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Abstrakt

Prace je zamétena na studium vyznamu regulatoru G-proteinové signalizace NtRGS1 v regulaci
rustu a déleni bun¢k tabidkové linie BY-2. Protein NtRGS1 je vyznamnym kandidatem na tlohu

receptoru vazaného na heterotrimerni G-proteiny u rostlin.

Heterotrimerni G-proteiny jsou soucasti jednoho z kli¢ovych mechanizmli bunécné
signalizace eukaryot. Zakladni principy G-proteinové signalizace jsou shodné v zivoc¢isnych i
rostlinnych systémech. Specifikem této signalizace u rostlin je odliSna kinetika enzymatické
aktivity Ga podjednotky G-proteinového heterotrimeru. Rozdily v enzymové kinetice Ga jsou
uzce spjaty s chimérickou povahou a funkci studovaného regulatoru G-proteinové signalizace
(RGS). Vzajemna interakce Ga podjednotky a regulatoru je zcela zasadni pro regulaci spousténi

bunécné signalizace prostiednictvim G-proteinového heterotrimeru.

V ramci charakterizace proteinu NtRGS1 byly vytvofeny zkracené konstrukty
prislusného genu ve fuzi s GFP za ti¢elem analyzy vlivu jednotlivych Gseki proteinu na jeho
bunécné smeérovani. Déle byly popsany vlivy oSetfeni vybranymi latkami, zejména cukry, na
zmeény lokalizace proteinu NtRGS1 a jeho zkracené verze a v danych podminkéch byla
zdokumentovana 1 exprese genti pro Ga a NtRGS1. V posledni fadé byly popsany vlivy
modulace exprese genu NtGPAI (Ga) a NtRGS1 na riistové parametry transgennich bunéénych
linii tabdku BY-2.

Kli¢ova slova: bunécna linie tabdku BY-2, cukry, cytologie, G-protein, Go podjednotka,
lokalizace, NtGPA1, NtRGS1, regulator G-proteinové signalizace



Abstract

The thesis is focused on the role of regulator of G-protein signaling NtRGS1 in control
of growth and cell proliferation of tobacco cell line BY-2. The protein NtRGS1 is an important

candidate for being plant G-protein coupled receptor.

Heterotrimeric G-proteins are involved in key signaling mechanisms in eukaryotic cells.
Basic principles of this type of signaling are well conserved between plants and animals and
related higher taxa. Outstanding difference of plant G-protein system is altered enzymatic
activity of Ga subunit of the G-protein heterotrimer. These alterations correlate with chimeric
structure and function of investigated NtRGS1 protein. The interaction of Ga and NtRGSI is

absolutely essential for running of heterotrimeric G-protein signaling in plants.

Truncated versions of NtRGS1 fused to GFP were crated in the aim of protein
characterization. The truncated proteins were investigated in respect of analysis of the role of
NtRGS1 domains in protein targeting. Dynamic changes in NtRGS1 and selected truncated
versions induced by experimental application of nutrition, especially sugars were described.
Expression if Ga and NtRGS1 were investigated simultaneously. Influence of modulation of

Ga and NtRGS1 expression on growth parameters of tobacco cell line BY-2 were described.

Key words: tobacco cell line BY-2, sugars, cytology, G-protein, Ga subunit, localization,

NtGPAI1, NtRGS1, regulator of G-protein signaling



Seznam pouzitych zkratek

2,4-D - kyselina 2,4 dichlorfenoxyoctova

ABA - kyselina abscisova

AK - aminokyseliny

AT - Agrobacterium tumefaciens

BiFC - bimolecular fluorescent complementation
BR - brassinosteroidy

BY-2 - bunécna linie tabaku Nicotiana tabacum L., cv. ,Bright Yellow
cDNA - komplementarni DNA

CTX - cholera toxin

dH20 - destilovand voda

DIC - Nomarského diferencialni kontrast

DNA - kyselina deoxyribonukleova

dNTP - deoxyribonukleotid

EDTA - etylendiaminotetraacetat sodny

EF - translacni elongac¢ni faktor 1-a

ER - endoplazmatické retikulum

EST - The Expressed Sequence Tags - databaze
FRAP - fluorescent recovery after photobleaching
FRET - Forster resonance energy transfer

GA; - kyselina geberelova

GAP - protein podporujici GTPazovou aktivitu
GDP - guanosindifosfat

GEF - faktor ovliviiujici vyménu nukleotida
GFP - zeleny fluorescenc¢ni protein

GPCR - receptor G-proteinové signalizace

GTP - guanosintrifosfat

LTR - cytologické barvivo oznacujici vakuolu - Lyso tracker red
PCR - polymerazova fetézova reakce

PLDal - fosfolipaza Dal

PTX - pertusis toxin

RGS - regulator G-proteinové signalizace



RLK
RNA

RT-PCR
ssDNA
TGN

- kindzy pfipominajici receptory — Receptor like kinase
- kyselina ribonukleova

- otacky za minutu

- reverzni transkripce nasledovana PCR

- jednovlaknova DNA

- Trans Golgi Network
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1. Uvod

Komplex heterotrimernich G-proteini je jednim z kli¢ovych mechanizm@ bunééné signalizace
u eukaryot. Nejvetsi komplexitu odpovidajici fyziologickému vyznamu ma tento systém u
zivocichi, hub a hlenek. Poruchy v G-proteinové signalizaci vedou téz k zavaznym porucham
u lidi, jako jsou nékteré typy slepoty nebo fada typli rakovinného bujeni. Vyznam této
problematiky dokldd4d rozsah zakladniho i1 aplikovaného klinického vyzkumu a velka
publikac¢ni ¢innost v tomto oboru.

Bylo dokazano, ze zakladni systém signalizace heterotrimernimi G-proteiny je mezi
zivo¢ichy a rostlinami konzervovan (Jones & Assman, 2004; Urano et al., 2013). Oproti
zivoc¢ichim je vSak tento typ signalizace u rostlin vyrazné¢ méné diverzifikovan, a také
dosavadni znalosti o jeho vyznamu jsou vyrazné¢ mensi. DalSim podstatnym rozdilem, ktery se
na zaklad¢ soucasnych poznatkli zda byt klicovy k porozuméni G-proteinové signalizace u
rostlin, je odlisnd enzymaticka aktivita Ga podjednotky. Oproti zivoCichiim je vymeéna
guaninovych nukleotidl pfiblizn€ 100 x rychlejsi nez hydrolyza GTP (Johnston et al., 2007,
Urano et al., 2012b). V rostlinném systému se diky této dynamice enzymatické aktivity Ga
podjednotka sama o sobé vyskytuje v aktivovaném stavu a je proto také oznacovéna jako
»samo-aktivujici (Temple & Jones, 2007; Urano et al., 2012b).

Zatimco v lidském proteomu bylo identifikovano okolo 850 receptorii vazanych na G-
proteiny (GPCR), u rostlin je diskutovano pouze n¢kolik kandidati na tuto funkci (Urano &
Jones, 2013). Jednim z téchto kandidata je protein AtRGS! respektive jeho tabdkovy homolog
NtRGS1. Tento protein vykazuje pozoruhodnou chimérickou povahu. Ve své struktute zahrnuje
N-termindlni doménu, prostorové pifipominajici zivocisné GPCR (7 transmembranovych
smycek). V C-terminalni ¢asti se naléza doména strukturné i sekvencné pripominajici Zivo¢isné
regulatory G-proteinové signalizace (RGS; Chen et al., 2003). Tyto proteiny se vyskytuji u
zivoc¢ichl jako volné cytoplazmatické molekuly, které¢ zpravidla plsobi jako inhibitory Ga
podjednotky. Zatimco typické zivocisné GPCR figuruji jako aktivatory podjednotky Ga, ve
svétle znalosti dynamiky této podjednotky u rostlin se zda byt logické, Ze rostlinny receptor
bude G-proteinovou signalizaci ovliviiovat z pozice inhibitoru samo-aktivujici se Ga (Urano et
al., 2013). Protein NtRGSI je proto jednim z nejvaznéjsich kandidati na funkci
receptoru/regulatoru.

