku, zvoli jsem si

jako dva hlavni cile této prace nasleduijici:

1. Lokalizace vybranych podjednotek ARP2/3 komplexu in vivo

2. Funkéni analyza vybranych podjednotek ARP2/3 komplexu in vitro

Diplomova prace navazuje na jiz probihajici vyzkum rostlinného ARP2/3 komplexu
na katedfe Experimentalni biologie rostlin v laboratofi Bunélné biologie a
biotechnologie rostlin pod vedenim RNDr. Katefiny Schwarzerové, PhD. Byl jsem
soucasti tymu vénujiciho se ARP2/3 komplexu. Pro mé experimenty byly vybrany
podjednotky ARPC1, ARPC2 a ARPCS3, jako modelovy organismus buriky Nicotiana
tabacum linie BY-2, které byly chovany v suspenzni kultufe. Pro ucCely pozorovani

nadprodukovanych jednotlivych podjednotek ARP2/3 komplexu ,in vivo® jsem pouzil jiz
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existujici expresni vektory, které obsahovaly jednotlivé podjednotky ve fuzi s GFP a
také jsem jich vyuzil k pfipravé vlastnich expresnich vektorl nesoucich ARPC1 a
ARPC2 podjednotky ve fuzi s mCherry. Dale bylo tfeba vytvofit expresni vektory,
v kterych by byly rekombinantni podjednotky ARP2/3 komplexu oznaceny
polyhistidinovou znacCkou. Poté by bylo mozné jednotlivé podjednotky separovat diky
afinité histidinu k nikelnatym iontdm imobilizovanym na koloné a nasledné s nimi
provadét biochemicka pozorovani. Mezi zamyslenymi pozorovanimi byla napfiklad

kosedimentace purifikovanych podjednotek s cytoskeletalnimi proteiny.

2.1 Aktinovy cytoskelet

2.1.1 Aktin

Aktin je molekulou v prvé fadé znamou diky své uloze pfi svalové kontrakci, kde
je spolu s myosinem zakladni sloZzkou kontraktilniho aparatu. DalSi jeho funkce v buhce
vyplyvaji ze skuteCnosti, Ze je soucasti cytoskeletu. Aktinova mikrofilamenta hraji roli pfi
transportu membranovych vacku skrz bunku, ukotvovani organel, pohybu bunék,
bunécném déleni, zpevnovani bunécnych struktur,podileji se spolu s mikrotubuly na
spravné tvorbé bunécné stény u rostlin a také jsou dulezita v ustanoveni polarity bunék
ve smyslu polarizované sekrece. Jeho znamé funkce byly az do nedavna omezeny
pouze na cytoplasmicky prostor, avSak nedavné studie ukazuji na jeho pfitomnost
v bunéfném jadfe a jako na mozného vazebného partnera v komplexech
remodelujicich chromatin (Chen, Shen, 2007) a v komplexech tvofenych RNA
polymerasami (Hu et. al, 2004; Kukalev et. al, 2005). Ov8em jeho funkce v bunécném

jadre jesté nebyla dostatecné prozkoumana.



2.1.2 Struktura aktinu

Je to globularni protein o velikosti téméf 42 kDa. Patfi mezi vysoce
konzervované proteiny liSici se od sebe jen nepatrné, pokud sledujeme jeho zastupce
od fas az k Clovéku. U vySSich eukaryot bylo zjisténo nékolik az desitky genu pro aktin.
U H. sapiens byly identifikovany 3 zakladni isoformy aktinu zapisované jako a, B ay .
a-aktin se vyskytuje vyhradné ve svalovych burkach, zatimco [(-aktin a y-aktin i
v burikach nesvalovych (Herman, 1993). Hmotnostni spektrometrii (Jonsson et. al.,
2001) z jaderné frakce bylo ur€eno, ze aktin v jadfe je isoforma (. U rostliny A. thaliana
bylo nalezeno 8 isoforem aktinu (McKinney et al., 2002). Aktin se vyskytuje ve dvou

formach zvanych G a F-aktin, mezi nimiz mize pfechazet.

Jeho nepolymerizovana forma jsou globularni bilkoviny aktinu (G-aktin) zatimco
polymerni forma je tvofena mnoha propojenymi aktinovymi molekulami a vytvari tak
filamentum. Takto poskladané aktinové molekuly nazyvame filamentarni formou aktinu,
tedy F-aktinem. Na vlakné rozliSujeme tzv. plus a minus konec. Plus konec je ta ¢ast
vlakna, kde probiha pfidavani novych aktinovych podjednotek a tedy i rust filamenta.
Minus koncem se rozumi opacny konec aktinového vlakna, kde probiha zpravidla

vypadavani aktinovych podjednotek a zkracovani aktinového filamenta.

Aktinova doména je konformaci umoznujici spravnou ATPasovou funkci
vytvofenim ATP-vazebné kapsy uprostfed molekuly. Mezi jeho dulezité vlastnosti patfi
vazba a hydrolyza ATP a s tim souvisejici tvorba a rozpad aktinovych viaken. Pro jeho
fadnou funkci jsou téZ zapotfebi Mg ' ionty. Kazd4d molekula G-aktinu ma jedno
vazebné misto pro ATP, které je situovano uprostfed molekuly a smérovano k minus

konci pokud je inkorporovan do aktinového filamenta.

Konformace monomerniho aktinu (“actin fold”) je dobfe znama. Pravé aktinova
doména je strukturou spojujici aktin a aktinu podobné proteiny (“actin related proteins”)
do jedné velké nadrodiny aktinu. Bylo identifikovano 11 podrodin aktinu podobnych
proteind (ARPs), do nichz byly ARPs zafazeny podle sekvenéni podobnosti s aktinem
(Muller et. al., 2005).



Podil aktinu na celkovém mnozstvi proteind v burice je az 5 %, ve svalovych
bufkach muzZe jeho zastoupeni dosahnout hodnoty az 10% z celkového mnoZstvi
proteind v burfice. Koncentrace aktinu v nesvalovych burikach se pohybuje od 0.1 do 0.5
mM. Ve specializovanych strukturach jako jsou mikroklky to muze byt az 5 mM. V

rostlinnych burikach je koncetrace aktinu 0,1-1mM (Buchanan et al., 2000).

2.1.3 Stavba a vznik mikrofilament

Mikrofilamenta vznikaji diky velkému mnozZstvi nekovalentnich interakci, kdy
dochazi k pfikladani aktinovych monomerl k sobé za vzniku F-aktinu, tedy jeho
polymerni formy. Mikrofilamenta jsou tvofena dvéma vlakny F-aktinu, které jsou okolo
sebe obtoCené. TlouStka mikrofilamenta tvofeného dvojici okolo sebe ovinutych
aktinovych vlaken je pfiblizné 7 nm. Jejich délka je proménliva v zavislosti na
fyziologickém stavu bufiky a mohou dosahovat délky az v Ffadech mikrometra.
Mikrofilamenta jsou polarnimi strukturami, kde je mozné rozliSit tzv. plus a minus konec.
Plus koncem nazyvame tu €ast filamenta, kde pfidavani dalSich aktinovych monomeru
probiha rychleji nez na druhém, minus konci. Aktinova mikrofilamenta vyzaduji pfi svém
vzniku a dalSimu vétveni pfitomnost ARPs (“actin related proteins”). Napfiklad ARP2/3
komplex poskytuje pocatek z kterého probiha napojovani dalSich, uz aktinovych,
podjednotek mikrofilamenta (Mullins et.al, 1998). V pfipadé vétvenych mikrofilament je v
urCitych oblastech inkorporovan komplex ARP2/3, ktery umozfiuje, svym podélnym
priloZzenim k filamentu a naslednou adici dalSich aktinovych podjednotek k sobé, tvorbu
vétveni aktinového vlakna, kdy bo¢né viakno se od "matefského" odchyluje o 70°
(Pollard, Borisy, 2003). Takovym zpUsobem pak mohou vznikat rizné slozité sité, k
jejichz dokonalosti a zpevnéni pak pfispivaji aktin vazajici proteiny jako napfiklad

filamin , a-actinin nebo fimbrin.

Mezi dalSi dulezité proteiny podporujici polymeraci aktinu a vznik mikrofilament
patfi forminy, které se pfi vzniku a organizaci mikrofilament v rostlinach uplatriuji v
mnohem vétSi mife nez u zivoCichl. Forminy jsou v rostlinné fisi velice slibnou rodinou

cytoskeletalnich proteinu, vyskytujicich se v genomu napfiklad u Arabidopsis thaliana v
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poCtu az 20 gend, jejichz funkéni produkty nebyly plné charakterizovany. Kromé
nukleacni aktivity maji i funkci organizace aktinovych vlaken do “kabeld” jejich pFicénym
propojovanim mezi sebou do paralelnich svazki (Ingouff et al., 2005). Nedavné studie
ukazuji na existenci nékolika dalSich proteint ucastnicich se nukleace aktinu jako jsou
Cordon bleu (Cobl), Leiomodin (Lmod), Spire, APC a JMY (Chesarone a Goode 2009,
Firat-Karalar a Welch 2011). Jejich funkce zatim nejsou plné objasnény, ale jejich
spoleCnym znakem je pfitomnost WH2 domeény, ktera jim udéluje afinitu k aktinu. U

rostlin nebyly tyto proteiny dosud zjistény.

2.1.4 Dynamika aktinu

V cytoplazmé eukaryotickych bunék je vzdy urcité procentu aktinu v G-formé a F-
formé. Napfiklad v burikach kukufice je pouze 10% aktinu ve formé F-aktinu a u bunék
tabaku je to jeSté méné,pfedpoklada se cca 1-2% ve fromé F-aktinu (Steiger, Blanchoin,
2006). Pridavani aktinovych podjednotek do mikrofilamenta je burfkou fizeno dle
potfeby pomoci aktin vazajicich proteinl, které svoji pfitomnosti zvySuji &i snizuji
kritickou koncentraci aktinu, coz je pravé takova koncentrace aktinu, ktera je nutna pro
jeho polymeraci a tvorbu mikrofilament. Filament treadmiling je proces popisujici
dynamiku aktinového vlakna, kdy nedochazi k zméné celkové délky, ale k
rovnovaznému stavu, kde se pocet monomert pfidanych k plus konci vyrovna poctu

monomerl aktinu opustéjicich minus konec.

Mezi proteiny vazajici aktin uplatiujici se v regulaci dynamiky aktinu u zivocich
patfi profilin a thymosin. Thymosin vyvazuje aktinové monomery, tim znemoznuje
polymeraci do F-aktinu a zaroven brani hydrolyze & vyméné vazaného nukleotidu.
Naopak profilin kompetuje s thymosinem o aktinové monomery a pokud monomery
navaze, blokuje misto kterym by se normalné mohly vazat k minus konci a tim
zpusobuje adici aktinovych monomeru pfednostné k plus konci, tedy podporuje rust F-
aktinu. Po navazani aktin-profilinového komplexu k F-aktinu dojde k vlivem zmény
konformace k oslabeni vazby mezi profilinem a aktinem a naslednému uvolnéni
profilinu. Po pfidani aktinovych podjednotek do filamenta dochazi po urcité dobé
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k hydrolyze vazaného ATP a vzniku ADP-F-aktinu, jehoz pfitomnost €ini danou oblast
méné stabilni a je pfi€inou postupného rozpadu mikrofilamenta. U rostouciho
mikrofilamenta mdzZeme tedy najit na rostoucim, plus-konci, ATP-F-aktin nebot' nové
navazané aktinové podjednotky jeSté nestihly hydrolyzovat ATP zatimco co zbytek
"starého" filamenta je tvofen jiz ADP-aktinem. Mikrofilamenta in vivo prochazeji velmi
rychlymi zmé&nami v rastu. Jednu chvili rostou rychle, jindy se zastavi a nebo dojde
k jejich rapidnimu odbourani. Tyto déje jsou bunkou velice dobfe regulovany pomoci
aktin vazajicich proteini. Mezi dalSi aktin vazebné proteiny ,ovliviiujici aktinovou
dynamiku, patfi takové, které se vazi podél filamenta (tropomyosin, cofilin) nebo se
pFipojuji ke koncum filamenta. Jako pfiklad Ize uvést proteiny CapZ a tropomodulin, kde
CapZ se vaze k plus konci a tropomodulin k minus konci F-aktinu. Vliv téchto aktin
vazajicich proteinu je bud stabiliza¢ni (tropomyosin) nebo urychluji rozpad aktinového
vlakna (cofilin). Aktin vazajici proteiny (Dos Remedios, 2003) Ize rozdélit do nékolika
skupin, podle toho jakym zplUsobem se vazi k aktinu. Jednou skupinou jsou proteiny
prikladajici se podélné k aktinovému filamentu (gelsolin, ARP2/3 komplex), dalSi
skupinou jsou tzv. Capkovaci proteiny (z angl. “capping proteins”), neboli proteiny
pripojujici se ke koncim filament (capZ, tropomodulin) a posledni skupinou jsou takové,
které vazi monomery aktinu a reguluji tak jejich dostupnost pro polymeraci do filament

(thymosin, profilin).
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Obr.1 Prevzato z (Miller , 2002)

Dendriticky model vzniku aktinovych viaken a rozvétvenych aktinovych siti. Pomoci
protein WASP/Scar je aktivovan ARP2/3 komplex, ktery spolu s aktinem vytvafri
ternarni komplex. Tento ternarni komplex je pak pocatkem rlstu nového filamenta.
V pripadé pfilozeni takto aktivovaného ARP2/3 komplexu k boku jiz existujiciho
filamenta dojde k tvorbé vétveni, které se od matefského vlakna odchyluje o 70 stupnd.
Na obrazku je dale vyznaCena zavislost mezi pfitomnosti ATP v aktinu a stabilitou
vlakna. Také jsou zde uvedeny dulezité proteiny pro dynamiku mikrofilament, profilin a
ADF/cofilin, které povzbuzuji prodluzovani aktinovych viaken (profilin) , nebo naopak
zpusobuji stépeni vliaken na menSi fragmenty (ADF/cofilin), které mohou byt burikou
vyuzity k tvorbé novych aktinovych vilaken rychleji, nez kdyby burky vyrabéla viakno od
zakladu nové. Znazornény jsou téz Capkovaci proteiny(,capping proteins®), které mohou
svou pfitomnosti vlakno stabilizovat a zabranit jeho dalSimu prodluzovani. ARP2/3
komplex je znazornén Cervenou barvou, ATP-aktin svétle modrou, ADP-aktin tmavé
modrou, profilin ¢ernou, ADF/cofilin pomoci ¢erného trojuhelniku a aktivatory ARP2/3
komplexu WASP/Scar zelenym obdélnikem.
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2.1.5 Aktin vazebné proteiny

RozepiSu se tu kratce a obecné& o celé mnoziné aktin vazajicich proteina.
Polymerace a depolymerace aktinu v burnce je fizena velkym mnozstvim aktin
vazajicich proteinu, které mohou dynamiku aktinu ovliviiovat riznymi zpusoby. Mohou
pfispivat ke vzniku aktinovych filament sestavenim nukleacniho centra (ARP2/3
komplex), dale jsou schopny Stépit filamentum na mensi (gelsolin, cofilin), ¢imz urychluji
prestaveni aktinového skeletu, uplatfiuji se pfi vzniku slozitéjSich mikrofilamentalnich
uspofadani jako jsou aktinové sité (ARP2/3 komplex) &i stresova vidakna a také
disponuji tzv. sequestracni aktivitou (thymosin, profilin), nebo-li schopnosti vazat
monomerni aktin takovym zpusobem, ktery budto brani polymeraci omezenim
dostupnosti G-aktinu (thymosin), nebo podporuje pfidavani G-aktinu k plus koncim
filament, ¢imz polymeraci napomaha (profilin). VétSina z nich vytvafi pouze binarni

komplex spolu s aktinem, ale nékterée i ternarni.