Dosavadni vysledky naznacuji, ze AtRGSI/NtRGSI figuruji v percepci cukra

rostlinnymi buikami. Dale existuji literarné publikované udaje o vyznamu heterotrimerniho G-
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proteinového komplexu na rust a déleni rostlinnych bun¢k (Fujisawa et al., 1999; Jones, 2002;
Weiss et al., 1993). V soucasné dob¢ je ¢im dal tim vice pfijimana piedstava, Ze cukry funguji
jako zéasadni regulatory rastu a morfogeneze u rostlin (Rolland et al., 2006). Studium vztahu
mezi aktivitou N¢tRGS1, cukernou signalizaci a regulaci bunécného dé€leni se proto jevi jako
vysoce aktudlni.

Bunécna linie tabdku BY-2, kterd byla vyuzita jako modelovy organismus této
diplomové prace, poskytuje tomuto zaméru nékolik vyhod. Obnazené avSak intaktni fetizky
bunék umoznuji ptimou aplikaci latek, bez ptisobeni fyziologického pozadi celého rostlinného
organismu. Buiiky je mozno velmi snadno a efektivné cytologicky analyzovat. Linie BY-2 je
stale vyznamnéj$im modelem pro studium bunécného cyklu a de€leni u rostlinnych bunék.
Cukerné osetfeni, modulace exprese genu NtRGS1 a dalSich soucasti G-proteinového systému
v buiikkach BY-2 miize modelovat vyznam téchto komponent v regulaci rastu a diferenciaci

meristematickych bunék.
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1.1. Cile

Cilem prace bylo bliz§i poznéani tlohy a mechanismu signalizace heterotrimernimi G-proteiny
na modelu tabdkové bunécné linie BY-2 s témito dil¢imi tkoly:

1) Analyzovat vyznam domén proteinu NtRGS! pro jeho bunécnou lokalizaci

2) Popsat zmény dynamiky lokalizace NtRGS1 v zéavislosti na aplikaci zivin, zejména cukrti

3) Analyzovat vliv exprese NtRGSI a NtGPAI (Ga) na ristoveé parametry bunék

13



2. Literarni prehled

V rostlinnych buiikach hraji v bunééné signalizaci vyznamnou roli proteiny $tépici GTP
— GTPazy. Existuji dvé velké skupiny GTPaz. Monomerni GTPazy, které¢ funguji jako
samostatné signalizacni proteiny (Bischoff et al., 1999) a heterotrimerni G-proteiny, které se
skladaji z komplexu 3 podjednotek (afy). U zivocisnych bunék je popsano velké mnozstvi
receptorti sprazenych s heterotrimernimi G-proteiny (GPCR; ptehled viz Lodish et al., 2008),
zatimco u rostlin je zatim popsano jen nékolik kandidati s nejasnou funkei. V posledni dobé se
zd4, ze vyznamnou roli pro spousténi signalizacni kaskady heterotrimernich G-proteini u

rostlin zastava regulator G-proteinové signalizace RGS (Urano et al., 2013).
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2.1. Podjednotka Ga

U cévnatych rostlin je znam pouze jeden gen kddujici a podjednotku G-proteinového
heterotrimeru (Ga). Vyjimku tvofi pouze polyploidni rostliny, u kterych je vice paralognich
gent (Bisht et al., 2011). Rostlinné Ga podjednotky jsou na aminokyselinové trovni z 30 — 40
% podobné nerostlinnym Ga podjednotkdm (Jones & Assmann, 2004). Vzajemna identita
rostlinnych proteinit je pak podstatné vyssi, naptiklad u tabdku vykazuje 75,5 — 99.8%
homologii s ostatnimi rostlinnymi homology (Ando et al., 2000). Pocet aminokyselin
v primdrni struktufe proteinu je mirn¢ variabilni, u Arabidopsis thaliana je to 383 aminokyselin
(Ma et al., 1990), u Nicotina tabacum 384 (Ando et al., 2000). Ga podjednotka je lokalizovana
jak v plazmatické membranég, tak v membran¢ endoplazmatického retikula (ER). Funkce Ga
podjednotky na membrané ER je diskutovana, nicméné by mohla mit urcity vyznam v regulaci
transportu proteinli pomoci ER (Weiss et al., 1997). Vazba Ga podjednotky na membrany je
zajisténa lipidickou vazbou pies posttranslacni modifikace proteinu zahrnujici S-acetylaci a
myristylaci. Mutace proteinu v mistech t€chto modifikaci zptisobuje uvolnéni Ga podjednotky

z plazmatické membrany (Temple & Jones, 2007; Adjobo-Hermans et al., 2006).

Ga podjednotka obsahuje 2 domény. Doménu a-helikalni a Ras doménu (t¢zZ GTPasova
doména). Ras doména je tak nazyvéana diky vyznamné strukturni podobnosti s Ras proteiny
(Millner, 2001). Tato doména obsahuje motivy slouzici k vazbé guaninovych nukleotidd,
k interakci s heterodimerem Gfy, efektorovymi proteiny i receptory G-proteinové signalizace
(GPCR). Helikalni doména vlivem zmény konformace Ga podjednotky prechazi mezi dvéma
stavy. Bud’to fyzicky zakryva misto na Ras domén¢, kde dochazi k vyméné guaninovych
nukleotidl, nebo toto misto nezakryva a vymeéna nukleotidit mtize probihat (Urano et al., 2013).
U zivocichll je zména konformace umoziujici vyménu nukleotidi podminéna GEF (guanin
nucleotid exchange factor) aktivitou, zpravidla vazbou na receptor G-proteinové signalizace
(GPCR) s navazanym ligandem. Po disociaci GDP navaze Ga podjednotka GTP, které se v
bunice vyskytuje ptiblizné v 10 krat vétsi koncentraci nez GDP (Urano ef al., 2013). Vymeéna
nukleotidovych zbytkl na Ga podjednotce je v zivo¢isném systému limitujicim krokem celého
signaliza¢niho cyklu. Navdzani GTP na Ga podjednotku zplsobi konformaéni zménu
podjednotky a naslednou disociaci od heterodimeru Gy a tim i spusténi celé signaliza¢ni
kaskady. Signalizace je ukoncena Stépenim GTP zpét na GDP. Tento krok zajistuje Ga
podjednotka sama, pfipadné je v této aktivité¢ stimulovana nékterymi efektorovymi proteiny a

zejména pak RGSs (regulators of G-protein signaling) majicimi schopnost hydrolyzu GTP
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katalyzovat. Souhrnné se proteiny s touto schopnosti oznacuji jako GAP (GTPase activating
protein). Po hydrolyze GTP na GDP dochazi k opétovné asociaci Go podjednotky
s heterodimerem Gfy a tim i inaktivaci celého komplexu G-proteinového heterotrimeru (Jones

& Assmann 2004).

Dosavadni vyzkum ukézal, Ze zakladni princip fungovani signalizace heterotrimernimi
G-proteiny je u rostlin stejny jako u zivocichti (Jones & Assmann 2004, Urano et al., 2013).
Vystupy biochemické analyzy Ga podjednotky vSak ukéazaly rozdilnou kinetiku St€peni GTP a
vymény nukleotidi (GAP vs. GEF aktivita) oproti zivo¢iSnému systému. Ve svétle nejnovéjSich
poznatkli se pravé tento rozdil jevi jako klicovy pro pochopeni rozdild a funkce
heterotrimernich G-proteint u rostlin. U bunék zivoc¢isnych je vyména GDP za GTP na Ga
podjednotce pomald, proto je pro ni potieba néktery z GEF a naopak hydrolyza GTP probiha
rychle (lidské Ga Keat = 3,5 min™'; Graziano et al., 1989; Urano et al., 2013). U rostlinnych Ga
podjednotek ptechézi a-helikalni doména spontdnné mezi konformacnim stavem, kdy zakryva
oblast vymény guaninovych nukleotidi a mezi stavem, ktery vyméné nebrani. Pro pfedstavu
slouzi obrazek 2.1. K vyméné nukleotidovych zbytk dochdzi tedy rovnéz spontanné. Vymena
guaninovych nukleotidii je pfiblizn& 100 x rychlejsi (4tGPAI Kobs = 5,80 min'') nez hydrolyza
GTP (4tGPAI Kcat = 0,047 min’'; Johnston et al., 2007; Urano et al., 2012b). V rostlinném
systému se tedy Ga podjednotka sama o sob¢ vyskytuje v aktivovaném stavu a je proto také
oznacovana jako ,,samo-aktivujici“ (Temple & Jones, 2007; Urano et al., 2012b). Na zaklade
porovnani vysledki, které byly ziskdny méfenim rychlosti vymény nukleotidi na Ga
podjednotce u Arabidopsis thaliana (GPAI, zastupce dvoudéloznych rostlin), Oryza sativa
(OsRGAI, jednodéloznych), Pinus taeda (PtGal, nahosemennych), Marchantia polymorpha
(MpGal, bezcévnych) bylo zjisténo, ze vyména nukleotidil je u vSech téchto zastupci velmi
rychla. To vedlo autory k vysloveni hypotézy, ze rychla disociace GDP z Ga podjednotky je
konzervovana naptic¢ suchozemskymi rostlinami a ze je to pro né znak spojujici je se spoleénym
evolu¢nim piedkem. Dalsim vystupem z téze prace bylo zméifeni rychlosti hydrolyzy GTP u
vyse uvedenych zastupcl, vyjma Pinus taeda. Toto méfeni ukdzalo, Ze jak u husenicku GPA1
tak uryze OsRGAI dochdzi k hydrolyze GTP pomalu. Naproti tomu u jatrovky MpGa.l dochazi
k hydrolyze GTP asi 16 x rychleji (MpGal Keat = 0,87 min™') neZ u piechozich dvou druhd,
MpGal je tedy schopna se inaktivovat bez pomoci dalSich proteinti (jako jsou RGS). VSechna
tato zjisténi vedla autory k zavéru, ze u vSech suchozemskych rostlin se vyskytuje ,,samo-
aktivujici“ Goa podjednotka, diky relativné rychlé vyméné nukleotidd v porovnani s