Aktin vazajici proteiny o vazbu s aktinem vétSinou kompetuji (u zivoc€ichu: profilin,
thymosin). Profilin byl u rostlin prokazan,kdezto thymosin nikoliv. ProtoZze mezi né patfi
obrovsky pocet proteinl, které jsou mnohdy co do struktury zcela odliSné, neni
rozdéleni aktin vazebnych proteind do hierarchicky odliSenych skupin jednoduchou
zalezitosti. SpiSe by to vzhledem k velkému poctu &lend, nebylo praktické. Nabizi se
moznost roz€lenit je podle toho, zda se vazi k monomernimu ¢i polymernimu aktinu a

podle toho jaky maji efekt na dynamiku aktinu.

Dos Remedios s kolegy ve svém review (Dos Remedios et. al., 2003) takto rozdélili

aktin vazebné proteiny do 7 skupin:
1. Monomer-vazajici proteiny, které brani polymeraci aktinu
(napf. thymosin (34, DNase )
2. Filamentum-depolymerizujici proteiny (napf. CapZ, cofilin)
3. Tzv. Eapkujici proteiny, které se vazi na plus a minus konce filament

(napf. CapZ, tropomodulin)
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4. Proteiny vazici se ke stranam filamenta, ¢imz zpUsobuiji jeho rozdéleni na

kratSi filamenta (napf. gelsolin)

5. Proteiny, které obsahuji alespon dvé vazebna mista pro aktin a vytvari tak
aktinoveé sité (napf. ARP2/3, fimbrin)

6. Stabilizacni proteiny, které se vazi ze strany k filamentu a brani jeho rozpadu.

(napf. tropomyosin)

7. Motorové proteiny, které vyuzivaji F-aktin jako drahu po které se pohybuiji.

(myosiny)

Z predchazejiciho vyctu pfikladl je nutno fici, ze rostliny nedisponuji nékterymi z

uvedenych proteinl a to: thymosin, CapZ, tropomodulin.
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3. ARP2/3 komplex

3.1 Struktura ARP2/3 komplexu

ARP2/3 komplex se sklada z 7 podjednotek a je vysoce konzervovanou
strukturou od kvasinek az po Clovéka. Mezi podjednotky patfi 2 proteiny z rodiny Actin
related proteins ARP2 a ARP3 a dalSich 5 mezi sebou nepfibuznych proteinit ARPC1-
ARPC5. Vysokou konzervovanost komplexu dokresluje i to, ze mezi riznymi organismy
ma vzdy 7 podjednotek, které se daji mezidruhové kombinovat a vzdy je vysledkem
funkéni ARP2/3 komplex. Takovéto pokusy byly provedeny napfiklad mezi
kvasinkovymi-rostlinnymi podjednotkami a rostlinnymi-zivo€iSnymi podjednotkami
(Hussey et al.,2006).

Poprvé byl izolovan z organismu Acanthamoeba castellanii diky své vysoké
afinité pro aktin vazajici protein profilin (Machesky et al.,1994). Nasledné byl izolovan i
z dalSich organism( v€etné Clovéka a kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Welch et
al.,1997a,Ma et al. 1998, Rohatgi et al.,1999, Winter et al., 1997). Na obr. 2 je uvedena
krystalova struktura hovéziho ARP2/3 komplexu.

Jelikoz bylo nazvoslovi podjednotek zpocCatku zavad§jici, diky rizné molekulové
hmotnosti podjednotek u riznych druht organismu, bylo ustoupeno od pojmenovavani
podle molekulové hmotnosti a zaved| se termin ARPC=ARP2/3 complex component.
Tedy napfiklad misto p40 pouzivame nyni vyraz ARPC1 a pro nejmensi podjednotku
misto p16 je uzivano ARPC5 (Pollard et al., 2000).
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Obr.2 Model krystalové struktury hovéziho ARP2/3 komplexu. Pfevzato z (Robinson et
al., 2001). Na modelu Ize vidét barevné odlisené podjednotky ARPC1 (p40), ARPC2
(p34), ARPC3 (p21), ARPC4 (p20), ARPCS (p16) a ARP3 s ARP2.

Table 1. Comparison of amino-acid similarity of Arabidopsis ARP2/3 complex subunits with their counterparts
from other organisms

% amino-acid identity

Subunit AtDB Acc. No Ce Dd Dm Hu Sc Sp
ARP2 At3g27000 60 63 &1 62 5 53
ARF3 Atlg13180 56 59 57 59 53 55
"ARPC1a Al2g30910 a9 43 a7 41 ) 34
*ARPC1b At2g31300 38 43 24 42 2 a4
“ARPCZ Atlga0azs — 33 26 26 28 26
ARPC3 Al1g60430 41 4 40 47 » 43
ARFPC4 Aldg14140 48 68 61 57 —_— 49
ARPCS Atdgli1710 32 | a5 32 43 25

Ce, Caenorhabditis elegans, Dd, Diclyostelum discoideum; Dm, Drosophia melanogaster, Hu, Humans, 3¢, Saccharomyces cevevisiae, 3p,

Schizosacchammyces pombe.
*The ARPC1/p41 homolog is encoded by 2 genes (designated a and b) arranged in reverse orientation and in close pradmity &7
“*Two genes are also reported for the ARPC2 Subunit in Arabidopsis (ATARPC2B) and rice (OSARPC2B). ™

Pfevzato z (Mathur, 2005).

Tab. 1 Ukazuje srovnani podobnosti aminokyselinové sekvence podjednotek ARP2/3
komplexu z A. thaliana vuci jejich prot&jSkum v jinych organismech.Potvrzuje vysokou
konzervovanost podjednotek ARP2/3 komplexu napfi¢ druhovym spektrem organisma.
U jednotlivych podjednotek jsou uvedeny hodnoty v % podle toho , do jaké miry je jejich
sekvence pfibuzna ostatnim organismim, uvedenym v tabulce.
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3.2 Funkce ARP2/3 komplexu v zivoéiSnych a kvasinkovych bunkach

U Zivocichu byla zdokumentovana fada procesu, v kterych hraje ARP2/3 komplex
zasadni roli a jeho nedostatek znamena pro bunky smrt, nebo vazné rustové poruchy.
Mezi jiz znamé funkce patfi ,de novo® vznik aktinovych filament a tvorba aktinovych
vétveni. Pravé této vlastnosti vyuzivaji bunky k tvorbé tzv. ,patches®, coz jsou velmi
jemné sité aktinovych vlaken, umisténych v blizkosti plazmatické membrany bunék.
Jsou dulezité pro endocytické pochody, bunétné pohyby (tvorba lamelipodii,
podosomu, invadopodii), pfipadné pro migraci celych bunék pfi imunitnich reakcich ¢i
obnové tkani. Také je dulezity pro pohyb vackl skrz bufiku a jest vyuzivan nékterymi
patogeny. Byl nalezen nitrobunélny parazit Listeria monocytogenes, disponujici
proteinem ActA, ktery zneuziva moznosti ARP2/3 zavislé polymerace aktinu k aktivnimu
pohybu uvniti hostitelské bunky polymeraci aktinu na jednom z pélU burnky (Welch et
al., 1997b). DalSim takovym parazitem vyuzivajicim ARP2/3 polymeraci aktinu je
Shigella (Egile et al., 1999) nebo enteropatogenni E. coli, ktera svymi proteiny aktivuje
v hostitelské burice ARP2/3 zavislou polymeraci aktinu, ktera vede k tvorbé podstavce,
kterym se E.coli necha ¢aste¢né obrlst a zvySi tak svou adhezi ke tkani (Caron et al.,
2006).
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Prevzato z (Pollit et al., 2009) Obrazek ¢. 3 ukazuje hlavni cestu aktivace ARP2/3
komplexu prostfednictvim aktivatotového komplexu SCAR/WAVE, ktery za pomoci
klicovych proteind HSPC300 a SCAR aktivuje ARP2/3 komplex a €inni ho tak vysoce
afinni pro aktin, na tomto obrazku se toho vyuziva k tvorbé aktinovych vétveni
v lamelipodiich, pomocich kterych dochazi k migraci bunék. Obrazek ¢. 4 popisuje
v horni ¢asti aktivaci ARP2/3 komplexu, ktery zpusobi lokalni polymeraci aktinu, ¢ehoz
je vyuzito k pohonu vackd, jejichz povrch osidlil aktivaéni komplex protein N-WASP.
Ve spodni ¢asti je pak popsano vyuzivani ARP2/3 zavislé polymeraci aktinu k aktivnimu
pohybu parazita Shigella uvniti hostitelské buriky. Jako aktivator ARP2/3 komplexu

vyuziva Shigella své vlastni proteiny IcsA/VirG.
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neck of endocytic pits

* Any subsequent actin polymerisation might provide Obr. 6
a mechanical force to pinch off endosomes

Obr.5

Prevzato z (Pollit et al., 2009) Obrazek €. 5 ukazuje vyuziti polymerace aktinu, ktera
posyktuje dodate€nou mechanickou silu k odtrzeni clathrinového vacku pfi
endocytickych pochodech. Aktivator ARP2/3 komplexu N-WASP je soustfedén ve
vznikajicim za8krceni plazmatické membrany do stejného mista, kde se vyskytuje
dynamin. Nasledné dochazi k polymeraci aktinu na smérem od ARP2/3 komplexu.
Obrazek ¢&. 6 vysvétluje pouziti ARP2/3 zavislé polymerace aktinu pfi tvorbé podosoml
a invadopodii, které jsou vytvareny pfi pohybu bunék tkanémi &i vnikani rakovinnych

bunék do tkani. Vyuzito je opét aktivatoru N-WASP.
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Obr. 7

Prevzato z (Pollit et al., 2009) Obrazek &. 7 popisuje v |évé i pravé Casti ulohu ARP2/3
zavislé polymerace aktinu pfi formovani podstavce, kterym se enteropatogenni bakterie
obaluji pfi své adhezi na povrch stfevnich epitelii. Bakterie produkuji proteiny Tir a
EspFU, které aktivuji nepfimo (Iéva Cast obrazku) nebo pfimo (prava Cast) a vazi k sobé

aktivator N-WASP, diky kterému muze probéhnout ARP2/3 zavisla polymerace aktinu.
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V kvasinkach byla dolozena pfitomnost ARP2/3 komplexu v membranovych
procesech bunky jako je tvorba vesikulu v trans-Golgi (Carreno et al., 2004), regulace
transportu vackd mezi ER a Golgi (Luna et al., 2002; Matas et al., 2004), fzi vakuol
(Eitzen et al.,, 2002) a endocytéza (Merrifield, 2004; Ayscough, 2005). Také pohyb
mitochondrii a jejich morfologie, nesou zna¢né diference, pfi mutovanych ARP2 a

ARPC1 genech, oproti nenaruSené funkci téchto genu (Boldogh et al., 2001).

V dalSich modelovych organismech jakymi jsou C. elegans a D. melanogaster
byla duleZitost ARP2/3 komplexu potvrzena poukazujic na vazné vady v embryonalnim
vyvoji majici za dasledek smrt embrya (Hudson a Cooley, 2002). V pfipadé C. elegans
bylo podavanim RNAi proti jednotlivym podjednotkdm ARP2/3 komplexu dosazeno
inhibice migrace hypodermalnich bunék (Sawa et al., 2003). Dale mutanti v genech pro
ARPC1 a Scar zpUsobily u D. melanogaster poruchy v rozmistovani interfazového
jadra, jaderné morfologie a naruseni normalniho rozmisténi AF béhem oogeneze
(Zallen et I., 2002). Vyfazeni genu pro Scar/WAVE ma za nasledek inhibici tvorby
lamelopodii a filopodii u bunéénych kultur D. melanogaster. Také bylo ukazano, ze
v takovychto bunkach klesl podil F-aktinu (Biyasheva et al., 2004). Pokles v populaci F-
aktinu byl také zjiSten v pfipadé D. discoideum s poruSenym genem pro Scar. Kromé
poklesu F-aktinu byla zaznamenana redukce procesu jako makropinocytéza,

fagocytdza a tvorba endosomu (Seastone et al., 2001).

Jelikoz jakékoliv zasahy do ARP2/3 komplexu maji za nasledek deregulaci F-
aktinu a na ném zavislych membranovych procesu, setkavame se u zivocisnych a
kvasinkovych bunék se silnou fenotypovou odezvou, ktera se projevi budto zastavenim

rustu, nebo smrti organismu.
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3.4. Funkce ARP 2/3 komplexu v rostlinach

Rostlinné buriky vSak,narozdil od zZivo€iSnych €i kvasinkovych,nevykazuji silny
fenotyp v pfipadé naruSeni gend pro ARP2/3 komplex, nebo jeho aktivacni drahy
Scar/WAVE. Jelikoz nebyl rostlinny ARP2/3 komplex dosud izolovan a biochemicky
charakterizovan, nezbyva nez usuzovat na jeho funkce z analyzy mutantd, ktefi
vykazuji podobny fenotyp. Tyto mutanty fadime do tzv. skupiny ,DISTORTED". Jedna
se 0 mutanty A. thaliana , u kterych byla spoleénym znakem deformace trichomu,
defekty v morfologii pokozkovych bunék a odlupovani hypokotylovych epidermalnich
bunék. Nékteré ztéchto efektl poruchy ARP2/3 komplexu mohou vyvolat i aktin
depolymerujici drogy (Mathur et al.,1999,Saedler et al., 2004). Kromé vySe popsanych
zmén, pozorovali néktefi védci i naruseni morfologie a rlstu kofenovych viaska (Mathur
et al.,2003). Mutantni formy pro geny kodujici ARPC1 a ARPC3 podjednotky se zatim
nepodafilo zjisti. Spekuluje se o tom, Ze by tyto mutace mohli byt pro embryo letalni

stejné tak jako pro zivocCichy (Deeks a Hussey, 2005).

Podjednotka |Mutace Publikovano v
ARP2 wurm Le et al., 2003, Li et al.,2003,Mathur et al.,2003
ARP3 distorted1 Le et al.,2003, Li et al.,2003,Mathur et al.,2003
ARPC1 neni znama  |.....
ARPC2 distorted2 Saedler et al.,2004, El Assall et al.,2004
ARPC3 neni znama  |.....
ARPC4 |..... Li et al.,2004
ARPC5 crooked Li et al.,2003,Mathur et al.,2003
SCAR2 distorted3, itbl |Basu et al.,2005,Zhang et al.,2005

Brembu et al.,2004,El Assal et al.,2004, Deeks et
NAP1 gnarled al.,2004
PIR121 pirogi Basu et al.,2004,Brembu et al.,2004

Brembu et al.,2004,Djakovic et al.,2006,Le et
HSP300 brickl al.,2003
Tab.2
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Tabulka ¢.2 podava prehled popsanych mutantd v ARP2/3 komplexu a Scar/WAVE

komplexu (pfevzato z FiSerova,Ph.D. thesis, Charles University in Prague, 2006).

Trichomes

Pavement
Cells

Hypocotyl
Cells

Root hairs

Wild-type Mutant

Figure 2. Diagramatic representation of four model epider-
mal cell types from wild-ty pe Arabidopsis and the four identified
ARP mutants shows common cell shape defects that accrue in
the mutants.®'® Mutant trichomes are distorted whereas
pavement and hypocotyl cells lose contact with neighbors and
have spaces in between (arrows in pavement cells). The
hypocotyl expansion and curling (arrows) as well as root-hair
elongationferinkling defects can be further augmented by
altering growth conditions for the mutants.®™ Occasionally in
some mutant trichoblasts (root-hair initials) more than one
points of tip-growth may be visible (arrow).

Obr. 8

Prevzato z (Mathur, 2005)

Obrazek €.8 ukazuje spole¢né znaky mutantd ze skupiny DISTORTED. Jedna se

predevS§im 1. o tvorbu kratSich,zdeformovanych trichomu, 2. poruSeni morfologie
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pokozkovych bunék, 3. tvorba nesouvislé vrstvy hypokotylovych bunék, 4. kratSi a

zvinéné kofenove vlasky.

Jelikoz rostlinna embrya nevykazuji zasadni vyvojové defekty v pfipadé
mutovanych podjednotek ARP2/3 komplexu, ani se tato skuteCnost nijak vyraznéji

neprojevuje na dospélé rostliné, mizeme z toho vyvodit teoreticky 2 zavéry.

Budto je funkce ARP2/3 komplexu ve zbytku rostlinného organismu plné
nahrazena jinymi proteiny (napfiklad forminy), nebo se uc€astni jinych dosud
nepopsanych procesul, které mohou interferovat s normalnim vyvojem pozorovanych
mutantnich fenotypu. Rostliny nejsou narozdil od Zivo&ichu zavislé na funkcich ARP2/3
komplexu spojenych s motilitou a tudiz by v pribéhu evoluce mohlo dojit i k ziskani
novych funkci, které by byly pro rostlinou bunku ,uzite€néjsi“. MUze se jednat o funkci
komplexu jako celku, nebo by mohly nékteré jeho podjednotky fungovat samostatné,

pfipadné v komplexu s jinymi proteiny.

Ovsem pozorovany fenotyp deklaruje dulezitost ARP2/3 komplexu minimalné ve
vztahu morfologie trichomu,pokozkovych bunék,hypokotylovych bunék a kofenovych
vlaskl. Jelikoz je morfologie rostlinné burnky urena vyhradné zpusobem syntézy a
ukladani bunécné stény, vysvétluje se pozorovany fenotyp narusenim polarizované
sekrece (Yuan Qina, Zhenbiao Yang, 2011). A i kdyZ neni naruSena biosyntéza
bunécné stény, je jeji rist nerovhomérny a membranovy transport vedouci k povrchu
buriky do jisté miry disregulovany. Skute¢né byla zjisténa zménéna distribuce F-aktinu
v burikach trichomu a taktéz pokles tzv. ,actin patches®, které jsou pro membranovou

dopravu dulezité (Hepler et al., 2001; Qualmann et al., 2000)

Dynamicka sit' aktinovych ,patches® je pfitomna jak ve vrcholové rostoucich
kofenovych vlascich,pylovych lackach, trichomech, tak v difdzné rostoucich burikach
jako jsou pokozkové nebo hypokotylové bunky (Fu et al., 2001, 2002; Jones et al.,
2002). K regulaci téchto aktinovych struktur pfispiva skupina Rho GTPasam podobnych
proteind, které jsou specifické pro rostliny a oznacuji se souhrnnym nazvem jako ROP
GTPasy z angl. ,Rho related GTPases of plants“ (Fu et al., 2001; Gu et al., 2003; Lee et
al., 2008)
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3.5. Aktivace ARP2/3 komplexu

ARP2/3 komplex sam o sobé postrada plnou aktin nukleujici aktivitu, hlavné diky
tomu, ze ARP2 a ARP3, které jsou v neaktivhim komplexu pfilis daleko od sebe
nemohou simulovat aktinovy dimer, ke kterému by mohlo pokracovat dalSi pfidavani
monomerického bunécného aktinu. Tedy aby zacalo vznikat aktinové filamentum, je
zapotiebi nejen pfitomnosti ARP2/3 komplexu,ale i dalSich protein(, které zpusobi svou
vazbou konfomacni zmény v ramci ARP2/3 komplexu, které ho uvedou z inaktivni do
aktivni formy. Takovéto proteiny obecné nazyvame nukleacni faktory (z angl. nucleating
promoting factors), fadi se mezi né proteiny a proteinové komplexy jako WASP, N-
WASP,Scar/WAVE, Abplp,Panlp.

V pfipadé zivocichu je ARP2/3 komplex aktivovan pfedevS§im pomoci WASP,
N-WASP (Yarar et al.,1999;Rohatgi et al., 1999) a Scar/WAVE (lbarra et al., 2005) . U

kvasinek byla aktivace podporovana ¢innosti Abp1p,Pan1p (Duncan et al., 2001).

U rostlin je znam pouze jeden aktivator ARP2/3 komplexu a tim je Scar/WAVE
(Machesky and Gould, 1999). Scar/WAVE funguje jako komplex sestavajici se z dalSich
4 proteinu, HSP300,Nap1,Abi1,Pir121 (Brembu et al.,, 2004; Eden et al., 2002;
Gautreau et al., 2004; Innocenti, 2004). V souCasnosti pfeviada pozitivni model
regulace, kdy funkce NPF (WASP,N-WASP.Scar/WAVE) je stimulovana vazbou malych
proteinl patficich do skupiny GTPas (Steffen et al., 2004; Innocenti et al., 2004).
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Actin nucleation by WASP and SCAR/WAVE

F-actin am
—  Am2/3complex
MN-WASP

SCAR1-3/WAVE1-3
{ P'FO-TICh _.-.“

Binding partners by domain

Domain Binding partner
] Amp2/3 complex

[WEZ Monomeric actin

[Pro-ich ] Nck, Grb2, Tocat, cortactin, IRSp53, Abi2
[_CHIE ] Cdcd2

Ptdins(4,5) P, anionic phospholipids

WHT WIP, CR16, WICH
C—SA0 SCARMWAVE regulatory complex

Obr.9

Prevzato z (Pollit et al.,, 2009) Obrazek 9 popisuje strukturu NPFs (,nucleation
promoting factors®) s dirazem na dulezité vazebné domény pro potfebné pro aktivaci
ARP2/3 komplexu. Zcela zasadni jsou domény WH2, které vazi aktin, dale domény A
vazici ARP2/3 komplex a domény CRIB, jejichz vazbnym partnerem je protein Cdc42
ze skupiny malych GTPas, které hraji kliCovou roli v regulaénich pochodech. U rostlin
zname pouze SCAR/WAVE zavislou aktivaci ARP2/3 komplexu.
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4. Material

4.1. Bakterie E.coli DH5- alfa

K mnozZeni DNA za ucelem jeji extrakce byly uzivany bakterie E.coli linie DH5
alfa péstované v médiu LB (1% pepton-soja, 0.5% kvasni¢ni extrakt, 1%NaCl, pH=7.5)
pfi 37°C.

4.2. Bakterie E.coli Rosetta- 2

Za ucCelem exprese rekombinantnich proteint byla pouzita kultura E.coli linie

Rosetta 2, ktera byla péstovana v tekutém LB médiu pfi 37°C.

4.3. Bakterie E.coli BI- 21

Linie BI-21 E. coli byla taktéz pouzita pro produkci rekombinantnich proteinu.

Bakterie byly péstovany na tekutém LB médiu pfi 37°C.

4.4. Rostlinné buriky Nicotiana tabacum BY- 2

Rostlinné buriky tabaku linie Bright yellow (BY-2) byly vybrany pro pokusy tykajici
se imunolokalizaci, pfechodnych expresi rekombinantnich proteini pomoci biolistiky.
Suspenze bunék Nicotiana tabacum BY- 2 byla péstovana v Erlenmayerovych barikach
v 30 ml tekutého media MS (slozeni vtabulce ¢€.3) pfi 25°C vtemné komofe za
soucasného tfepani (Nagata et. al, 1992). Bunky byly pasazovany 1x tydné. 1ml tyden

staré suspenze bylo dano do 30 ml €erstvého média v nové Erlenmayerové barnce.
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5. Metody

5.1 Prace s DNA

5.1.1. Priprava rekombinanatnich proteint

Pro rekombinantni podjednotky ARP2/3 komplexu obsahujici poly-histidinovou
znaCku byl pouzit vektor pET28b, ktery byl modifikovan restrikCnim Stépenim a
naslednou ligaci inzertu zplsobem zajistujicim vznik rekombinantniho proteinu s His-
tag na N-konci. Takto byly pfipraveny podjednotky ARPC1, ARPC2 a ARPC3. Tyto

konstrukty jiz byly k dispozici, zhotoveny mymi pfedchddci.

5.1.2. pET28b vektor

Plastid od firmy NOVAGEN (katalogové €. 69865-3), byl pouzit pro expresi
podjednotek ARP2/3 komplexu v bakteriich (podrobna mapa viz. pfiloha). Vektor
obsahuje lac operator, slouzici k inaktivaci exprese vlozeného genu v nepfitomnosti
IPTG. V pfitomnosti IPTG dochazi k jeho vazbé na represor lac operonu a uvolni DNA
pro RNA polymerasu, ktera zacne s transkribci vloZzeného genu. Dale obsahuje 2
sekvence kodujici 6 za sebou se opakujicich histidind, které jsou umistény na opacnych
koncich polyklonovaciho mista (z anglického multi clonning site). Dale obsahuje plastid
T7 promotor a terminator, jejichz sekvence jsem vyuZil pro kontrolni sekvenci

konstruktd. Koédovana je téz rezistence k antibiotiku kanamycin.

5.1.3. Priprava podjednotek ARP2/3 komplexu ve fuzi s GFP nebo mCherry
Pro pokusy s imunolokalizaci a pfechodnou expresi byly zhotoveny konstrukty

ARPC1, ARPC2, ARPC3 ve fuzi s GFP (Green fluorescent protein) a mCherry, které

byly klonovany do expresniho vektoru pGreen. Pouzivany byly vyhradné N-terminalni
fuze proteinl s GFP a mCherry,a to ze sterickych divodu. ARPC1-GFP, ARPC2-GFP,
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ARPC3-GFP byly zhotoveny mymi predchidci, kdezto ARPC1-mCherry, ARPC2-

mCherry a ARPC3-mCherry jsem pfipravil samostatné.

5.1.4 Vektor pGreen s GFP nebo mCherry

Vektor pGreen 0029 (podrobna mapa v pfiloze) je binarni vektor nesouci
kanamycinovou rezistenci, gen lacZ pro modrobilou selekci a polyklonovaci misto.
Vektor upraveny v nasi laboratofi (L. Fischer, nepublikovano) nese dale sekvenci pro
GFP nebo mCherry, tak aby po vlozeni insertu byly tyto fluorescencni proteiny na N-

konci vznikajiciho fuzniho proteinu.

5.1.5 Izolace plasmidové DNA

Izolace plasmidové DNA se provadéla 2 zplUsoby. Pokud bylo potfeba ziskat
DNA v malém mnozstvi pfi maximalni Cistoté pro potfeby sekvenovani a dalSich
molekularné biologickych manipulacich, byla DNA z bakterialni suspenze ziskana kitem
MINIPREP od firmy FERMENTAS. Pokud bylo potfeba DNA vétSi mnozstvi a
nezalezelo tolik na jeji Cistoté, napfiklad v pfipadé pfipravy biolistickych naplni, byla
DNA z bakterii ziskana kitem MIDIPREP (JETSTAR 2.0, 210250) od firmy GENOMED.

Princip izolace v obou pfipadech vychazi ze skuteCnosti, Ze DNA v alkalickém
prostfedi denaturuje a pfi neutralizaci a nasledné renaturaci DNA, zrenaturuje pouze
mala plasmidova kruhova DNA, kdezto chromosomalni dlouha DNA zlstava
v denaturované podobé a lze ji ze vzorku odstfedit a odstranit. Ziskana plasmidova
DNA je pak k dispozici v pomérné Cisté podobé a lze ji dale zakoncetrovat pomoci

srazeni v isopropylalkoholu a nasledném suseni a rozpusténi v malém mnozstvi vody.

5.1.6. Agarosova elektroforéza DNA

Za ucelem izolace a ovérovani pfitomnosti fragmentu DNA po kontrolnich PCR
(,polymerase chain reaction®) Ci restricknich Stépenich byla provadéna elektroforéza
v agarosovém gelu o koncentraci 1.2% v 0,5x koncetrovaném TAE pufru. Elektroforéza

probihala horizontalné 40 min pfi napéti 100V. DNA byla vizualizovana fluorescen¢nim
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barvivem GelRed o koncetraci 10 ul/100 ml roztoku gelu. Barvivo bylo pfidano do

agarozoveho gelu jesté pred ztuhnutim.

5.1.7. Vizualizace vysledku elektroforézy DNA

Fluorescencni barvivo gel-red v agarosovém gelu umoznuje vizualizaci DNA
rozdélené v gelu. Svou interkalaci do DNA a naslednému vystaveni takového vzorku
excitanimu UV-zafeni zpUsobi méfitelnou emisi, kterou Ize vyfotit digitalnim

fotoaparatem.

5.1.8. Test pritomnosti rekombinatni DNA ve vzorku pomoci PCR

Pro ucel ovéreni pfitomnosti rekombinatni DNA podjednotek ARP2/3 komplexu
byla pouzita metoda PCR (,polymerase chain reaction®), ktera dovoluje na zakladé
specifickych primera pro jednotlivé podjednotky a jejich amplifikace, ur€it pfitomnost ve

vzorku.

PCR program:

Program pouzit na pfistroji TC-200 znacky MJ research.

1.94°C 3:00 denaturace vzorku (kvuli uvolnéni DNA z bakterialnich bunék)
2.94°C 0:30 denaturace DNA

3. 55°C 0:45 nasednuti primert ke komplementarnim sekvencim ve vzorku DNA

4.72°C 1:30 syntéza DNA, elongace

o

.goto 2. 30x pocet opakovani cyklu

»

. 72°C 10:00 dosyntetizovani DNA

~

. 4°C for ever, uchovani DNA
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pouzité primery:

357E2 NARPC11F

5-AGG ATC CAATGG CAG CAASTT CAG TAC A-3
357E3 NARPC11R

5-TAA GCT TTC ATA RAT AGT CYA ATAAAT CTT CTT-3
357E6 NARPC2F

5-AGG ATC CAA TGA TAT TAC TGC AAT CTC CCT-3
357E7 NARPC2R1

5-TAA GCT TCT ACT TCC AAC TTC GCG AAC-3

Vyrobeny ve spole¢nosti GENERI BIOTECH.

slozeni smési chemikalii pro PCR:

Slozeni jedné PCR reakce o objemu 40pl
Taqg pol pufr s (NH4)2SO4 10x | 4pl
deoxyribonukleotidy 10mM | 0,8l
MgCl, 25mM | 2,664l
Taq pol 1,25U | 0,33yl

. 2X
primery 10uM 1,331
dH,0 26,66l
trocha bakterii z kolonie
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40ul PCR smési/vzorek bakterialni kultury
20 ul PCR smési/vzorek izolované DNA

Pufr pro Taq pol s (NH4).SO,4: 10x PCR pufr obsahoval 750 mM Tris-HCI (pH8,8), 200
MM (NH4)2S0O4, 0,1% Tween20

Obr.10

Obrazek 10 ukazuje pozitivni vysledek ovéreni pfitomnost inzertu ARPC1 a ARPC2
v testovanych koloniich, kterého bylo dosazeno pomoci PCR. Na gelu je vidét celkem 9
pruh(, z nichz prvni tfi odpovidaji rozdélené DNA o velikosti 1100-1200 bp a dalSich 6
pruht odpovida rozdélené DNA o velikosti 900-1000 bp, tyto hodnoty jsou odpovidajici
podjednotkam ARPC1 a ARPC2. Byl pouzit 100 bp marker jehoz 2 nejjasnéjsi pruhy
v gelu odpovidaji velikostem 500 bp a 1000 bp (SM0322 od firmy Fermentas).
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5.1.9. Biolistika, prechodna exprese metodou ,,Gene-gun*

Pro pfechodnou expresi a vizualizaci vybranych podjednotek ARP2/3 komplexu
N Vivo“ jsem pouZzil metodu ,,Gene-gun®, zalozenou na moznosti vstfelit rekombinatni
DNA, ktera je navazana na Casticich zlata pomoci plynové pistole (Helios gene gun, od
BIORAD, katalogové Cislo 165-2431) do jader zkoumanych BY-2 bunék. Po urcité dobé
(zalezici i na délce insertu) dojde k expresi a nadprodukci daného rekombinatniho

proteinu v transformovanych burikach.
Pfiprava naplni do plynové pistole je shrnuta v nasledujicich bodech:

1. ZvazZeni zlatych ¢&astic (1uym c&astice od BIORAD) v mnoZstvi 15 mg/délku

plastové tuby, ktera po rozstfihani vyprodukuje cca 50 naplni.