rychlosti hydrolyzy GTP, a ze limitujicim a tudiZ i kontrolnim krokem spusténi signalizace je,
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oproti zivocisnému systému, pravé hydrolyza GTP. Na tomto regulacnim procesu se u
nékterych rostlin podili protein RGS1 (Johnston ef al., 2007; Jones et al., 2011; Urano et al.,
2012b; Urano et al., 2013).

Ras doména

guaninovy
nukleotid

helikalni

doména Sponténﬂi pf‘epinéni

Obr. 2.1.: Krystalicka struktura rostlinné Ga podjednotky Arabidopsis thaliana (GPAI,

upraveno podle Urano et al., 2013).

Prvotni fyziologické poznatky o Ga podjednotce izolované z Arabidopsis thaliana
(GPAI) naznacovaly vyznam tohoto proteinu v regulaci bunééného déleni a diferenciace
(Weiss et al., 1993). Pozd¢jsi studie pak odhalovaly dalsi mozné funkce Ga podjednotky.
Mutantni rostliny Arabidopsis s chybéjicim genem GPA1 vykazuji omezené bunécné déleni pii
formovani hypokotylu a listl. Naopak zvysSena exprese tohoto genu ma za nasledek ektopické
déleni bun¢k zahrnujici masivni zvySeni tvorby meristéma (Jones, 2002). U rajcete je Ga
podjednotka zapojena do aktivace Ca?* kanali v plasmatické membrané (Aharon et al., 1998).
Mutantni rostliny ryze s chyb&jicim RGA1 vykazuji trpasli¢i vzrist zpiisobeny zkracenim
internodii, vytvareji mala kulata semena a maji tmave zelené listy. Tyto projevy vedly k objevu,
ze znamy trpasli¢i ryzovy mutant Daikoku d/ ma mutaci pravé v rgal genu (Ashikari ef al.,

1999; Fujisawa et al., 1999).
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V clanku kde byla porovnavéna reakce normalniho kultivaru ryze a mutanta Daikoku
d1 v reakci na giberelin (GA3), byla vyslovena hypotéza, Ze by G-proteinova signalizace mohla
byt zapojena do signalizacni kaskady pti nizkych koncentracich GAs, ale pii vysokych (vice
nez 10”7 M) uz nikoli (Fujisawa et al., 2001). Pfi kifZeni ryzovych mutantt Daikoku dI a sin
(Stihd ryze, s mutaci v genu kodujici protein, ktery funguje jako negativni regulator giberelinové
signalizace) se potvrdilo, Ze jsou heterotrimerni G-proteiny soucasti giberelinové signalizace

(Fujisawa et al., 2001).

Béhem vyzkumu, kde se vyuzivalo auxinu pro stimulaci déleni bun¢k, se ukdzalo, ze
bunky kterym chybéla Ga podjednotka, maji dale schopnost se délit. Z toho vyplyva, Ze
odpoveéd’ na auxin neni spojena pouze s G-proteiny. OvSem G-proteinové mutantni rostliny ma;ji
citlivost k auxinu pozménénou. Je tedy mozné, ze G-proteiny ovliviiuji jinou signalni cestu

modulyjici citlivost k auxinu (Jones, 2002).

Déle bylo zjisténo, ze rtizné typy bunék mohou mit odlisné mechanismy reakce na stejny
hormon (Ullah et al., 2002). Svéraci buiiky praduchi u rostlin Arabidopsis mutantnich v genu
gpal nejsou citlivé ke kyseliné abscisové (ABA), kterd indukuje zavieni kanald pro vtok
draselnych iontl K™ do svéracich bunék a otevirani priiduchi. Kli¢ici semena stejnych mutantt
jsou vSak k ABA citliva stejn¢ jako kontrolni rostliny, ale naopak jsou stokrat méné citliva ke
kyselin¢ giberelové (GA3) a zcela necitliva k brasinosteroidim (Jones, 2002). Naopak semena,
u kterych doslo ke zvysené expresi GPAI jsou milionkréat citlivéjsi ke giberelinim nez semena
kontrolnich rostlin, avSak i takto citliva semena ke kli¢eni gibereliny potfebuji. Z toho se
vyvozuje, ze GPA1 se nepiimo podili na regulaci kliceni pravé ovlivnénim citlivosti ke
giberelinim. Je znamo, Ze brasinosteroidy reguluji citlivost ke giberelinim. Semena se
snizenym mnozstvim giberelinil, ale oSetfend brasinosteroidy jsou schopna norméln¢ vyklicit.
Ukazalo se, ze mutantni rostliny v syntéze a odpovédi na brasinosteroidy (bril-5 a det2-1) maji
stejné snizenou citlivost ke giberelinlim jako rostliny s mutaci gpal. Pfi pokusech s indukci
kliceni semen gpal mutanti byly brasinosteroidy naprosto neu¢inné pii snizené hladiné
giberelinii. U rostlin se stejnou mutaci bylo rovnéz pozorovano, ze schopnost reagovat na
gibereliny chybi v kofenech a hypokotylu. To poukazuje na to, Ze prenos signalu
brasinosteroidii je pravdépodobné spojen s G-proteinovou signalizaci v riznych bodech

rostlinného vyvoje (Fujisawa et al., 2001; Ullah et al., 2002).

V publikaci, zabyvajici se vlivem UV-B (0,5 W m) zafeni na zavirani priduchii u listd

rostlin Arabidospsis bylo zjisténo, ze zde Ga podjednotka funguje jako pozitivni regulator
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odpovédi svéracich bun¢k na UV-B zéfeni. Pro pokus byly pouzity rostliny s mutaci v GPAI,
jedna linie byla s inaktivovanym genem (gpa/) a druhé linie byla naopak s mutaci zpiisobujici
konstitutivni aktivitu Ga podjednotky. Dale byly pouzity latky, znamé z zivo¢iSnych modela,
které ovliviuji aktivitu Ga podjednotky, pertussis toxin (PTX) jako inhibitor Ga a cholera toxin
(CTX) jako aktivator Go. U listd ,,wild type* rostlin kultivovanych s PTX bylo zavirani
priduchti vlivem UV-B zafeni kompletné¢ inhibovano. Naopak u listl stejnych rostlin,
kultivovanych s CTX, se pruduchy zaviraly. U , knock out* mutanti bylo zavirani praducha
vlivem UV-B zafeni kompletné inhibovano. Naopak varianta se zvySenou expresi konstitutivné
aktivni Ga podjednotky méla pod UV-B zatfenim vice seviené priduchy nez kontrolni varianta

a také oproti kontrole priiduchy zavirala rychleji (He et al., 2013).