2. Resuspendovani zlata v 70% ethanolu, ponechani po dobu 15 minut.
3. Centrifugace pfi 1000g 15 sekund.

4. Promyti vodou 3x, po kazdém promyti centrifugace 1000g 15 sekund.

5. Resuspendovani v 500 ul 50% gycerolu. V této fazi smi byt zlato ponechano

libovolnou dobu v lednici.
6. Promyti vodou 2x, centrifugace po kazdém promyti 1000g 15 sekund.

7. Zamichani zlata do 100 pl 0.05 M spermidinu (0.05 M spermidin byl pfipraven
smichanim 10 pl spermidinu z -70C s 1264 ml vody).

8. Voretexovani 2 sekundy, sonikovani ve vanicce s vodou 2x 30 sekund.
9. Pfidani plasmidové DNA do roztoku v mnozstvi 50 ug na jedno potazeni tuby.
10.Vortexovani suspenze po dobu 5 sekund.

11. Po kapkach pfidavani 100 pl 1 M CaCl, , vortexovani po kazdé kapce.

Ponechani po dobu 10 minut kvuli precipitaci.

12. Promyti peletu 3x v 100% ethanolu., centrifugace 1000g, 5 sekund.
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13. Resuspendovani v 0.05 mg/ml PVP v 100% EtOH a prfeneseni do 10 ml
plastikové trubi€ky. Na 1 mg zlata pfipada 0,12 ml PVP.

14. Vystfizeni ziletkou dostatecné dlouhého kusu plastikové trubiCky a nasazeni do

drzaku. Pfedsuseni platoveé trubicky 15 minut dusikem pfi rychlosti 0.35 I/min.

15. Vyjmuti pfedsusSené plastové trubiCky a pfipevnéni injekéni stfikaCky s jemnou

hadi¢ou na konci.

16..Vertikalni  otoCeni trubicky s pfipojenou stfikatkou a nasati dobre
resuspendovaného, pfipadné sonikovaného roztoku zlata s navazanou DNA. Nutné

okamzité umisténi tuby do horizontalni polohy a nasazeni do drzaku.

17. Ponechani 30 minut v klidu za poc€ateCniho nékolikanasobného pootocCeni
trubiCkou o 180 stupnd, kvuli lepsSi distribuce zlatych partikuli po sténé tuby.

Stfikacka musi zlstat nasazena. Dulezité je aby byl roztok uvniti bez bublin.

18. Po uplynuti 30 minut, opatrné odsati roztoku a napojeni tuby na hadici

s dusikem. Profukovani dusikem po dobu 5 minut.

Vyrabéni naplini (naboju) do plynové pistole pomoci fezaCe s Ziletkou usekavajic
z plastové trubicky stejné dlouhé Casti s rovnymi zakonCenimi, které se dale davaji do
zasobniku biolistické pistole. Skladovani naplni v plastovych 15ml zkumavkach s dnem
obsahujicim hydroskopickou latku a s vickem uzavienym parafiimem proti vzniknuti

vlhkosti, ktera snizuje uspésnost strelby.
Pfiprava bunék pro transformaci biolistickou metodou

Tfi dny rostlé bunky BY-2 (cca 3 ml) byly pipetou po kapkach naneseny, za
soucasného odsavani olejovou pumpou na koleCko z vystfizeného filtraéniho papiru,
které bylo pevné vsazené do filtratniho zafizeni. Po utvofeni souvislé vrstvy bunék,
bylo koleCko pinzetou pfeneseno do Petriho misky obsahujici agarové MS médium.
Poté byly bunky ponechany nékolik hodin 5-16 pro docileni plné exprese

rekombinantniho proteinu.
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Stfileni naplni s rekombinantni DNA do bunék:

1.

2.

Naplnéni zasobniku od pistole naplnémi obsahujici rekombinantni DNA.
Pfipojeni pistole k heliové bombé a nastaveni tlaku na 150 psi.
Prvni vystfel naprazdno kvuli ustaleni tlaku v pistoly.

Dalsi vystrely 2x ze stejné naplné. Vzdy do stfedu petriho misky obsahujici bunky

na filtraénim papiru umisténém na pevném MS médiu obsahujicim agar.

Zaparafilmovani petriho misek a ponechani pro potiebou dobu exprese. V mém

pripadé obvykle 6-7h nebo pfes noc (16h).
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5.1.10 Priprava expresnich konstruktit ARPC1, ARPC2 s mCherry

Pomoci webového rozhrani (http://www.fermentas.com/en/tools/doubledigest)
jsem si nasel vhodné podminky $tépeni pro smés restrikénich enzymd BamHI a Kpnl
(,double digest®), které jsem pouzil pro nastépeni ARPC1GFP konstruktu a ARPC2GFP
konstruktu ve vektoru pGreen0029. Stejnou smés enzymu jsem pouzil pro nastépeni
vektoru pGreen0029 obsahujicim mCherry. Takto vzniklé oteviené vektory a jejich
fragmenty jsem dale separoval elektroforeticky v 1.2% agarosovém gelu obsahujicim

barvivo GelRed.

SloZeni smési pouzité pro restrikCni Stépeni:

10x konc. BamHI pufr | 5ul

10U/ul BamHI enzym | 1,54l

10U/ulKpnl enzym 3ul

DNA 20ul

voda 20,5ul
pfi 37°C 2 hodiny

Po cca 40 minutach pfi napéti 100V, se mi fragmenty na gelu rozdélily a
vysledné pruhy byly pod UV-lampou vyfiznuty a DNA z nich vyizolovana pomoci
,QUAIGEN gel extraction kit“. Postupoval jsem pfesné podle protokolu obsaZeném
v kitu. Takto vyizolované fragmenty (s koheznimi konci BamHI a Kpnl) ARPC1, ARPC2
a pGreen0029mCherry jsem pouzil v liga€ni reakci pro tvorbu mCherry fuznich protein(
podjednotek ARPC1 a ARPC2.
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Obrazek ¢. 11 ukazuje 3 razné gely, na kterych doSlo k separaci fragmentl DNA, které
vznikly restricnim Stépenim vektord nesoucich ARPC1 a ARPC2 podjednotky ve fuzi
s GFP. Mezi separovanymi fragmenty byly oteviené vektory pGreen0029 mCherry
(Cislo 1), pGreen0029 GFP (Cislo 4) a podjednotky ARPC1 (Cislo 3) , ARPC2 (Cislo 4).
M znaci 100kbp DNA marker (SM0322 od firmy Fermentas). Fragmenty, které byly dale

vyfiznuty z gelu a pouzity pro ligaci jsou oznaceny bilymi Sipkami.

LigaCni reakce probihala pfes noc v inkubatoru pfi 37°C. Ligacni reakce byla
provedena tak aby pomér DNA vektoru a insertu byl 7:1 a kone€ny objem reakéni smési

10 pl. Vektor bylo nutno zfedit vodou na mensi koncetraci.

T4 ligasa pufr 1ul T4 ligasa pufr 1ul
T4 ligasa 0,2ul T4 ligasa 0,2ul
ARPC1 DNA ARPC2 DNA

20 ng/ul 7,44l 25 ng/ul 5,1ul
mCherry DNA mCherry DNA

100 ng/pl 1ul 100 ng/pl 1l
voda 1,3ul  |voda 3,64l
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Pomérna mnozstvi DNA insertu a vektoru jsem spocital ze znamého vztahu:

( cIng/ull / délka [bp] ) fragmentu = X
( c[ng/ul] / délka [bp] ) vektoru

Parametr X urCuje pomér mnozstvi molekul fragmentu oproti molekulam DNA
vektoru ve smési pro ligaci. Jestlize jsem pouZil pomér vektor:fragment 1:7 , zjistim
kolik mam dat DNA fragmentu tak, Ze Cislo 7 vydélim vysledkem rovnice X. Tedy objem
fragmentu, ktery pfipada na jednotku objemu vektoru,aby byl molarni pomér 7:1

zachovan.

Po ligaci byla vznikla DNA vnesena do bakterii E.coli DHS alfa metodou ,heat
shock®. Bakterie, které nasledujici den vyrostly, byly roz€arkovany na LB médiu,
nasledné namnozeny a DNA vyizolovana metodou MINIPREP. S DNA z MINIPREPU

se pak pracovalo pfi vyrobé naboju pro biolistickou metodu transientni exprese.

Expresni vektory obsahujici nyni ARPC1 nebo ARPC2 ve fuzi s mCherry, byly
nastfileny biolistickou metodou do 3 dennich bunék N. tabacum. Byla pozorovana in
vivo lokalizace mCherry konstruktu, ktera se ovsem ve vSech pfipadech zdala byti zcela

nespecifickou, difuzni (Viz. tabulka ¢.2)

GeneRuler” 100bp DNA Ladder Plus  \/|evo je obrazek markeru, ktery byl pouZit na gelech pro

i oo % separaci DNA . Jedna se o 100 kbp Zebfik o katalogovém

Cislu SM0322 od firmy Fermentas.
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1.7% agarose

0.5ug/lane,
8cm length gel,
1X TBE, 5V/cm, 1.5hrs
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5.2. Prace s proteiny

5.2.1. Priprava vzorku pro denaturujici polyakrylamidovou elektroforézu

Vzorek bylo pred elektroforézou nutné zdenaturovat v silné denaturujicim pufru pfi
soucasném zahfivani po dobu 15 minut pfi 95°C na topném hnizdé. Vzorkovy pufr (100
mM Tris-HCI pH 6.8, 200 mM beta-merkaptoethanol,4% SDS,0.2% bromfenolova modf,

20% glycerol) byl v poméru 1:1 vici vzorku.

5.2.2. SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis)

Proteinové vzorky byly pomoci polyakrylamidové elektroforézy rozdéleny dle své
velikosti v denaturujicim prostfedi obsahujim SDS (dodecylsiran sodny). Gely se
skladaly ze dvou €asti, svrchni 4% poly-akrylamidovy gel a délici10% gel. Nejdfive byl
nalit délici 10% gel a prevrstven nékolika ml vody, po jeho ztuhnuti byla voda vylita a
dolit byl gel 4% a nasazen hfeben. Po ztuhnuti i vrchni ¢asti gelu byl hfeben vyjmut a
jamky vyplachnuty vodou. Gely byly pak pFfeneseny do elektroforetické nadoby
obsahuijici elektroforeticky pufr (25 mM Tris=tris-hydroxymethyl-aminomethan, 250 mM
glycin, 0.1% SDS v H,0) a nasledné zapojeny ke zdroji elektrického napéti. Prvnich 15
minut probihala elektroforéza pfi napéti 80V, pak 1-1,5h (podle potieby) pfi napéti
100V. Gely byly pfipraveny zpusobem uvedenym v tabulce €. 4.
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Tabulka ¢.4

mnozstvi na 1
slozka
gel
29,2% akrylamid + 0,8% bis-
akrylamid v H,0 2ml
10% :
| 1,5M Tris-HCI pH 8,8 1,5 mi
e
J H-0 2,4 ml
10% SDS v H,0O 60 ul
40% AP (persiran amonny) v H,O 7,5 ul
TEMED 2 ul
mnozstvi na 1
slozka
gel
29,2% akrylamid + 0,8% bis-
akrylamid v H,0 350 ul
4% gel |0,5M Tris-HCI pH 6,8 625 ul
H-0 1,5 ml
10% SDS v H,0O 25 ul
40% AP (persiran amonny) v H,O 5ul
TEMED 1,25 ul
Lot specific MW, kDa Vlevo je obrazek markeru pouzitého pro vSechny proteinové
170— elektroforézy. Jedna se o marker od firmy FERMENTAS
130—
95 — | e s katalogovym c&islem SMO0671.
S 72 — | ;e
— — 43 —
_ — 26 —
- — 17— | -
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5.2.3. Vizualizace proteint rozdélenych na SDS-PAGE

Pomoci barviva Coomassie Brilliant Blue ( 0,1% CBB-R, 25% Methanol, 5% kys.
octova) po dobu 1h na kyvacce a naslednému promyti pomoci promyvaciho roztoku (
30% ethanol, 10% kys. octova), byly vizualizované rozdélené proteinové vzorky. Gely

byly nasnimany pomoci skeneru a snimky ulozeny ve formatu .tiff .

5.2.4. I1zolace a purifikace His-tag rekombinantnich proteina z bakterii

Byla provadéna na dvou ruznych agaroso-niklovych kolonach, ktera byly (na
zakladé vysoké afinity imobilizovanych Ni2+ iontld k poly-histidinovému ocasku),

schopny purifikovat His-tag rekombinantni protein z buné&ného extraktu.

Jednalo se o velkoobjemovou kolonu pfipravenou v nasi laboratofi a kolonu
s malym objemem, ktera byla soucasti kitu ,His-trap“ od firmy GE HEALTHCARE.
Nejdfive bylo potifeba ze suspenze bakterii vyrobit lyzat, ktery obsahoval

vyprodukované rekombinantni podjednotky s polyhistidinovou znackou.

Priprava bakterialniho lyzatu

1. Centrifugaci v 50 ml zkumavkach byly bakterie sklizeny pfi 5000 g 10 min.

N

. Pelet byl resuspendovan v ledové vychlazeném vazebném pufru (20 mM imidazol)

3. K roztoku byly téz pridany proteasove inhibitory.

N

. 50 pl vazebného roztoku / 1 ml bakterii

&)

. Sonikace 20 x 8 sec pfi 50% vykonu.

»

. Centrifugace a filtrace pfes filtratko 0,22 pm.

7. Uschovani malého vzorku pro kontrolni elektroforézu.
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Isolace proteinl s His-tag na velké agarosa-niklové koloné& obsahujici imobilizované

Ni** ionty:

0. Equilibrovat kolonu promytim 2x voda a 4x 10 mM (zfedény) imidazolovy pufr
(obsahujicim 300 mM NaCl) a zméfit ODogp .

1. Resuspendovat pelet v 4x véSim objemu zakladniho pufru. Centrifugovat 4000 g 10

min a vylit supernatant. Vzit trochu supernatantu pro kontrolu (100 ul)

2. Resuspendovat pelet v 3x vétSim objemu extrakéniho pufru a rozbit bakterialni bunky

pomoci sonikatoru (20x8sec 50% vykon).

3. Centrifugovat pfi 20 000g 20 min. Schovat supernatant pro dalSi pouziti, odstranit

pelet. Vzit trochu peletu a supernatantu pro kontroly.

4. \ysrazet proteiny v supernatantu pfidanim pufru obsahujicim siran amonny. Mély by

se objevit bilé shluky srazeniny v roztoku.

5. Centrifugovat vysrazené proteiny pfi 20 000g 30 min.Vylit supernatant,uschovat

pelet.

6. Rozpustit pelet v 10 mM (zfedéném) imidazolovém pufru (obsahujicim 300 mM NacCl)

a nalit vznikly roztok na kolonu opatrné po sténach.

7. PokraCovat v pfidavani imidazolového 10 mM pufru dokud se OD,go nevyrovna ODgg
,ktera byla namérena po equilibraci kolony. VSechny nespecificky navazané proteiny by

se tim mély vymyt z kolony.

8. Vzit kontrolni vzorek z roztoku,ktery protekl kolonou. Pro ovéfeni , ze vétSina His-tag

proteinl zUstala navazana na koloné.

9. Nalit 1x 10mM imidazolovy pufr s 1 M NaCl a 1x 10 mM imidazolovy pufr s 300 mM
NaCl .

10. Zméfit OD,gp 250 mM imidazolového pufru a uschovat tuto hodnotu jako ,blank®.
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Zacit promyvat kolonu koncetrovanym 250 mM imidazolovym pufrem. Brat frakce o
objemech 1ml a méfit jejich OD,gp dokud se nevyrovna optické denzité namérené u

blanku. To znamena, Ze na koloné jiz nejsou navazany zadné proteiny.

11. Vzit frakce s nejvétsi optickou denzitou a srazit proteiny pomoci siranu amonného
s 5 mM EDTA.

12. Centrifugovat 20000g 30 min.

13. Rozpustit pelet v malém mnozstvi extrakéniho pufru. Skladovat pulku vzorku
v lednici pfi 4°C a pulku v mrazaku pfi -20°C. NejlepSi mozné feSeni pfi neznalosti

stability izolovaného proteinu.

Izolace His-tag proteint na malé koloné z His-trap HP kitu

Podrobny postup obsahuje ,His-trap HP kit“(17-5249-01) od firmy AMERSHAM
BIOSCIENCES. Metoda spociva v imobilizaci His-tag rekombinantnich proteind na
agarosovych kulickach obsahujicich nikelnaté ionty, které jsou situovany jako pevna
napli malé tuby, ke které je pfipojena injek¢ni stfikacka, pomoci které se do tuby vhani
roztok o vzrlUstajici koncentraci imidazolu, dokud nedojde procisténi a eluci
pozZadovaneho proteinu. Méfenim optické denzity pfi 280nm se urCi pomérné mnozstvi
proteind v jednotlivych jimanych frakcich. Zmeéfenim hodnoty optické denzity u
promyvaciho roztoku jako ,blanku®, lze z hodnot optickych denzit jednotlivych frakci
odecist relativni mnozstvi proteinu. Jako vysledny roztok s vymytym His-tag proteinem
bereme 3 frakce s nejvétsi optickou denzitou, které by mély obsahovat protein zajmu,
idealné bez kontaminaci jinimi proteiny, které byly v pfedchozich krocich odmyty fedici
fadou roztoku imidazolu. Pro mé potfeby jsem pouzival fedici fadu v rozmezi 10 mM-
300 mM imidazol v PBS pfi pH 7,4.
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5.3.Prace s bakteriemi

5.3.1. Transformace bakterii rekombinatni DNA podjednotek ARP2/3
komplexu

Bakterie E.coli linii DH5alfa, Rosetta2, BL-21 byly transformovany metodou ,Heat

shock®. Ta zahrnuje:

1. Rozmrazeni heat shock kompetentnich bakterii na ledu.

2. Pfidani 1 yl DNA a zamichani Spickou.

3. Pockat 20 minut.

4. Umistit smés do topného hnizda pfedehiratého na 42°C po dobu 1 minuty.
5. Pfemisténi smési z topného hnizda na led a ponechani 2 minuty.

6. Pfidani 1 ml SOC média a inkubace v dlouhé sterilni zkumavce pfi 37°C 1h

na tfepacce.

7. Centrifugace smési a napipetovani na povrch pevného agarového LB média

s pritomnym selekénim antibiotikem na povrchu Petriho misky.

8. Baktrie rozetfené po povrchu pevného média v Petriho misce byly ponechany pfes
noc v inkubatoru pfi teploté 37°C a nasledujici den rozCarkovany a testovany na

pritomnost rekombinatni DNA ARP2/3 komplexu pomoci PCR.

5.3.2. Exprese His-tag rekombinantnich proteint v bakteriich E.coli
Rosetta 2 a E.coli BL-21

Bakterie, které byly ovéfeny pomoci PCR na pfitomnost spravného insertu, byly
pouzity pro expresi protein ARP2/3 komplexu. V pfipadé testovani exprese byly
bakterie v3 ml LB média/kanamycin (kanamycin 50ug/ml) inkubovany pfi 37°C na
tfepacce pfes noc a nasledujici den byly centrifugovany a k peletu pfidany dalsi 3 ml LB
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média/kanamycin s1 mM IPTG (Isopropyl [B-D-1-thiogalactopyranoside), ktery je
dllezity pro indukci exprese svou vazbou na represor lac operonu, ktery expresni vektor
pPET28b obsahuje. Kazdych 30 minut bylo odebirano 0,5 ml kultury, centrifugovano a

zamrazeno pro pozdéjsi elektroforézu.

Pro expresi velkého mnozstvi proteinu za ucelem jeho izolace a biochemickych
pokusuU bylo nutné provést experiment jinak nez v pfipadé pouhého testovani kultury na
expresi. Tedy nasazeni pozitivni kultury do 20 ml LB média/kanamycin, inkubace pfes
noc (16h) pfi 37°C na tfepaCce a nasledujici den odebrani malého mnozstvi kultury a
nasazeni do vétSiho objemu LB media/kanamycin, pouzival jsem objemy 25-500 ml.
Cekal jsem zpravidla 4-5 h, nez byla opticka denzita ODgyp=0,35, coz vypovidalo o tom,
Ze kultura je jiz ve stacionarni fazi a mohu tedy zacit s indukci exprese pomoci pfidani

IPTG ve finalni koncetraci 1 mM.

5.3.3. Mozeni bakterii za u¢elem maximalni produkce rekombinantni DNA
Bakterie E.coli DH5 alfa byly pro u€ely mnozeni rekombinatni DNA péstovany

v Erlenmayerovych barnkach s 25 mltekutého LB média obsahujiciho antibiotikum

kanamycin o koncetraci 50 pg/ml. Kultivace probihala pfi 37°C na tfepacce pfes noc
(16h).

5.3.4. Tvorba konzerv z bakterii

1. Sterilni smichani 0,5 ml bakterii s 0,5 ml 30% glycerolu.
2. Zamrazeni ependrofky se smési v nadobé s tekutym dusikem.

3. Umisténi do mraziciho boxu pfi -70°C.
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5.4.Prace s bunkami Nicotiana tabacum BY-2

5.4.1. Udrzovani kultury N. tabacum BY-2

Tabakové bunky byly kultivovany v suspenzni kultufe v Erlenmayerovych barikach
v temné mistonosti pfi teploté 25°C. Pasazovani kultury probihalo 1X tydné pfidanim
1ml tydenni suspenze do 30 ml Cerstvého média podle Murashiege a Skoog (MS

médium), obohaceného o dalsi slozky, jak je popsano v tabulce €. 3.

Slozeni MS média pro N.tabacum BY-2 pH=7,5
mg/|

NH,NO; 1650

KNO, 1900

H;BO; 6,2

KH,PO, 170

Kl 0,83

MS- zékladni smés solilNa,Mo0, . 2H,0 0,25

od  firmy  SIGMAIC ™ 6h,0 0,025
(M5524),podle

Murashige a Skoog CacCl, 322

MgS0, . 7 H,0 370

MnSO, . 5 H,0 24,05

Zns0, . 7 H,0 8,6

CuSO, . 5 H,0 0,025

FeSO4 .7 H20 27,8

Na,EDTA 37,2

Vitaminy vitamin B1 1

Rlstové regularory |2,4-D (2,4-dichlorfenoxyoctovd kys., rozpusténd v H,0 a 1M NaOH) 0,2

KH,PO, 200

ostatni slozky myo-inositol 100

sacharosa 30000

Tabulka ¢.3

Popisuje slozeni média pouzivaného pro udrzovani kultury BY-2.
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5.4.2. Imunofluorescence

Je metoda, ktera na zakladé interakce specifické protilatky proti proteinu naseho
zajmu, umoznuje jeho zviditelnéni pfitomnosti fluorescencni znacky, ktera je na
protilatku navazana pfimo, nebo nepfimo prostfednictvim sekundarni protilatky, ktera

specificky rozeznava protilatku primarni.

Postup:

1. Bunky umistit do kosSicku s polopropustnym dnem.
2. Fixaz 1 20 minut

3. Fixaz 1l 30 minut

4. Promyt v ASB 2x 10minut

5. Enzymace 20 minut

6. Promyt v ASB 3x10 minut

7. Methanol -20°C 10 minut

8. Promyt v PBS 10 minut

9. 1%PBSA 30 minut (PBS+1% BSA)

10. Pfenést buriky do eppendorfky, inkubovat s primarni protilatkou 2h
11. Promyt v PBS 3x 10 minut

12. Inkubovat se sekundarni protilatkou 1h

13. Promyt v PBS 3x10 minut

14. P¥i poslednim promyti pfidat 50% glycerol 1:1

15. Vzorky uschovat v ledniCce schované pfed svétlem v alobalu.
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Roztoky:

ASB pufr (actin stabilizing buffer): 200mM PIPES, 5mM MgCl,, 10mM EGTA, pH6,4
Fixaz I: 400 uM MBS v ASB

Fixaz Il: 2% paraformaldehyd, 0,05% Triton X-100 v ASB fixazi, inhibitory (300 uM
PMSF, 0,1 uM leupeptin, 0,025 uM pepstatin

Enzymace: 0,05% pectolyasa Y-23 v ASB, inhibitory (300 uM PMSF, 0,1 uM leupeptin,
0,025 uM pepstatin
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6. Vysledky

6.1. Exprese His-tag rekombinantnich podjednotek ARPC1 a ARPC3
v E.coli

Byly k dispozici expresni vektory pET28b, které nesly jako inzert rekombinantni
podjednotky ARPC1 a ARPC3 s polyhistidinovou znackou (His-tag). Tento expresni
systém byl uveden do bakterii E. coli linie Rosetta 2.

V pfipadé proteinu ARPC1-His byla exprese prokazatelna jiz po 1hodiné

inkubace s IPTG (Obr.1). U proteinu ARPC3-His se exprese nepodafila.

v - -
120 150 1801 210
‘ ’. - .’ . -

Obrazek €.1 ukazuje expresi podjednotky ARPC1 v ¢asovych odstupech 30 minut od
indukce exprese pomoci 1 mM IPTG. M znamena marker. U jednotlivych pruht
rozdéleného markeru jsou popsany molekulové hmotnosti, ¢teno od spoda 26, 34, 43,

55, 72 a 95 v (kDa). Cisly 0-210 jsou popsany jednotlivé asové intervaly, doby
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inkubace s 1 mM IPTG v (min). Cervenou Sipkou je znazornén pruh na gelu

odpovidajici produkované podjednotce ARPC1 s polyhistidinovou znackou.

Obr.2
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Obrazek ¢. 2. Ukazuje neuspésSny pokus o expresi podjednotky ARPC3 v E. coli.
Uvedené Casy jsou v minutach od ¢asu 0-180, kdy bylo pfidano 1 mM IPTG. M je
znacka pro marker, kterému odpovidaly pruhy o hodnotach 26 kDa, 34 kDa, 43 kDa, 55
kDa, 72 kDa ¢teno od spoda. Protein ARPC3 s polyhistidinovou znackou neni

zobrazen, protoze se jeho exprese nepodarila.

Usp&sné exprimovany protein ARPC1-His byl dale podstoupen procesu
purifikace na niklové velkoobjemové koloné. Lyzat byl pfipraven ze suspenze 500ml
bakterii E.coli, které byly inkubovany po dobu 4 hodin za pfitomnosti 1 mM IPTG pfi

37°C na tiepacce. Bakterie byly pfed indukci exprese ve stacionarni fazi ristu.

Izolovana frakce s nejvétSim mnozstvim proteint byla rozdélena na SDS-PAGE
a vysledny pruh odpovidajici velikosti ARPC1 podjednotky vystfihnut a poslan na
hmotnostni spetroskopii (MALDI). Na MALDI bylo bezpecné zjisténo, Ze se jedna o
ARPC1 protein.

47



Obr.3

Obrazek &.3 dava informaci o vysledku separace ARPC1 na Ni** koloné&,v prava &ast
obrazku obsahuje kontrolni vzorek exprese ARPC1 v E.coli v ¢asech 0 a 4 hodiny od
pfidani 1 mM IPTG, jejiz lyzat byl na kolonu nalit. FT je oznaceni pro vzorek frakce s
podjednotkou ARPC1 separovanou na koloné. M je oznadeni pro marker. Cervenymi
Sipkami jsou oznaCeny mista na gelu odpovidajici ARPC1 s polyhistidinovou znackou

rozdélenému na elektroforetickém gelu.

Uzky prouzek gelu z levé &asti obrazku &. 3 byl vyfiznut skalpelem a odevzdan k

analyze metodou MALDI do servisni laboratofe Pfirodovédecké fakulty UK v Praze.
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Zaver

Podafilo se caste¢né izolovat protein ARPC1-His. Nepodafila se exprese
ARPC3-His v bakteriich. Nutna dalSi optimalizace postupu purifikace a izolace ARPC1-

His z bakterii kvuli ne€istotam pfi vymyvani z kolony a kvuli nizké vytéznosti.
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6.2. Stéricka studie

K ovéfeni sterickych nalezitosti jednotlivych podjednotek v ARP2/3 komplexu byl
sestaven 3D model, ktery znazorfioval pomoci Cervené barvy C-konce a pomoci zelené
barvy N-konce proteinovych podjednotek. Model byl sestaven za ucelem zjistit zda by
mohly N-koncové fuze podjednotek s GFP a mCherry vadit v sestavovani komplexu a
jeho interakcich.

Byl pouzit program Jmol verze 12.0.41 ze serveru http://www.rcsb.org/pdb.

Obr.4

Obrazek €. 4 ukazuje cely ARP2/3 komplex s barevné odliSenymi podjednotkami a

Cervené oznacenymi C-konci, zelené& oznacenymi N-konci proteinu.
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Jednotlivé podjednotky byly na nasledujicich obrazcich zvyraznény modrou
barvou, zbytek ARP2/3 komplexu byl pro lepSi orientaci oznacen Sedivou barvou.
Zelena barva pro identifikaci N-konce a Cervena barva pro identifikaco C-konce byly

zachovany (Viz. tab.¢.1).