V posledni dobé se z hlediska pochopeni fungovani komplexu heterotrimernich G-
buiice. Signalni molekulou je pro G-proteiny D-glukéza (Johnston et al., 2007). Podrobnéji o
pienosu cukerného signalu pojednava kapitola 2.5. vénovana proteinu RGS (regulator of G-
protein signaling), ktery v tomto procesu hraje zasadni roli. V souvislosti se signalni drahou D-
glukézy byl identifikovan v kotfenovych meristémech protein THF1 (thylakoid formation 1),
jakozto ,,downstream® interaktor Ga podjednotky. Protein THF1 je v bunce lokalizovan na
vnéjsi plastidové membrané a dale ve stromatu. K fyzické interakci THF1 a GPA1 dochazi
v mistech, kde se vnéjsi plastidova membrana dotyka plasmatické membrany. K detekci fyzické
interakce byla vyuzita metoda FRET (Forster/Fluorescence resonance energy transfer; Huang
et al., 2006). Rostliny Arabidopsis s mutaci gpal jsou nadmérné citlivé na osetfeni 6% D-
glukozou, coz vede k omezeni rstu kotent i hypokotylu (Johnston et al., 2007; Huang et al.,
2006). Rostliny Arabidopsis s mutaci thfl vykazuji rovnéz hypersenzitivitu k oSetteni 6% D-
glukozou a naopak rostliny se zvySenou expresi genu THF'1 vykazuji rychlejsi riist kofent nez
kontrolni rostliny. Bylo také zjisténo, ze pfitomnost D-glukozy urychluje polocas rozpadu
proteinu THF1 (Huang et al., 2006). Protein THF1 se spole¢n¢ s GPA1 tedy pravdépodobné
podili na ptenosu cukerného signalu z extracelularniho prosttedi, pies plasmatickou membranu

smérem do plastidii.

Ga podjednotka Arabidopsis fyzicky interaguje rovnéz s fosfolipdzou Dal (PLDal).
Béhem experimentii bylo zjiSténo, Ze misto na PLDal, kde dochazi k interakci s Ga
podjednotkou je tzv. DRY motiv, ktery je znamy jako interak¢éni misto pro Ga podjednotku u
mnoha zivociSnych receptori G-proteinové signalizace (GPCR). Na interakci mezi Ga a

PLDal u Arabidopsis ma vliv, zda ma Ga navdzano GDP nebo GTP. Nartst interakce byl
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naméfen v situaci, kdy byly Ga podjednotky neaktivni, respektive kdyz vazaly GDP. Naopak
pokles interakce byl naméten u aktivnich Go podjednotek, vazajicich GTP (Zhao & Wang,
2004). Autotfi publikovali ¢lanek v dobé, kdy se jest€¢ nepfedpokladala existence ,,samo-
aktivujici® Ga podjednotky. Pfedpokladali proto, Ze Ga interaguje s PLDal v klidové formé, a
ze po vazbé ligandu na néktery potencionalni GPCR a nésledné aktivaci Ga podjednotky se
interakce narusi (Zhao & Wang, 2004). Vezmeme-li v uvahu ,samo-aktivujici“ Ga
podjednotku, je potieba CasteCné zménit piislusnou interpretaci. Aby byla rostlinna Ga
podjednotka neaktivni (vazajici GDP), je zapotiebi néktery z GAP (vice o tomto problému
pojednava kapitola 2.5. vénovand RGS). Dalo by se tedy uvazovat, ze PLDal by mohla byt
dal§im signaliza¢nim elementem, ktery je inhibovan vazbou na neaktivni Ga podjednotku do
doby jeji aktivace, kterou spousti praveé vazba ligandu na RGS. Obdobnym mechanismem by
se mohla paleta proteinii zapojenych do bunécné signalizace spojené s heterotrimernimi G-
proteiny znacné rozsifit, coz by také mohlo vysvétlovat zapojeni G-proteini do odpovédi na

tak Siroké spektrum signali.

Vzhledem k jediné doposud zndmé rostlinné Ga podjednotce se nékteré vyzkumné tymy
zam¢étily na existenci XLG (extra-large G-proteins) gendl, u Arabidopsis thaliana konkrétné
XLG1, XLG2 a XLG3, jakozto genu pro dalsi mozné Ga podjednotky. Produkty téchto genil
jsou ve srovnani s typickou Ga podjednotkou (GPAT1) vice nez dvojnasobné vétsi (XLG1 ma
v primarni struktufe 888 AK, XLG2 - 862 AK, XLG3 - 849 AK oproti GPAI, ktera ma jen 383
AK; Lee & Assmann, 1999; Heo et al., 2012). Na C- konci téchto XLG proteini se vyskytuje
doména vykazujici homologii s GPA1. N- koncovd doména je piiblizné¢ 400 AK dlouha a
obsahuje oblasti bohaté na cystein a také jaderny lokaliza¢ni signal, diky némuz jsou tyto
proteiny primarné lokalizovany v jadfe (Heo et al., 2012). XLG maji stejn¢ jako GPA1
schopnost vazat a hydrolyzovat guaninové nukleotidy a dokonce interaguji s Gf podjednotkou
(Heo et al., 2012; Zhu et al., 2009). Bylo pozorovano, ze tyto proteiny ovliviiuji morfogenezi
kotenti. Rostliny Arabidopsis s mutaci ve vSech tfech XLG genech tvofi oproti kontrole delsi
primarni kofeny a vykazuji pii rastu kofenii pozménénou citlivost v odpovédi na cukry, ABA,
osmoticky stres a etylén (Heo et al, 2012). Strukturnim pfedpokladiim ale neodpovida
lokalizace a to, ze oproti GPA1, kterd jako kofaktory pro vazbu a hydrolyzu nukleotidii
preferencné vyuzivd malé bivalentni kationy hot¢iku, vyuzivaji XLG velmi malé mnoZstvi
kation®i vapniku, nicméné je jako kofaktory potfebuji. GPA1 je schopna vyuzit také Ca’",
oviem v porovnani s vyuzitim Mg** vykazuje sniZzenou schopnost vazby i hydrolyzy

nukleotidii. Podle recentnich vysledkti XLG2 zprostfedkovava vazbu proteinu RTV1 (Protein
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Related to Vernalization 1) na DNA a to specificky do promotorovych oblasti gent
ovliviyjicich kveteni, FT (flowering locus T) a SOCI (Suppressor of Overexpression of
Constans 1; Urano et al., 2013; Heo et al., 2012). Ve zkratce se tedy da ptedpokladat, ze XGL2
se nepiimo podili na tvorbé kvétl. Pfestoze se o existenci XLG proteinti a jejich podobnosti s
Ga vi jiz tadu let, nejsou tyto proteiny doposud podrobné prozkoumdany. Jejich zatazeni do

signalnich drah heterotrimernich G-proteinti je proto stale predmétem odborné diskuse.

2.2. Podjednotka Gf§

Druhym clankem G-proteinového heterotrimeru je G podjednotka. Stejné jako u Ga
podjednotky je u vétSiny druhti cévnatych rostlin (s vyjimkou polyploidii) popsan pouze jeden
gen kodujici G podjednotku. Tento gen byl izolovan u mnoha druhti cévnatych rostlin, jako je
kukutice (ZGB1), Arabidopsis (AGB1; Weiss et al., 1994), brambor (StGB1 a StGB2; Kang et
al., 2002), tabak (NtGB1 a NtGB2; Ando et al., 2000). Kodované proteiny téchto rostlin jsou si
na aminokyselinové trovni vzdjemné velmi podobné. Napiiklad G podjednotky kukufice a
Arabidopsis vykazuji vzajemnou identitu ze 71 %. Velkou miru podobnosti najdeme i pii
srovnani rostlinnych a nerostlinnych G podjednotek (Weiss et al., 1994). Pocet aminokyselin
v primarni struktufe proteinu je variabilni v zavislosti na druhu rostliny, pifiblizné se vSak

pohybuje okolo 380 aminokyselin.

Prestoze GP podjednotka sama o sobé neobsahuje Zadnou hydrofobni ¢ast ¢i
membranovou kotvu, je lokalizovdna v plazmatické membrané (Obrdlik et al., 2000).
Zakotveni v membrané¢ je zprostiedkovano pevnou vazbou mezi G a Gy podjednotkami. Gy
podjednotka obsahuje prenylovou kotvu, a tak pomoci silné¢ hydrofobni vazby udrzuje cely
heterodimer Gy v plazmatické membrané (Peskan & Oelmiiller, 2000; Mason & Botella, 2000;
Obrdlik et al., 2000). Za pevnou vazbu G podjednotky ke Gy podjednotce a tim i tvorbu
heterodimeru je na G podjednotce odpovédny N-konec proteinu, kde se naléza struktura
sto¢ené spiraly (tzv. coiled-coil; Ando et al., 2000). Dalsi vyznamnou oblasti GB podjednotky
je WD40 doména, kterd obsahuje sedmkrat se opakujici WD40 motiv. Tato doména je
konzervovana napfi¢ rostlinnymi, kvasinkovymi i1 zZivo¢isSnymi G podjednotkami vcetné

lidskych (Ando et al, 2000). Cislo ve zkratce WD40 zna¢i primérny pocet aminokyselin
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v jednom WD40 motivu a pismena W-D znaci zbytky tryptofan-asparagové kyseliny, kterymi
casto motiv konc¢i (Weiss et al., 1994). WD40 doména je situovana na C-konec proteinu a
obsahuje interakéni misto pro Ga podjednotkou (Jones & Assmann, 2004) a efektorové proteiny
(Chakravorty et al., 2011). Vazebné misto pro efektorové proteiny je v pripad¢ inaktivni formy
- heterotrimeru Gafy - kryt¢ Go podjednotkou s navazanym GDP. Je tedy ziejmé, ze Gf
podjednotka (ve formé¢ dimeru GPy) mize interagovat s efektorovymi proteiny pouze po

disociaci od Ga (Urano et al., 2013).

Na zékladé porovnani interakénich domén G podjednotky Arabidopsis s zivo€iSnymi
GB podjednotkami byly vytipovany 4 aminokyseliny, které by mohly ovliviiovat interakci
s efektorovymi proteiny. Byly tedy vytvoieny 4 rizné konstrukty, pokazdé se zaménou v jedné
z vytipovanych aminokyselin a ty byly transformovany do rostlin Arabidopsis s knockout
mutaci pro gen kdédujici GB podjednotku. Poté byly sledovany fenotypy transformovanych
mutantnich rostlin. Z vysledki se ukdzalo, ze threonin na pozici 65 je dulezity béhem
signalizace kontrolujici hypersenzitivitu k manitolu béhem kliceni semen, a Ze kyselina
asparagova na pozici 250 hraje roli pii tvorbé postrannich kotfent. Fakt, ze tyto dvé rizné
mutace na G podjednotce vytvaii odlisné fenotypové projevy rostlin, dokazuje existenci
rozdélenych signalnich cest pro rizné odpovédi, na kterych se GB podjednotka podili
(Chakravorty et al., 2011).

V mladych vyvijejicich se listech tabaku (Nicotiana tabacum) byla zjisténa zvySena
koncentrace proteinu G, koncentrace sldbne s postupujici urovni vyvoje listu. Signalizace
vedouci pies GB podjednotku tedy mtize mit vyznam pii tvorbé novych listi (PeSkan &
Oelmiiller, 2000). Ze zjiSténi, ze u rostlin bramboru (Solanum tuberosum) se proteiny Ga a Gf3
vyskytuji v pletivech zakladajicich se hliz, av§ak uz nikoli u vyvinutych a dormantnich hliz, Ize
usuzovat, ze maji tyto proteiny vyznam v procesu rané tuberizace u bramboru a pokles exprese
ptislusnych geni (StGA2 a StGB2) muze souviset s piechodem hliz do dormance (Kang et al.,

2002).

Podle rozdilnych fenotypovych projevii v utvéieni laterdlnich kofent u Arabidopsis
thaliana s mutacemi gpal a agbl je patré, ze GP spolecné s Gy podjednotkou (ve formé dimeru
GPy) ovliviwyji signaliza¢ni kaskadu auxinu vice nez Ga podjednotka (Ullah ef al., 2003).
Aktualné se predpoklada, ze ztratou Ga podjednotky mize vznikat mnozstvi volného dimeru
Gy, ktery déle interaguje s proteinem NDL1 (N-MY C—downregulated-likel). Tento protein se

podili na regulaci morfogeneze kotenti v zavislosti na lokdlni hladin¢ auxint a cukru (Mudgil
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et al., 2009). Naopak ztratou G podjednotky je signal oslaben. Rostliny s chybéjici Ga
podjednotkou tvoii méné lateralnich kofenti nez kontrolni rostliny, naopak rostliny s chybéjici
Gp podjednotkou tvoti kotenti vice. G podjednotka zde tedy funguje jako negativni reguléator
auxinem navozeného déleni buné€k. Je vSak zjisténo, Ze v obou ptipadech, jak u rostlin s mutaci
v Ga tak 1 G, k urcité odpovédi na auxin dochazi, i kdyz u kazdé mutace s jinou citlivosti. Je
tedy zifejmé, Ze signalizace pfes heterotrimerni G-proteiny neni u rostlin jedinou vyhradni
signalni cestou pro auxin (Ullah et al., 2003). Dale pak agh!/ mutanti vykazuji snizenou
citlivost k brassinosteroidiim (BR) pfi kli¢eni semen a pfi inhibici dlouzeni hypokotylu a kotfenii
(Chen et al., 2004). Podobné vykazuji snizenou citlivost k methyl-jasmonatu a naopak
zvysenou citlivost ke kyseling abscisové (ABA) pfi inhibici dlouzeni kofent a kli¢eni semen.
Rostliny Arabidopsis s mutovanym AGBI sdili 1 nékteré dalsi fenotypové projevy s gpal
mutantnimi rostlinami jako jsou snizend citlivost k ABA ve svéracich bunkach priduchti a
sniZzena citlivost ke gibereliniim pfi kliceni semen (Fan ef al., 2008; Pandey et al., 2006; Trusov
et al., 2006; Ullah et al., 2002). Pti hledani mechanismu, kterym G podjednotka ovliviiuje
signalni drahu brassinosteroidl bylo zjisténo, ze G podjednotka interaguje s proteinem BIN2
(protein-kinaza ucastnici se signalni drahy BR) ale jeho aktivitu nijak neovlivituje. Bylo také
zjisténo, ze GP podjednotka reguluje signdlni drdhu brassinosteroidii nezavisle na proteinu
BZR-1 (klicovy transkripéni faktor signalni drahy BR). Fyziologicky vyznam interakce mezi
Gp podjednotkou a BIN2 je zatim nezndmy (Tsugama et al., 2013).

Pomoci kvasinkového tfi-hybridniho systému byl nalezen efektorovy protein G
podjednotky, ARD1 (Acireductone Dioxygenase 1). Tento protein je spolu s G podjednotkou
zodpovédny za kontrolu délky hypokotylu a otevirani plumularniho hacku béhem vyvoje
semenacklt Arabidospsis a mozna také ptispiva k tvorbé etylénu béhem procesu zajist'ujiciho
recyklaci metioninu (methionine salvage pathway). Pfedpokladd se, Zze podjednotka Gf
stimuluje katalytickou aktivitu ARD1. Oblasti na ARDI, které jsou za stimulaci zodpovédné,
jsou u homolognich proteinii konzervovany napfic¢ rostlinnou i zivocisnou #i8i (Friedman et al.,

2011).

Pti hledani dalSich potencionalnich interaktori G podjednotky byl pomoci
kvasinkového dvou-hybridniho systému nalezen protein Plant U-box20 (PUB20 nebo také
AtCMPG1), ktery patii do rodiny U-box E3 ubikvitin ligaz (proteiny castecné zodpovedné za
ubikvitinaci proteintl). Jeho interakce s AGB1 byla jest¢ potvrzena pomoci metody BiFC
(Bimolecular Fluorescence Complementation, metoda zalozena na kompletaci/komplementaci

¢asti fluoroforu, které jsou neseny potenciondln¢ interagujicimi proteiny. Pfi interakci proteinti
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dojde ke kompletaci/komplementaci ¢asti fluoroforu, coz zajisti jeho funkcnost). Vysledky
ukézaly, Ze k interakci mezi AGB1 a PUB20 dochazi jak v jadre, tak v cytoplazmé. Role G
podjednotky v cytoplazmé je zatim neznama. Zvazovany jsou dvé hypotézy, zda je PUB20 pro
AGBI efektorovym proteinem, nebo zda se PUB20 podili na degradaci AGB1 a slouzil by tak
jako regulator jeji aktivity (Kobayashi et al., 2012).