Tabule 1
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Tabule ¢&.1 popisuje prostorové uspofadani N a C-koncu proteint jednotlivych
podjednotek ve vztahu k celému ARP2/3 komplexu. N-konce zelena barva, C-konce

¢éervena barva.
Zaver

Z uvedenym obrazkd vyplyva, Ze vzhledem Kk orientaci N-koncl jednotlivych
podjednotek v komplexu by jejich N-konvocé fuze s fluorecenénimi proteiny nemusely
stericky vadit v sestavovani komplexu a jeho funkcich ,in vivo®. Ve vSech zkoumanych

podjednotkach sméfrovaly N-konce k okrrajdm ARP2/3 komplexu.
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6.3. In vivo lokalizace nadprodukovnych podjednotek ARP2/3
komplexu

Tabule 2, 3 a 4 podavaji pfehled vysledkul lokalizacnich pozorovani u 3 dennich
bunék BY-2, které byly pfechodné transformovany biolistickou metodou pomoci fuznich
vektorl s GFP a mCherry. V pfipadé mCherry byly bufiky tranformovany podjednotkami
ARPC1mCherry a ARPC2mCherry. GFP fuaznimi proteiny pak byly ARPC1GFP,

Tabule 2

ARPC2GFP, ARPC3GFP.
.

Tabule €. 2 popisuje nespecifickou, difuzni lokalizaci in vivo v 3 dny starych burkach
BY-2. V horni €asti (A, B, C) jsou 3 za sebou jdouci konfokalni fezy kortikalni vrstvou
bunék obsahujicich ARPC1mCherry. Ve spodni €asti (D, E, F) jsou 3 za sebou jdouci
konfokalni fezy kortikalni vrstvou obsahujici ARPC2mCherry. Kroky mezi fezi byly 0,6

um.
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Tabule 3

16.00 pm

Tabule €. 3 shrnuje pozorovani exprese v 3 dny starych BY-burikach, které byly
transformovany ARPC1GFP biolistickou metodou. Na obrazku A je patrna lokalizace
proteinu ARPC1GFP do velkych jasnych teCek, nachazejicich se ve velké hustoté
v kortikalni vsrtvé. Méfitko je velké 16 um. Obr. B reprezentuje dalSi zpUsob lokalizace
proteinu ARPC1GFP do menSich te€ek se zrnitym signalem. MéFitko je 4 um. Na obr. C
je vidét opét lokalizace ARPC1GFP do te€ek s jemnym, difuznim signalem ve zbytku
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buriky. Méfitko je 8 um. Obrazky byly pofizeny na konfokalnim mikroskopu pfi 0.5 pm

tlustych fezech. Uvedené obrazky jsou maximalni projekci 2 po sobé jdoucich fezu.

Tabule 4

Tabule €. 4 podava prehled pozorovani ve 3 dny starych burikach BY-2, které byly
transformovany ARPC2GFP a ARPC3GFP biolistickou metodou. Obr. A ukazuje
lokalizaci ARPC2GFP do velkych teCek a vlaken v kortikalni vrstvé. Méfitko 16 pm. Obr.
B prezentuje pfipad lokalizace pouze do vlaken v kortikalni vrstvé. Méfitko je 4 um. Na
obr. C je vidét lokalizace ARP2GFP do malych a velkych teCek bez viaken. Méfitko je 8

55




Mm. Na obr. D je difuznim zplsobem lokalizovan ARPC3GFP, ktery ve vSech
pozorovanych bunkach vykazoval jednotnou difuzni lokalizaci jako je pravé na obr.D.
Méfitko 4 um. Obrazky byly pofizeny na konfokalnim mikroskopu pfi 0.5 ym tlustych

fezech. Uvedené obrazky jsou maximalni projekci 2 po sobé jdoucich fezu.

Byly pozorovany 3 denni bunky BY-2 za pfitomnosti nadprodukovanych
podjednotek ARP2/3 komplexu, pfi¢emz se ukazalo, Zze mnou pfipravena DNA pro
varianty ARPC1mCherry a ARPC2mCherry byla v burikach exprimovana, ackoliv ani v
jednom pfipadé nebyl zjistén specificky signal, ¢i vazba k né&jaké bunécné strukture. Ve
vSech pozorovanych pripadech byly ARPC1mCherry a ARPC2mCherry difuzniho

charakteru a navzajem se od sebe pfiliS neliSily co do povahy signalu.

Ovsem GFP fuzni konstrukty, jmenovité ARPC1GFP, ARPC2GFP vykazovaly
napadné znaceni. V pripadé ARPC1GFP dochazelo bud k tvorbé malych teCek s
difdznim signalem okolo, nebo k tvorbé vétsich tecek a celkové zrnitéjSiho signalu. U
ARPC2GFP byla zdokumentovana vlakna, vliakna s teCkami,nebo pouze teCkovity
signal. ARPC3GFP vykazoval u vSech bunék difuzni lokalizaci, nebyla pozorovana

Zzadna lokalizace do bunéénych struktur.
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6.4. Imunolokalizace

Pro zjisténi, zda se méni rozmisténi nékterych vybranych cytoskeletalnich
proteinli, vlivem overexprese nékteré z podjednotek, jsem pfistoupil k vizualizaci
vybranych proteinli pomoci protilatek. Jako primarni protilatku proti aktinu jsem pouzil
mySi anti-actin. Proti ARP2 jsem pouzil krali€¢i anti-ARP2 primarni protilatku a proti
ARPC2 jsem pouzil krali¢i anti-ARP2 primarni protilatku. Na tyto protilatky jsem pak
navazal sekundarni protilatku anti-mouse TRITC proti mySi protilatce, nebo anti-rabbit
TRITC v pfipadé kralicich.

Jako kontrolu jsem oznacil bunky proti vybranym proteinim aktin, ARP2, ARPC2.
Jako dal$i kontrola slouzily obrazky ukazujici vliv overexprese vybranych podjednotek a
biolistické metody na rozloZeni aktinového skeletu v kortikalni vrstvé. V pfipadé téchto
obrazkl bylo po porovnani s kontrolou zjiSténo, Ze aktinovy skelet neni vyrazné

ovlivnén (viz tabule 6, 7, 8).

Dale byla otestovana specifita protilatky proti ARPC2. Na snimcich byla viditelna
jasna kolokalizace nadprodukovaného ARPC2GFP s protilatkou znatenym ARPC2. To

bylo pouzito jako dalSi kontrola.

Déle byly pomoci protildtek proti ARP2 znacené buriky nadprodukujici
ARPC1GFP(tabule 11), ARPC2GFP (tabule 9) a ARPC3GFP(tabule 12). Byla
zkoumana zavislost distribuce ARP2 na nadprodukovanych podjednotkach, kterymi byly

buriky biolistickou metodou tranformovany.
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Tabule 5

Tabule €.5 obsahuje kontrolni snimky bunék BY-2, kde byly znaCeny protilatkamy aktin
(obr.A), ARP2 (obr.B) a ARPC2 (obr.C). Jedna se o maximalni projekce vzdy 4 fezu o
tloustce 0.4 uym z konfokalniho mikroskopu.
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Tabule 6

Tabule €.6 ukazuje 3 denni buriku BY-2, ktera byla biolistickou metodou transformovana
konstruktem ARPC1GFP (B) a nasledné oznacena protilatkou proti aktinu (C). Jedna se
o maximalni projekci 4 po sobé jdoucich konfokalnich Fezu o tloustce 0,4 ym.
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Tabule 7

Tabule €.7 dokumentuje 3 denni buiku BY-2, ktera byla biolistickou metodou
transformovana konstruktem ARPC2GFP(B) a nasledné oznacena protilatkou proti
aktinu(C). Je zde patrna kolokalizace s aktinem. Jedna se o konfokalni fezy o tloustce
0,8 um.
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Tabule 8

Tabule €.8 obsahuje obrazky 3 denni BY-2 bunky transformované konstruktem
ARPC3GFP(B) a nasledné znacené protilatkou proti aktinu (C). Jedna se o maximalni
projekci 4 po sobé jdoucich konfokalnich fezu o tloustce 0,5 um. Obrazek podava

informaci o stavu aktinového skeletu v nastfilené burice.
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Tabule 9

Tabule €.9 obsahuje snimky 3 denni BY-2 transformované konstruktem ARPC2GFP(B)
a naznacené protilatkou proti ARP2(C). Jedna se zde o maximalni projekci 5
konfokalnich fezu o tloustce 0,4 um. Je zde patrné fe, signal ARPC2GFP se chova

nezavisle na ARP2.
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Tabule 10

Tabule 10 nabizi kontrolni snimek, na kterém lze vidét kolokalizaci (A) signalu
ARP2GFP(B), kterym byla 3 denni bunky BY-2 transformovana a proteinu ARPC2(C),
ktery byl pomoci protilatky naznacen. Tento snimek je dikazem o specifit¢ ARPC2
protilatky(A).
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Tabule 11

Tabule 11 Snimky ukazujici maximalni projekci 5 konfokalnich po sobé jdoucich fezl o
tloustce 0,5 um. Z obrazku je patrné , ze lokalizace protilatkou znaéeného ARP2(C) je
nezavisla (C) na lokalizaci ARPC1(B), kterym byla 3 dny stara BY-2 bunka pfechodné

transformovana biolistickou metodou.
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Tabule 12

16.00 pm

Tabule 12 ukazuje maximalni projekce 5 po sobé jdoucich konfokalnich Fezl o tloustce
0,6 um. Na obr. B je vidét signal z nadprodukovaného ARPC3GFP, ktery byl do buriky
transformovan biolistickou metodou. Na obr. C je protilatkou naznaceny protein ARPC2
ve své typicky teCkovité lokalizaci. Promytnuti kanalt do sebe ukazuje na nezavislou
distribuci ARP2 na nadprodukovanym ARPC3GFP.

65




7. Shrnuti vysledkii

Podafilo se exprimovat rekombinantni ARPC1-His v bakteriich E.coli. Podafila se
CasteCné purifikace proteinu ARPC1-His na niklové koloné a protein byl pozitivné
detekovan na MALDI. Bohuzel se nepodafilo izolovat protein v dostateCné Cistoté a
mnozstvi, aby bylo mozné postoupit dale k biochemickym experimentim a hledani
vazebnych partnerl prostfednictvi vyizolované frakce s ARPC1-His. Je nutné
v budoucnu optimalizovat proces extrakce ARPC1-His z bakterii a taktéz optimalizovat
jeho purifikaci na koloné. V pfipadé ARPC3-His se bohuzel nepodafilo protein

v bakteriich produkovat.

Stérickou studii pomoci 3D modelu ARP2/3 komplexu a programu Jmol, bylo
ukazano, Zze N-koncové fuze nemusi vadit pfi sestavovani a spravném fungovani

ARP2/3 komplexu, protoze tyto N- koncové Casti sméfuji k jeho okraji.

Pomoci restrikCniho Stépeni a naslednou ligaci, byly vyrobeny varianty
expresnich vektorl obsahujicich ARPC1mCherry a ARPC2mCherry, které po pouziti
v biolistické metodé transformace BY-2 bunék, nevykazovaly Zadnou specifickou

lokalizaci a jejich signal muzeme povazovat za difuzni.

Dale bylo vyuzito imunofluorescence a biolistické metody transformace ke
kolokalizaénim pozorovanim nadprodukovanych proteinG ARPC1GFP, ARPC2GFP a
ARPC3GFP s aktinem, ARP2 a ARPC2. Jako kontrolni buriky byly pouzity takové, které
nebyly biolisticky transformovany. Jako dalSi kontrola slouzily buriky, které byly
nastfileny ARPC1GFP, ARPC2GFP, ARPC3GFP a nasledné byly oznaceny protilatkou
proti aktinu. Zde bylo dokazano, Ze stfileni a nadprodukce téchto podjednotek, nema
zasadni vliv na aktinovy skelet, jehoZz Ilokalizace je srovnatelna s bunkami
netransformovanymi a nenastfilenymi. U téchto bunék byla pomoci protilatek uréena
lokalizace ARP2, ARPC2 a aktinu. Nasledné byly obrazky téchto bunék porovnany

s témi, které byly pfed imunoznacenim transformovany biolistickou metodou. Jejich
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lokalizace nebyla zasadné ovlivnéna pfitomnosti nadprodukovanych GFP fuznich
podjednotek ARPC1, ARPC2 a ARPC3.
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8. Diskuze

Zamérem prace bylo blize studovat interakce jednotlivych podjednotek ARP2/3
komplexu v rostlinné bunce. Tato diplomova prace vyuZila nékolika jiz pfipravenych
nastroju pro toto studium, a to vektory obsahujici GFP fuze s podjednotkami ARPC1-C5
a protilatky rozeznavajici specificky aktin, protein ARP2 (protilatka pfipravena proti
kvasinkovému ARP2) a protein ARPC2 (protilatka pfipravena proti tabakovému ARPC2,
pfipravena v nasi laboratofi) studovaného komplexu. K dispozici byly také informace o
lokalizaci podjednotky ARPC2 ve fuzi s GFP po transientni transformaci bunék BY-2,
kdy byla pravidelné pozorovana tvorba vlaken v bunkach overexprimujicich ARPC2-
GFP. Tato vlakna jsou prekvapivé ko-lokalizovana s mikrotubuly, jak bylo zjiSténo
dalSimi pracovniky v nasi laboratofi. Interakce ARPC2 s mikrotubuly byla dale
potvrzena in vitro, kdy rekombinantni protein ARPC2 interagoval pfimo s mikrotubuly

(Havelkova et al., nepublikovano).

Konkrétnim zamérem bylo tedy pokusit se ziskat rekombinantni proteiny
nékterych podjednotek komplexu (tabakového ARPC1 a ARPC3) a pouzit je pro
analyzu interakce jak s dalSimi podjednotkami (pfedevSim ARPC2), ale také pro
analyzu interakce s aktinem a mikrotubuly in vitro. Divodem tohoto prvniho cile byla
moznost, Ze i nékteré dalSi podjednotky rostlinného ARP2/3 komplexu maiji schopnost
interagovat nejen s aktinem, ale téz mikrotubuly. Prvni cil byl ¢asteéné splnén, nebot
overexprese ARPC1 podjednotky v bakteriich byla uspésna. Problémy ovSem nastaly
béhem purifikace na afinitni kolon&, nebot vysledna frakce obsahovala studovany
protein v pouze nizké koncentraci, ktera nebyla pouzitelna pro dalSi analyzu. Vzhledem
k nedostatku ¢asu nebylo mozné optimalizovat krok purifikace proteinu. Optimalizace by
mohla zahrnovat inkubace bakterii s expresnim vektorem po delsi dobu, pfi nizké
teploté, aby bylo zabranéno tvorbé inkluzi. Jelikoz Castym problémem bylo ziskani
proteinu ARPC1 sonika&ni metodou, diky pomérné velké zbytkové koncetraci ARPC1
proteinu v peleté po sonikaci, nabizi se jako alternativa vyuziti metody ,french press®.