2.3. Podjednotka Gy

Ttetim a poslednim proteinem tvoiicim G-proteinovy heterotrimer je Gy podjednotka. Na rozdil
od vyse popsanych dvou podjednotek, jsou recentné u Arabidospsis popsany 3 geny pro Gy
podjednotky (AGGI, AGG2 a AGG3) a u nékterych dalSich rostlinnych druhtt je Gy
podjednotek i vice (Thung et al., 2012; Trusov et al., 2012). Gy podjednotky se trvale vazi ke
GP podjednotkam, signalnim elementem vazicim se k efektorovym proteiniim je tedy, stejné
jako u zivocisSnych bunék, trvaly heterodimer GBy (Urano et al., 2013). Existence vice Gy
podjednotek umoznuje vznik odliSnych komplexti heterotrimernich G-proteint, a tedy i

moznost rozdéleni jejich signdlnich drah, kterych se ti€astni (Temple ef Jones, 2007).

Nejdfive byly popsany AGG1 a AGG2, které jsou svou strukturou podobné Zivoc¢iSnym
Gy podjednotkam. Jsou relativné malé, ve své primérni struktufe obsahuji okolo 100
aminokyselin (98 AK u AGG1 a 100 AK u AGG2). Vice nezZ tfetinu proteinu v blizkosti jejich
N-konce zaujima oblast zajist'ujici ,,coiled-coil* formaci, kterd je potiebnd k pevné vazbé ke
Gp podjednotce a tvorbé heterodimeru GBy. Na C-konci proteinu se u AGG1 a AGG2 nachazi
takzvany CaaX motiv (C je cystein, A alifaticka aminokyselina, X jakékoli jind aminokyselina),
ktery je signalem pro posttranslacni prenylaci. Tato modifikace je zodpovédna za hydrofobni
interakci s plazmatickou membranou, coz vede k ukotveni proteinu, a tedy i celého
heterodimeru GBy do plazmatické membrany (Mason & Botella, 2000; Mason & Botella,
2001). Pozd¢ji byla u Arabidopsis objevena tireti Gy podjednotka AGG3, ktera se od
ptedchozich dvou lisi jak sekvencné tak piedev§im svou vice nez dvojnasobnou velikosti (251
AK). Na N-konci je podobna AGG1 a AGG2, uprostied ma potencionalni transmembranovy
helix a na C-konci ma oblast bohatou na cystein (Chakravorty et al., 2011; Urano et al., 2013).
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Pti porovnani C-koncii Gy podjednotek u vice rostlinnych druhti byly popsany tii typy,
do kterych se daji rostlinné Gy podjednotky zaradit. Schematické znazornéni téchto typt je na
obrazku 2.2. Typ A je tvofen malymi proteiny (pramérné okolo 100 AK), které obsahuji na C-
konci CaaX motiv. Tento typ je podobny vSem eukaryotickym Gy podjednotkam, a proto by
mohl byt jakymsi archetypem heterotrimernich Gy podjednotek. Typ A se vyskytuje jak u
krytosemennych tak u nahosemennych rostlin. Proteiny AGG1 a AGG2 spadaji prave do tohoto
typu. Typ B je celkové velmi podobny typu A, ale postradd CaaX motiv. Protoze ani neobsahuje
na C-konci zadné cysteiny, predpoklada se, ze neni ani prenylovan. Tento typ je zastoupen
pouze u krytosemennych rostlin. U Arabidopsis se tento typ nevyskytuje, a neni identifikovan
ani u dal$ich studovanych zéstupct ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae) jako je fepka (Brassica)
a fedkev (Raphanus). Identifikovan byl ovSem u Pap4ji obecné (Carica papaya), ktera patii do
stejného fadu brukvotvarych (Brassicales), coz by naznacovalo, ze gen pro Gy podjednotku
typu B mohl ztratit pfedek brukvovitych (Brassicaceae; Trusov et al., 2012). Poslednim typem
je typ C. Gy podjednotky tohoto typu jsou ve své centralni ¢asti podobné typtim A i B, ale maji
prodlouzenou C-koncovou oblast (~70-350 AK), ktera je extrémné bohatd na cysteinové
zbytky. Asi polovina studovanych Gy podjednotek typu C obsahuje CaaX motiv (sem autofi
tfadi tfeti Gy podjednotku Arabidopsis, AGG3) a polovina jej neobsahuje. Dale je u typu C
zachovana oblast interakce s GB podjednotkou. Tato oblast je konzervovéna i u zivocisSnych Gy

podjednotek (Trusov et al., 2012).

— centralni oblast caax |
Typ A

centralni oblast —
Typ B

— centralni oblast

Typ C

doména bohata na cystein

Obr. 2.2.: Schematické zndzornéni ti typt rostlinnych Gy podjednotek (upraveno podle Trusov

etal., 2012).
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Z vySe popsanych tfi typli Gy podjednotek vyvstava otazka, jakd je lokalizace
podjednotek typu B a ptiblizné poloviny podjednotek typu C, kdyz postradaji CaaX motiv. Gy
podjednotka ryze RGG2, ktera patii do typu B, byla lokalizovdna v plazmatické membrané
(Kato et al., 2004). Stejné tak byla v plazmatické membrané lokalizovana Gy podjednotka typu
B u s6ji (Choudhury et al., 2011). Tyto vysledky ukazuji, Ze Gy podjednotky postradajici CaaX
motiv jsou vazany do plazmatické membrany (a zajiStuji tak i lokalizaci celého Gfy
heterodimeru) jinak nez pomoci prenylace CaaX motivu. Pravdépodobnym zptisobem ukotveni
Gy podjednotek bez CaaX motivu v plazmatické membrané se zabyva diskuze v ¢lanku Trusov
et al., 2012. Dilezitym diskutovanym faktem je, ze sekvence proteinli sice na C-konci
neobsahuji CaaX motiv, nicméné obsahuji v nadmérném zastoupeni kladné nabité
aminokyseliny (arginin a lysin), v kombinaci s aromatickymi zbytky (tryptofanem a
fenylalaninem) a vysoce hydrofobnimi zbytky (izoleucinem a leucinem). Tato kombinace u
mnoha jinych membranovych proteinti tvofi na C-konci amfipaticky a-helix, ktery kotvi protein
do plazmatické membrany. Pfedpoklada se, ze by Gy podjednotky typu B a ¢ast typu C mohly
byt zakotveny v plazmatické membrané stejnym principem (Trusov et al., 2012). Jiny tym,
ktery se zabyval vlivem ptfedpoklddanych CaaX motivii a amfipatické c¢asti na lokalizaci
proteinu AGG3, publikoval, Ze ztratou prvniho pfedpokladaného CaaX motivu (130-141 AK)
nebo predpokladané transmembranové casti (108-125 AK) je lokalizace proteinu narusena, ale
ze protein neztraci zcela schopnost vazby na plazmatickou membranu. Ztratou druhého
predpokladaného CaaX motivu (192-251 AK) nebyla lokalizace proteinu naruSena vibec.
Autofi se domnivaji, ze na bunécné lokalizaci proteinu AGG3 se tedy mohou transmembranova

oblast a CaaX motivy podilet spole¢né (Li et al., 2012).

Ze studia expresnich profili AGGI a AGG2 bylo zjisténo, ze exprese kazdého z téchto
proteinti je organové specifickd, bez vzajemného piekryvu. Nicméné celkovéd exprese obou
genu se piekryva s expresi genu pro G podjednotku (Temple et Jones, 2007). Exprese AGG1
byla zjisténa v koteni v oblasti stfedniho valce, kdezto exprese AGG2 v oblasti primarni kiiry
(cortexu) a epidermis (Trusov et al., 2007). Fenotypové projevy rostlin Arabidopsis mutantnich
ve vSech tfech svych Gy podjednotkach (aggl, agg2, agg3) pokryvaji vSechny zndmé
fenotypové projevy rostlin mutantnich v G podjednotce (agb!; kapitola 2.2.). To dokazuje, ze
vSechny Gy podjednotky, kterymi Arabidopsis thaliana disponuje, jsou jiz identifikovany
(Thung et al., 2012).
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2. 4. Receptory vazané na G-proteiny (GPCR)

Pro piijimani signali z extraceluldrniho prostfedi je u ZivociSnych bunék popsané velké
mnozstvi (u ¢loveka okolo 850) specifickych receptorii sprazenych s G-proteiny (GPCR; G-
Protein Coupled Receptors). Tyto receptory po vazbé nejriznéjsich ligandi z extracelularniho
prostiedi asociuji s Ga podjednotkou a katalyzuji zde vyménu nukleotidii (GEF aktivita), ¢imz

spoustéji G-proteinovou signalni dradhu (Urano & Jones, 2013).

U rostlin je zejména vzhledem k pfitomnosti ,,samoaktivujici Ga podjednotky vedena
okolo existence GPCR Siroka diskuze s nejednotnymi nézory a zavéry (Johnston et al., 2007;
Urano et al., 2012b; Urano & Jones, 2013; Taddese et al., 2013). Jako kandidatni proteiny pro
roli potencionélnich rostlinnych GPCR jsou nékterymi autory uvadény naptiklad MLO proteiny
(Mildew resistance Locus O), zapojené do regulace obrany proti plisiovému napadeni u
jeCmene a tigmotropismu (pohyb vlivem dotyku) kotenti (Chen et al., 2009; Kim et al., 2002).
Déle GTG proteiny (GPCR-Type G-protein) slouzici k percepci ABA (Pandey et al., 2009). A
nékteré dalsi proteiny (CAND; TOM1; HHP). U zadného z vyse uvedenych proteini oviem
neni dokdzano, ze by ovliviioval aktivitu Go podjednotky a tedy ani signdlni drédhu

heterotrimernich G-proteint (Urano & Jones, 2013).

Nejvice diskutovanymi kandidatnimi GPCR u rostlin jsou proteiny GCR1 a GCR2.
GCR1 je u rostlinnych bun¢k schopen regulovat hormonalni signalizaci, ov§em 1 jinak nez jen
pies heterotrimerni G-proteiny, a vykazuje slabou homologii s proteinem cARI1 (receptor
cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) u hlenky Dictyostelium discoideum). Recentné je
GCRI1 diskutovan, zda by nemohl byt jedinym proteinem opravdu podobnym GPCR (Chen et
al., 2004; Plakidou et al., 1998; Taddese et al., 2013; Urano & Jones, 2013). GCR2 byl ptivodné
popsan jako receptor pro ABA, poté byla ovSem jeho role jakozto GPCR zpochybnéna (Liu et
al., 2007; Johnston et al., 2007; Urano & Jones, 2013).

Diskuze ohledné zatazeni kandidatnich proteini mezi GPCR vznikaji zejména na
zéklad¢ nejednotného nazoru na to, co se povazuje za typické znaky pro GPCR. Podle nékterych
autortt by mély GPCR spliovat jak strukturni piedpoklad, coz je sedm transmembranovych
smycek (7TM), tak i vykazovat GEF aktivitu pro Ga podjednotku heterotrimernich G-proteint.
Z4dny z vyse uvedenych kandidatnich GPCR oviem nesplituje oba tyto piedpoklady (Urano &
Jones, 2013). Nicméné vzhledem k ,,samoaktivacni povaze* rostlinné Go podjednotky neni

GEF aktivita u GPCR potiebna, a tak ziistava oteviené, které proteiny lze povazovat za GPCR
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a které nikoli. Rostlinné GPCR by totiz mohli G-proteinovou signalizaci ovliviiovat jinak nez
skrze GEF aktivitu (Johnston et al., 2007; Taddese et al., 2013; Urano et al., 2013; Urano &
Jones, 2013). Napiiklad by mohly fungovat jako receptory, které po navazani ligandu aktivuji
urCité kinazy, které by meéli vliv na fosforylaci reguldtor G-proteinové signalizace (RGS;

kapitola 2.5.).

2.5. Regulator G-proteinové signalizace AtRGS1 / NtRGS1

Regulatory G-proteinové signalizace (RGS) jsou obecné proteiny urychlujici hydrolyzu GTP
navazaného na aktivni formé¢ Ga podjednotky, funguji tedy jako GAP (GTPase-activating
protein), a vyznamn¢ tak ovliviiuji aktivitu signalni drahy heterotrimernimi G-proteiny. U
Arabidopsis a pozdéji i u dalsich rostlin byl nalezen zvlastni typ regulatoru (AtRGS1) majici
specifickou chimérickou povahu. Jeho C-terminalni ¢ast obsahuje RGS box a vykazuje celkove
znacnou sekvencni, strukturni 1 biochemickou podobnost s zivo¢isSnymi RGS. OvSem zatimco
zivoc¢isné RGS jsou volné cytosolické proteiny, rostlinny AtRGS1 nese na N-terminalnim konci
heptahelikalni doménu, kterd jej kotvi v plazmatické membrané a strukturné tak pfipomina
zivo¢isné GPCR (Chen et al., 2003). Diky své chimérické povaze se protein AtRGSI stal

sttedem intenzivniho vyzkumu.

Jiz diive byly charakterizovany v ramci proteinu RGS1 dvé vySe zminéné domény.
Mimo tyto dvé domény se vSak protein sklada jesté z dalSich useki, které jesté¢ v dobé zadani
této diplomové prace nemély objasnénou funkci. Nejprve se zdalo, Ze by se mohlo jednat pouze
o urcité spojky mezi dvéma hlavnimi doménami, nicmén¢ analyza dostupnych udaji z EST
databazi ukézala, Ze jsou tyto tiseky na aminokyselinové Grovni u dvoudéloznych rostlin vysoce
konzervované. Dalo se tedy predpokladat, ze tyto konzervované Uiseky zastavaji urcité, doposud
nepopsané, funkce. Odhaleni funkce ,,spojky* mezi doménami (ekvivalent tiseku 251-283 AK
na obrazku 2.3.) bylo jednim z bodl, na které byla tato experimentalni diplomova préce
zamétena. Zcela aktudln€ vSak byly v této problematice publikovany velmi detailni vysledky

ve ¢lanku Hu et al., 2013.

Protein AtRGSI se sklada ze 459 AK, piic¢emz prvnich 13 N-terminalnich AK smétuje

do extracelularniho prostfedi a obsahuje 2 cysteiny (na pozici C5 a C11), které spolu tvorii
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disulfidicky mistek dulezity pro spravné sbaleni proteinu a pro export celého proteinu
z endoplazmatického retikula (ER; Hu et al., 2013). Aminokyseliny 14-250 tvofi jiZ zminénou
heptahelikalni transmembranovou doménu (7TM). Dale protein obsahuje u rostlin dobie
konzervovany usek (251-283 AK) nesouci signal pro export z ER (pravdépodobné je za to
zodpovedny arginin na pozici 283). Vlastni regula¢ni doména situovana do cytosolu, takzvany
RGS box, zaujima oblast 284-413 AK a krom své regulacni schopnosti popsané nize obsahuje
tyrozin na pozici 344, ktery ma byt dulezity pro export z trans Golgiho aparatu (TGN; Hu et
al., 2013). Posledni C-terminalni usek (414-459 AK) nese misto, které mize byt fosforylovano
pomoci ptislusnych kinaz (Urano et al., 2012a). Pro lepsi ptehlednost slouzi ptilozena obrazova

ptiloha c¢islo 2.3.

14-250 (7TM) 284-413 (RGS) 414-459

extracelularmi transmembrancva oblast cytosolicka oblast
oblast

Obr. 2.3.: Topologické schéma proteinu AtRGS1 s barevné rozliSenymi useky podle odlisny
funkci popsanych v textu. Carami je zjednodugené naznadeno kde se jednotlivé &asti proteinu

nachazeji v rdmci bunky.