Vektory byly vyuzity pro expresi ARPC1-GFP a ARPC3-GFP v burkach, jako

kontrola byl exprimovan i ARPC2-GFP, jehozZz exprese je studovana v nas$i laboratofi
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v samostatném projektu. Studium lokalizace téchto proteinl v burice ukazalo, zZe
nadprodukované proteiny s fluorescen¢ni znackou maji do jisté miry unikatni lokalizaci.
ARPC1 bylo lokalizovano vétSinou do tzv. teCek, které se nachazely v cytoplazmé.
ARPC3 naopak vykazoval lokalizaci vzdy difuzni, bez specifickych struktur. Naproti
tomu ARPC2 dle oCekavani vytvarel vlakna C&i teCky v cytoplazmé. Rozdilné zpusoby
lokalizace nadprodukovaného proteinu ukazuji na specifické role ¢i vlastnosti proteina
komplexu, které uplatiuji v komplexu, €i pfipadné by mohly pfedstavovat specifické
vlastnosti podjednotek mimo komplex. Druha hypotéza vSak musi byt teprve prokazana.
Je tfeba zminit, Ze vySe zminéné lokalizace nepfedstavovaly jediny typ lokalizace.
V kazdém experimentu byly nalezeny i buriky, ve kterych byly exprimované proteiny
lokalizovany viceméné difuzné. Téchto bunék byla vétSinou mensina a difuzni lokalizaci
v nich Ize vysvétlit bud poSkozenim bunécného aparatu strelbou, kdy umirajici burika
staCila protein exprimovat, avSak specifické lokalizace jiz nebylo kvuli pokracujici
bunécné smrti mozno dosahnout. Pfipadné je mozZné, Ze proteiny své specifické
lokalizace dosahuji az po dosazeni urcité kritické koncentrace rekombinacniho proteinu
v bunce, pfiCemz v burice s nizkou koncentraci proteinu Ize pozorovat protein jako

difuzni.

DalSim zamérem bylo studovat interakce mezi podjednotkami a cytoskeletem
pomoci transientnich expresi a ko-expresi podjednotek. Cilem této prace bylo
predevSim blize studovat interakce mezi jednotlivymi podjednotkami a vice osvétlit
dosavadni informace pfedevSim o interakci ARPC1, ARPC2 a ARPC3 podjednotek.
Pokud jednotlivé podjednotky budou vykazovat specifickou lokalizaci v bunkach
overexprimujicich rekombinantni proteiny s fluorescenénimi markery, bylo by teoreticky
mozné studovat interakce mezi podjednotkami tak, Ze podjednotky méni svou lokalizaci
v zavislosti na dalSi ko-exprimované podjednotce. Pro tento ucel bylo tfeba vytvofit
fuzni proteiny studovanych podjednotek s fluorescenénim markerem spektralné
odlisSnym od GFP. Na zakladé pfedchozich zkuSenosti byl vybran fluorescenéni protein
mCherry, ktery se osvédcil v pfedchozich studiich laboratofe napf. pro vizualizaci aktinu
pomoci fimbrin-mCherry fuze. Stéricka studie ukazala, Ze N-konec studovanych
proteint je vhodny pro fuzi s fluorescenéni znackou, nebot se nachazi relativné na
povrchu komplexu. Mé vysledky bohuzel ukazaly, ze ackoliv GFP v N-terminalni

lokalizaci pravdépodobné neinterferoval s funkci proteinu, v pfipadé mCherry ziejmé
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k podobné interferenci dochazi. Dukazem je fakt, ze ARPC1-GFP fuzni protein, ktery
vykazoval po transientni expresi specifickou lokalizaci vétSinou do tzv. tecek,
vyskytujicich se v cytoplazmé, vykazoval pouze nespecifickou, difuzni lokalizaci, pokud
byl ve fuzi s mCherry (ARPC1-mCherry). Ddvodem rozdilného chovani fluorescencnich
proteint ve fuzi se studovanymi proteiny snad spociva v rozdilech ve 3D strukture
proteini GFP a mCherry, kdy pfipojeny mCherry zfejmé brani funkci proteinu, v naSem
pfipadé nékteré z dulezitych interakci ARPC1 v bunfice. Rozdily v lokalizaci proteinu
v zavislosti na fuzi s fluorescenénimi proteiny bohuzel znemoznila pokracovat v této
analyze. V budoucnosti bude tfeba testovat dalSi fluorescencni fuze pro spravnou volbu
druhého fluorescencniho proteinu. V souCasné dobé existuje Siroka Skala téchto

fluorescen&nich markeru, které bude mozno vyuzit.

ProtoZze k dispozici pro mou praci byly téz protilatky, rozeznavajici specificky
ARP2 a ARPC2 podjednotky, byly tyto protilatky vyuzity pro obdobnou analyzu.
Podjednotky byly imunolokalizovany v burikach, kde byly transientné exprimovany dalsi
podjednotky. V tomto pfipadé se ovSem jednalo o nadprodukci jedné podjednotky a
lokalizaci dalSi podjednotky, jejiz koncentrace v burice byla nativni. Zajimalo mé, zda
tyto podjednotky ko-lokalizuji, pfipadné zda se méni lokalizace podjednotky ,nativni*
koncentrace v bunce vizualizované pomoci protilatek, kde dojde k overexpresi dalSi

podjednotky.

| tyto experimenty bude tfeba opakovat pro lepSi pochopeni vysledkl, nebot
v ramci této diplomové prace jsem z ¢asovych dlivodu mohl provést jen malo opakovani
experimentl. Experimenty byly ¢asové velmi naro¢né, nebot’ pro pozorovani se hodily
pouze transformované buriky, ve kterych byl imunofluorescenci naznacen dalSi epitop.
Frekvence transientni transformace biolistickou metodou je vSak relativné mala, takze
pro studium dostateCného poctu dvojité oznacenych bunék by bylo tfeba experimenty

nékolikrat zopakovat.

Mé dosavadni vysledky ukazuji, Ze nadprodukované proteiny ARPC1, ARPC2 a
ARPC3 ve fuzi s GFP dobfe ko-lokalizuji s aktinovym cytoskeletem. Tento vysledek je
oCekavany, protoZze se jedna o podjednotky komplexu interagujiciho s aktinem.
V experimentech jsem neprokazal, Zze aktinovy cytoskelet je néjak ovlivnén v bunkach

exprimujicich jednotlivé podjednotky komplexu. Nedostatek dobfe oznaenych bunék
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vSak bohuzel neumoznil napf. studium ko-lokalizace ARPC2-GFP vlaken s anti-
aktinovou, anti-ARP2 a anti-ARPC2 protilatkou, protoZze v imunolokalizaCnich
experimentech se mi nepodafilo nalézt bunky, ve kterych byla b&hem transientni
transformace viakna ARPC2 vytvofena. Ko-lokalizace ARPC2-GFP vilaken s dalSimi
podjednotkami by pfitom byla extrémné zajimava a pomohla by nam Iépe pochopit
interakce v ramci komplexu a komplexu samotného. V budoucnosti bude tfeba tyto

experimenty zopakovat v dostate¢ném opakovani.

Kontrolni ,kfizové® znacCeni bunék exprimujicich ARPC2-GFP s oznaCenym anti-
ARPC2 pomoci protilatky prokazalo, Ze protilatka rozeznava nejen endogenni protein,
ale téZ rekombinantni protein s GFP znackou, nebot” ko-lokalizace byla téméf 100%. Je

to opét vysledek, ktery Ize oCekavat, a predstavuje dulezitou kontrolu.

Protilatka anti-ARP2 vizualizovala v bufikach BY-2 specifické struktury ve formé
teCek. V mych experimentech jsem neprokazal, Ze jde o stejné teCky, které lIze
pozorovat po overexpresi ARPC1-GFP ¢i ARPC2-GFP. Obrazek v tab. 10 ukazuje, Ze
teCky vizualizované anti-ARP2 protilatkou nejsou totozné s teCkami ARPC2-GFP.
V pripadé tecek vytvarenych v burikach exprimujicich ARPC1-GFP také nebyla
prokazana kolokalizace s ARP2 teCkami vizualizovanymi protilatkou, ddvodem byl ale
nedostatek bunék exprimujich ARPC1-GFP, kde by fuzni protein lokalizoval do
typickych tecCek. Jak jiz bylo fe€eno, kolokalizace ARP2 teCek nebylo mozno pozorovat
s vysoce zajimavymi viakny ARPC2-GFP, nebot takovéto burnky nebyly v mnou
provedenych experimentech nalezeny a bude tfeba tedy experimenty opakovat.
V bunkach exprimujicich ARPC3-GFP neni prozatim mozZné prokazat kolokalizaci
s ARP2 ¢i ARPC2, vizualizovanych pomoci protilatek, nebot difuzni lokalizace ARPC3

neni specificka.
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10. Priloha
Sekvence vektoru pET28b

>pET-28 b(+), 5368bp
ATCCGGATATAGTTCCTCCTTTCAGCAAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCC
CCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGGCAGCAGCCAACTCAGCTTCCT
TTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGC
GGCCGCAAGCTTGTCGACGGAGCTCGAATTCGGATCCCGACCCATTTGCTGTCCA
CCAGTCATGCTAGCCATATGGCTGCCGCGCGGCACCAGGCCGCTGCTGTGATGAT
GATGATGATGGCTGCTGCCCATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATT
TCTAGAGGGGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTC
GCGGGATCGAGATCTCGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGGCATCACCG
GCGCCACAGGTGCGGTTGCTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAG
ATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTTGTTTCGGCGTGGGTATGGTGGC
AGGCCCCGTGGCCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCATGCACCATTCCTT
GCGGCGGCGGTGCTCAACGGCCTCAACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGCAGG
AGTCGCATAAGGGAGAGCGTCGAGATCCCGGACACCATCGAATGGCGCAAAACCT
TTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTCAATTCAGGGTGGTGAATGT
GAAACCAGTAACGTTATACGATGTCGCAGAGTATGCCGGTGTCTCTTATCAGACCG
TTTCCCGCGTGGTGAACCAGGCCAGCCACGTTTCTGCGAAAACGCGGGAAAAAGT
GGAAGCGGCGATGGCGGAGCTGAATTACATTCCCAACCGCGTGGCACAACAACTG
GCGGGCAAACAGTCGTTGCTGATTGGCGTTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACG
CGCCGTCGCAAATTGTCGCGGCGATTAAATCTCGCGCCGATCAACTGGGTGCCAG
CGTGGTGGTGTCGATGGTAGAACGAAGCGGCGTCGAAGCCTGTAAAGCGGCGGT
GCACAATCTTCTCGCGCAACGCGTCAGTGGGCTGATCATTAACTATCCGCTGGAT
GACCAGGATGCCATTGCTGTGGAAGCTGCCTGCACTAATGTTCCGGCGTTATTTCT
TGATGTCTCTGACCAGACACCCATCAACAGTATTATTTTCTCCCATGAAGACGGTA
CGCGACTGGGCGTGGAGCATCTGGTCGCATTGGGTCACCAGCAAATCGCGCTGTT
AGCGGGCCCATTAAGTTCTGTCTCGGCGCGTCTGCGTCTGGCTGGCTGGCATAAA
TATCTCACTCGCAATCAAATTCAGCCGATAGCGGAACGGGAAGGCGACTGGAGTG
CCATGTCCGGTTTTCAACAAACCATGCAAATGCTGAATGAGGGCATCGTTCCCACT
GCGATGCTGGTTGCCAACGATCAGATGGCGCTGGGCGCAATGCGCGCCATTACC
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GAGTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGGATATCTCGGTAGTGGGATACGACGATACC
GAAGACAGCTCATGTTATATCCCGCCGTTAACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCT
GCTGGGGCAAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGT
GAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAAAAGAAAAACCACCCTGGCG
CCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGG
CACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTAA
GTTAGCTCACTCATTAGGCACCGGGATCTCGACCGATGCCCTTGAGAGCCTTCAA
CCCAGTCAGCTCCTTCCGGTGGGCGCGGGGCATGACTATCGTCGCCGCACTTATG
ACTGTCTTCTTTATCATGCAACTCGTAGGACAGGTGCCGGCAGCGCTCTGGGTCAT
TTTCGGCGAGGACCGCTTTCGCTGGAGCGCGACGATGATCGGCCTGTCGCTTGC
GGTATTCGGAATCTTGCACGCCCTCGCTCAAGCCTTCGTCACTGGTCCCGCCACC
AAACGTTTCGGCGAGAAGCAGGCCATTATCGCCGGCATGGCGGCCCCACGGGTG
CGCATGATCGTGCTCCTGTCGTTGAGGACCCGGCTAGGCTGGCGGGGTTGCCTTA
CTGGTTAGCAGAATGAATCACCGATACGCGAGCGAACGTGAAGCGACTGCTGCTG
CAAAACGTCTGCGACCTGAGCAACAACATGAATGGTCTTCGGTTTCCGTGTTTCGT
AAAGTCTGGAAACGCGGAAGTCAGCGCCCTGCACCATTATGTTCCGGATCTGCAT
CGCAGGATGCTGCTGGCTACCCTGTGGAACACCTACATCTGTATTAACGAAGCGC
TGGCATTGACCCTGAGTGATTTTTCTCTGGTCCCGCCGCATCCATACCGCCAGTTG
TTTACCCTCACAACGTTCCAGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCG
TGAGCATCCTCTCTCGTTTCATCGGTATCATTACCCCCATGAACAGAAATCCCCCTT
ACACGGAGGCATCAGTGACCAAACAGGAAAAAACCGCCCTTAACATGGCCCGCTT
TATCAGAAGCCAGACATTAACGCTTCTGGAGAAACTCAACGAGCTGGACGCGGAT
GAACAGGCAGACATCTGTGAATCGCTTCACGACCACGCTGATGAGCTTTACCGCA
GCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCC
GGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCA
GGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCAC
GTAGCGATAGCGGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTA
CTGAGAGTGCACCATATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAA
ATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTC
GTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCA
CAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGC
CAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCT
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GACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGAC
TATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCG
ACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGC
TTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAG
CTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTA
ACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGC
CACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTG
AAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCT
GCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAA
CCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAA
AAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAA
CGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAA
ACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCTAGG
CCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGA
TAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCG
CCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGA
GATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATT
TTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGGAAAACA
GCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCT
GGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACA
GCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTT
GATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGA
AAGAAATGCATAAACTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGTGATT
TCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTG
GACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCT
CGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAA
TCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAAGAATTA
ATTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCC
GCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGAAATTGTAAACGTTAATATTTTGTTAAA
ATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGG
CAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAG
TTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAA
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ACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTT
GGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTT
AGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCG
AAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACC
ACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCA

Sekvence vektoru pGreen 0029
>pGreen0029, 4632 bp

AGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCAT
CCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTCCTCGCTCGATGCGATGTTT
CGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCAT
TGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGA
TCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAA
CGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCG
CTGCCTCGTCTTGGAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAG
AACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGAT
TGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAA
CCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCCTCGATCGAGTTGAGAGTGAATATG
AGACTCTAATTGGATACCGAGGGGAATTTATGGAACGTCAGTGGAGCATTTTTGAC
AAGAAATATTTGCTAGCTGATAGTGACCTTAGGCGACTTTTGAACGCGCAATAATG
GTTTCTGACGTATGTGCTTAGCTCATTAAACTCCAGAAACCCGCGGCTGAGTGGCT
CCTTCAACGTTGCGGTTCTGTCAGTTCCAAACGTAAAACGGCTTGTCCCGCGTCAT
CGGCGGGGGTCATAACGTGACTCCCTTAATTCTCATGTATCGATAACATTAACGTT
TACAATTTCGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCG
GTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGG
CGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGG
CCAGTGAATTGTAATACGATATAGGGCGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGG
TCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAG
TTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGG
GTTAATTCCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTA
TCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGHCATAAAGTGTAAAGCCTG
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GGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTT
TCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGG
GAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTG
CGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATAC
GGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGAAGGCCTTGACAGG
ATATATTGGCGGGTAAACTAAGTCGCTGTATGTGTTTGTTTGAGATCTCATGTGAG
CAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTT
CCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGG
TGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCC
TCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTC
CCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGG
TGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGA
CCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGAC
TTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAG
GCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGAC
AGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTA
GCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAG
CAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTAC
GGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGGTT
ACAACCAATTAACCAATTCTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCA
ATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGA
AGGAGAAAACTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCT
GCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATA
AGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCA
AAAGTTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCAT
CAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGA
CGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCG
GCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTT
CTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCTGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCA
TCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCC
AGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTT
TCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCCATAGATTGTCGCACCT
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GATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTT
GGAATTTAATCGCGGCCTGGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACAC
CCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTT
ATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTGTTGAATAAA
TCGAACTTTTGCTGAGTTGAAGGATCAGATCACGCATCTTCCCGACAACGCAGACC
GTTCCGTGGCAAAGCAAAAGTTCAAAATCACCAACTGGTCCACCTACAACAAAGCT
CTCATCAACCGTGGCTCCCTCACTTTCTGGCTGGATGATGGGGCGATTCAGGCGA
TCCCCATCCAACAGCCCGCCGTCGAGCGGGCTTTTTTATCCCCGGAAGCCTGTGG
ATAGAGGGTAGTTATCCACGTGAAACCGCTAATGCCCCGCAAAGCCTTGATTCACG
GGGCTTTCCGGCCCGCTCCAAAAACTATCCACGTGAAATCGCTAATCAGGGTACG
TGAAATCGCTAATCGGAGTACGTGAAATCGCTAATAAGGTCACGTGAAATCGCTAA
TCAAAAAGGCACGTGAGAACGCTAATAGCCCTTTCAGATCAACAGCTTGCAAACAC
CCCTCGCTCCGGCAAGTAGTTACAGCAAGTAGTATGTTCAATTAGCTTTTCAATTAT
GAATATATATATCAATTATTGGTCGCCCTTGGCTTGTGGACAATGCGCTACGCGCA
CCGGCTCCGCCCGTGGACAACCGCAAGCGGTTGCCCACCGTCGAGCGLCCAGCGC
CTTTG

Sekvence ARPC1

>NtARPCla

ATGGCAGCAACTTCAGTACATAAGTTTGCTCAGTGCATTACTTGCCATGCTTGGAG
TCCCGACCTCTCCATGATTGCGCTTTGTCCTAACAATAGTGAAGTACATATATATAA
ACTATCCGAGGACAAGTGGGAGAAGGTCCATGTTCTTCAGAAGCATGACCAAATTG
TGTCTGGTATAGATTGGAGTTCAAGATCCAATAAAATAGTTACTGTTTCTCATGATC
GTAATTCATATGTTTGGAACCAAGAAGCGTCAGGGTGGGTACCTACTCTGGTCATT
CTCAGGCTAAATCGTGCAGCACTTTGTGTGCAGTGGAGTCCAAAAGAAAACAAGTT
TGCTGTTGGAAGTGGGGCTAAAACTGTTTGTATATGCTACTATGAGCAAGAAAATA
ACTGGTGGGTGAGTAAGCTAATCAGGAAAAGGCATGATTCATCGGTAACAAGTATT
GCTTGGCATCCGAATAATATTCTCCTAGCAACAACATCCACTGATGGTAAATGTCG
AGTATTTTCAACATTCATTAAAGGTGTCGATGCAAAGGACTCTGCAATGGGGAATT
CTGCAGATACCAAATTTGGAGAGCAAATTGTCCAGCTTGATCTCTGCTTTTGCTGG
GCTTTTGGTGTCAGATGGTCCCCAAGTGGCAATACCTTATCATATGTAGGTCATAA

CTCAATGATATACTTTGTTGATGAGGTTGGTCCCTCTGCTGCAGCACAAAGTGTAG
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CAATCCGCGATTTGCCTCTTCGTGATGTATCGTTTCTTTCTGAAAGGATGGTTGTTG
GTGTGGGATTTGATTGCAACCCGATGGTATTTGTGGCAGATGAAAGTGGACTCTG
GAGTTTCTTGAGATTCCTTGATGAGCGGAAAGCAGCGTCGTCAAGTGCTAAATATG
GATCACAGTTTTCCGAAGCTTTTGGGAAATTCTATGGTCAATCAAAGTATTCAGCCA
ACAACAATGTTGAGCAGTCAAGAGGCGCTCATGACAACTGTATCAATTGCATATTA
CCACTTGCAAAACAGAGAAAATCTAGTGTCACCCGTTTCAGCACTTCAGGACTTGA
TGGAAAGGTAGTGATATGGGATTTGCAGAAGCAAGAAGATTTATTGGACTATTTAT
GA

>Protein sequence NtARPCla
MAATSVHKFAQCITCHAWSPDLSMIALCPNNSEVHIYKLSEDKWEKVHVLQKHDQIVS
GIDWSSRSNKIVTVSHDRNSYVWNQEASGWVPTLVILRLNRAALCVQWSPKENKFAV
GSGAKTVCICYYEQENNWWYVSKLIRKRHDSSVTSIAWHPNNILLATTSTDGKCRVFST
FIKGVDAKDSAMGNSADTKFGEQIVQLDLCFCWAFGVRWSPSGNTLSYVGHNSMIYF
VDEVGPSAAAQSVAIRDLPLRDVSFLSERMVVGVGFDCNPMVFVADESGLWSFLRFL
DERKAASSSAKYGSQFSEAFGKFYGQSKYSANNNVEQSRGAHDNCINCILPLAKQRK
SSVTRFSTSGLDGKVVIWDLQKQEDLLDYL

Sekvence ARPC2
>NtARPC2

ATGATATTACTGCAATCTCCCTCCAGATATCTCCTTCAGATCTTGTCCAATCGCGTC
CAGAATCTTGAGAAAGGAGTTGAACTGGATTGCCAATGGGTTGAATTTGATGATAT
CCGTTACCATATTCAGGCTTCAGTGAAAAATCCAAATGTCCTGCTTCTTTCAGTATC
ATTGCCCATACCACCTCCAGAAACTGTCCTCTTTGGTGGACTTCCACTTGGAGCTT
TAGAAGCCATAAAAGCAGCATATGGTGTAGTTGCACAAATTCTTGATCCTCCAAGA
GATGGATTTAATCTCACACTTAAACTGAACTTGTCAAAACTTCCCCCAGATGAAGAA
CACAAACATGCCCTCTTGACAAAGATTGCATCGGTGAGGGAGGTAGTAATGGGAG
CCCCACTGAGGGCAGTACTAAAACATCTTGTTTCAAGGACAGTTCCTTCCGATCTA
GGCAAGCCTGTTGCGCTGGTTCATCGGCCAAATGAGTCTTTTTTCCTTGTACCTCA
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GGTGGACAAGGTCACIGTCATATTTCCTATGAGATTTAATGATTCTGTAGATACCGLT
CTtGCAACTTCCTTCCTACAGGAATTTGTTGAGGCAAGGCGAACTGCTGGACTTAA
CAATGCCCCTCCTTGTTTGTGGTCTCCATCTGCTCCTCAAGAACTGAAGGAAGCTT
TTACAGAAGCATTATCTGCTAATGCCGGATTTGTTAGTTTTGTCATCTTTCCTCGCC
ATGTGGAAGGCAGAAAACTGGACAGAACTGTTTGGAACCTATCGACCTTTCATGCT
TACGTGAATTATCATGTTAAGTGTTCTGAATGTTTCATGCACACCCGAATGAGGCGT
CAGGTGGAGTCACTGATACAGGCCCTTGATCGTGCCAAACCAGACTCTGAGAAGG
CCAAACGATCTTCTCCAAGCAGATCATTTAAACGAATGAGCCTCAAGGATGGGAAT
AACAGTTTGGGTTCGCGAAGTTGGAAGTAG

>protein sequence NtARPC2

MILLQSPSRYLLQILSNRVQNLEKGVELDCQWVEFDDIRYHIQASVKNPNVLLLSVSLPI
PPPETVLFGGLPLGALEAIKAAYGVVAQILDPPRDGFNLTLKLNLSKLPPDEEHKHALLT
KIASVREVVMGAPLRAVLKHLVSRTVPSDLGKPVALVHRPNESFFLVPQVDKVTVIFPM
RFENDSVDTVLATSFLQEFVEARRTAGLNNAPPCLWSPSAPQELKEAFTEALSANAGFV
SFVIFPRHVEGRKLDRTVWNLSTFHAYVNYHVKCSECFMHTRMRRQVESLIQALDRAK
PDSEKAKRSSPSRSFKRMSLKDGNNSLGSRSWK

Sekvence ARPC3
>NtARPC3

ATGGTTTATCATTCCAGTTTTGTTGACGAGGAAGGAATTAGTAAAGCTTGTGGATG
CCCTTTATTACCTCTGAAAAGCCATATAAAGGGACCTGCTCCAGTTTCAGAACAAG
ATACAACTGATATTGTTGATGAAGCAATCACATTCTTCCGAGCAAATGTCTTCTTCA
AAAACTTTGATATTAAAAGCTCATCTGACAAGCTACTTATCTATTTGACATTGTATAT
CAACATCGCACTAAAGAGGCTTGAAGGCTGCAGAACTTTAGCTGAAGGAACCAAG
GCTATCATCAACCTAGGTTTGGAAACGGTTCCTGTACCTGGAGAGTCAGGTTTTCC
ATTCCCAGGCTTATTTACTGCTGCCCAATCTAAAAAAGAAGCAGAACTATTCAGGAA
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TTACCTAAGGCAAATAAGGGAGGAAACTAGTGGGAGATTATTAAGTGTTGCTTATC
GACATAATGGAACTCCTAACAAATGGTGGTTAGCATTTGCCAAGAGAAAGTTTATG
AACATGGTTCTTCCTTCA

>protein sequence NtARPC3

MVYHSSFVDEEGISKACGCPLLPLKSHIKGPAPVSEQDTTDIVDEAITFFRANVFFKNFD
IKSSSDKLLIYLTLYINIALKRLEGCRTLAEGTKAIINLGLETVPVPGESGFPFPGLFTA
AQSKKEAELFRNYLRQIREETSGRLLSVAYRHNGTPNKWWLAFAKRKFMNMVLPS

Sekvence ARPC4

>NtARPC4, 510 bp

ATGGCAAATCCATTGCGATTGTATTTAACATGCATAAGAAACACGCTCGAAGCAGC
TATGTGTCTTCAGAATTTCCCATGCCAAGAAGTAGAGAGGCATAACAAACCAGAGG
TTGAACTAAAGACAAGCCCAGAACTTCTTCTTAATCCTGTTTTGATTTGTCGAAATG
AGGCTGAAAGGTGCTTGATTGAAACATCTATTAATTCCTTGCGCATAAGTCTAAAG
GTGAAACAGTCAGATGAACTTGAAAATATACTAACAAAGAAGTTCCTTAGGTTTTTG
TCTATGAGAGCAGAAGCGITTCAGGTGTTAAGGAGAAAGCCGGITCAGGGCTACGA
CATTAGTTTTCTCATTACAAATTATCATTGTGAAGAGATGCAGAAGCAAAAGCTTAT
TGATTTCATAGIGCAATTCATGGAGGACATCGATAAGGAGATCAGTGAACTGAAACT
ATCAGTGAACACCCGAGGGAGGCTTGTTGCTACTGAGTTTCTGAAGCAATTCATCT
GA

>protein sequence NtARPC4

MANPLRLYLTCIRNTLEAAMCLQNFPCQEVERHNKPEVELKTSPELLLNPVLICRNEAE

RCLIETSINSLRISLKVKQSDELENILTKKFLRFLSMRAEAFQVLRRKPVQGYDISFLITN
YHCEEMQKQKLIDFIVQFMEDIDKEISELKLSVNTRGRLVATEFLKQFI
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Sekvence ARPC5

>NtARPCS5

ATGGCTGAGATTGTCGAAGCAGATAATTTCGAAGCCATAATCACCAGAATCGAACA
CAAGTCCCGCAAGATCGAAAGCTTACTCAAACAGTATAAACCAGTGGAAGCTCTGA
AAACAGCTCTAGAAGGATCACCTCCCAAGACCAAAGATGAAAGATGCAAGTCTGCT
AATTGGATAGTGGTGCATAGGGCTATAATGGCTATCAAAGATGTTGATAGCTTGTT
CTCTGCTTTGGATCCTGAGTACTATGATATTCTCATGAAGTACTTGTACAGAGGTTT
GTCTACTGGAGACCGCCCAACATGTGACCAATGCCTAAGGATTCATGAAAAACTTA
CAGAAAAAGCTGGTTTGGGTTGCATACTGCGTTGTCTTGCTGACACTGTGAATACT
GTGTGA

>protein sequence NtARPC5
MAEIVEADNFEAIITRIEHKSRKIESLLKQYKPVEALKTALEGSPPKTKDERCKSANWIVV

HRAIMAIKDVDSLFSALDPEYYDILMKYLYRGLSTGDRPTCDQCLRIHEKLTEKAGLGCI
LRCLADTVNTV
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>GFP

ATGGGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGAT
GGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAA
CATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCTT
GGCCAACACTTGTCACTACTTTCTGTTATGGTGTACAATGCTTTTCAAGATACCCAG
ATCATATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGAGCGCCATGCCTGAGGGATACGTACA
GGAGAGGACCATCTTCTTCAAGGACGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTC
AAGTTTGAGGGAGACACCCTCGTCAACAGGATCGAGCTTAAGGGAATCGATTTCAA
GGAGGACGGAAACATCCTCGGCCACAAGTTGGAATACAACTACAACTCCCACAAC
GTATACATCACTGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTCAAAATTAGA
CACAACATTGAAGATGGAAGCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCC
AATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTG
CCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTA
ACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAAAAG

>protein sequence GFP

MGKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWP
TLVTTFCYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFE
GDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYITADKQKNGIKANFKIRHNIEDGS
VQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITHGM
DELYKK
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>mCherry

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACATGGCCATCATCAAGGAGTTCATGCGCT
TCAAGGTGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCG
AGGGCGAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACC
AAGGGTGGCCCCCTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGTTCATGTACG
GCTCCAAGGCCTACGTGAAGCACCCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTC
CTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGT
GGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCGAGTTCATCTACAAGGTG
AAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACCA
TGGGCTGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAGGACGGCGCCCTGAAG
GGCGAGATCAAGCAGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACGACGCTGAG
GTCAAGACCACCTACAAGGCCAAGAAGCCCGTGCAGCTGCCCGGCGCCTACAAC
GTCAACATCAAGTTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAACA
GTACGAACGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACCGGCGGCATGGACGAGCTGTACAA
GTAG

>protein sequence mCherry

MVSKGEEDNMAIIKEFMRFKVHMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYEGTQTAKLKVTKGG
PLPFAWDILSPQFMYGSKAYVKHPADIPDYLKLSFPEGFKWERVMNFEDGGVVTVTQ
DSSLQDGEFIYKVKLRGTNFPSDGPVMQKKTMGWEASSERMYPEDGALKGEIKQRLK
LKDGGHYDAEVKTTYKAKKPVQLPGAYNVNIKLDITSHNEDYTIVEQYERAEGRHSTG
GMDELYK
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