Fyziologicky vyznam AtRGS1 byl pfedpovézen na zdkladé experimentalniho oSetteni atrgs/
mutantnich semenackti Arabidopsis thaliana glukozou. Kontrolni rostliny po aplikaci 6%
glukézy piestavaji rlst s piiblizné 50% frekvenci. Mutantni rostliny afrgs! jsou vSak k
takovému oSetfeni tolerantni. Rostliny Arabidopsis s mutantni Go podjednotkou jsou naopak k
danému oSetieni hypersenzitivni. To odpovida predstave, Ze oba proteiny jsou zaclenény do
stejné signalni dréhy. V souladu s tim se rostliny se zvysenou expresi AfRGS1 stavaji ke glukoze
hypersenzitivni a rostliny nesouci mutaci v obou genech jsou rovné€z hypersenzitivni (Johnston
et al., 2007). Jasn¢ a reprodukovatelné pracujici systém ,,glukozovych testi* byl pouzit pro
vyfesSeni otazky vyse popsané dudlni povahy AtRGS1. V rostlindch s nefunkénim AtRGS1 byla
mutace komplementovéana jak ptfirozenym AtRGSI1, tak modifikovanym AtRGS1 (E320K),
ktery ma naruSenou GAP aktivitu. Zatimco rostliny s uméle navySenou expresi pfirozené¢ho

AtRGS1 se staly hypersenzitivni viici glukoze, rostliny komplementované modifikovanym
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proteinem AtRGS1 (E320K) mély signalni drahu stale naruSenou. Ukazalo se tedy, Ze AtRGS1
funguje jako GAP citlivy na glukézu. Jak biochemicky, tak fenotypovy obraz mutanti G-
proteinové signalizace naznacuje, ze Go a AtRGSI1 pracuji do jist¢ miry jako vzdjemni
antagonisté a jejich vysledna stechiometrie v membrané se podili na regulaci fady procest jako
je bunécné déleni, elongace bun€k a dalSich v zavislosti na okolnich signalech, piredevsim
cukrech a auxinech. Na zaklad¢ téchto vysledkt a nékterych dalSich nepfimych dikazl byl
ucinén zavér, ze protein AtRGSI1 slouzi jako receptor D-glukozy (Chen et al., 2006; Grigston
et al., 2008; Urano et al., 2012a).

Paralelni vyzkum Ga podjednotky pfinesl vysvétleni, pro¢ by mél mit rostlinny receptor
RGS podjednotku, kterd G-proteinovou signalizaci jinak inhibuje. Jestlize se Ga samo-aktivuje
a kontrolnim krokem G-proteinové signalizace u rostlin je GAP aktivita, pak by mél mit protein
spoustéjici tuto signalizaci jak receptorovou ¢ast piijimajici ligand, tak regulatorovou doménu,
ktera kontroluje signaliza¢ni cyklus G-proteinového heterotrimeru. Oproti zivo¢iSnym
receptorim tak rostlinny receptor-regulator AtRGS1 figuruje jako inhibitor a signalizace je
spousténa inhibici inhibitoru v disledku vazby ligandu, coz potvrzuji vysledky ziskané pfi
studiu percepce D-glukézy (dale jen glukdza) proteinem AtRGS1 (Urano et al., 2012a; Urano
et al., 2013). Po aplikaci glukézy se AtRGS1 uvolni od G-proteinového heterotrimeru a je
internalizovan ve vaccich, ¢imz piestava inhibovat signalizaci heterotrimernimi G-proteiny.
Navic se ukézalo, jak uz je zminéno vysSe, ze C-termindlni peptid proteinu AtRGS1 nese
vazebné misto pro specifické kinazy (zatim je potvrzena AtWNKS a uvazuje se i AtWNK10),
které jej mohou podobné jako u zivocichl ,oznacit“ k internalizaci, a tim protein
desenzibilizovat (Urano et al., 2012a). Takto popsany model signalizace heterotrimernimi G-
proteiny byl sestaven v poslednich dvou letech a je zatim bez vyhrad piijiman, jelikoz nejlépe
vysvétluje vSechna dosud neobjasnénd specifika této signalizace u rostlin. Osud molekul

proteinu AtRGS|1 po internalizaci z membrany neni znam.

Zatimco percepce glukézy pomoci AtRGS1 byla na biochemické i bunécné trovni
pomérné dobfe charakterizovana, studium mutantnich rostlin Arabidopsis a ryze naznacuje
vyznam heterotrimernich G-proteind v fad€ dalSich signalnich drah (auxiny, gibereliny, ABA,
modré svétlo, reakce na patogeny, atd.) jak uz je popsano v piedchozich kapitolach. Je t€zko
predstavitelné, Ze by malo diverzifikovany systém heterotrimernich G-proteinti u rostlin mohl
sam o sob¢ zprostredkovat tolik signall. SpiSe se tedy zda, Ze heterotrimerni G-proteiny funguji
jako urcity signalizatni uzel. A pravé mechanismus internalizace AtRGSI indukované

fosforylaci otevirda moznost vysvétleni S$irSi pusobnosti heterotrimernich G-proteini v
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rostlinach. Percepce glukozy pomoci proteinu AtRGS1 by mohla fungovat jako urcity kontrolni
bod energetické bilance builky a ovliviiovat tak dynamiku odpovédi na vyse zminéné signaly,
kter¢ vedou k fosforylaci C-terminalniho peptidu AtRGS1. Aktudlné diskutovanymi
Lupstream® interaktory, které by takové propojeni s AtRGS1 mohly zajistovat, jsou RLKs
(Receptor like kinases). Téchto proteini je u Arabidopsis znamo pies 600 a maji dveé dilezité
vlastnosti. Zaprvé funguji jako receptory a zadruhé jsou schopné fosforylovat jiné proteiny
(Shiu et al., 2004). OvSem zadné dikazy o interakci RLKs s AtRGS1 zatim nebyly
publikovany. UvaZzuje se i to, ze by RLKs mohly zastupovat funkci GPCR, ale zatim neni zadny
dikaz o tom, jak by mohly RLKs aktivovat G-proteiny (Klopffleisch et al., 2011; Liu et al.,
2013; Urano et al., 2013). Mohlo by se tak dit pravé pres interakci s AtRGS1. Z dosavadnich
vysledki se zda, ze mutantni rostliny, poptipadé transgenni material, se zvySenou expresi genu
pro Ga nebo AtRGSI1 vykazuji zménénou citlivost k rastovym reguldtorim, coz vede ke
zménam v proliferaci a diferenciaci bunék v rdmci nékterych rostlinnych pletiv. Bylo
dokumentovano, ze mutace gpal (Ga) omezuje bunééné déleni ve stonku etiolovanych
semenacktt Arabidopsis a rovnéz v listové Cepeli juvenilnich rostlin, které se tak stavaji mensi
a okrouhlejsi (Ullah et al., 2003, Urano et al., 2013). Mutace atrgsl méla v ptipad¢ listové
cepele presné opacny fenotyp. (Urano ef al., 2013). Mutantni fenotypy atrgsl rovnéz vykazuji
zvyseni elongace bun¢k hypokotylil, zmény v déleni a dlouzeni bun€k primarnich kotenii (Chen

et al., 2003).

Nejaktualngjsi vysledky z jesté nevydaného ¢lanku (Chen et al., 2014), ktery se zabyva
degradaci proteinu RGS1, naznacuji, Ze se na degradaci proteinu RGS1 podili autofagie. Autofi
béhem experimentii, kdy porovnavali autofagicky tok u bunék hypokotylu semenacku
Arabidopsis kultivovanych na tekutych médiich s obsahem sachardzy a bez ni naméfili, ze po
hladovéni bunék, tedy po docasné kultivaci na médiu bez obsahu sachardzy, byl autofagicky
tok piiblizné 10krat siln€j$i, nez u kontrolnich variant kultivovanych na médiu s pfitomnosti
sachardzy. Do dvou hodin po ptidani gluk6zy do média s hladovéjicimi bunkami se autofagicky
tok vratil na svou puvodni troven. Pro detekci autofagozémii byl jako marker vyuzit protein
podilejici se na tvorbé autofagozomit ATG8a fuzovany s GFP. Pro ujiSténi, Ze jsou popsané
procesy v pokusech spojeny s autofagii byl také pouzit inhibitor 26S Proteazomu MG-115, u
kterého se vi, ze zvySuje autofagii a inhibitor proteosyntézy cykloheximid, ktery naopak
autofagii ¢asten¢ inhibuje. Pfi dalSim méfeni zjistili, Ze po dvouhodinovém hladovéni bunék
na médiu bez sachardzy se hladina proteinu RGS1 sniZila, zatimco autofagicky tok se stejné

jako v predchozim ptipad¢ zvysil. Tento proces nastal i v piipadé kdy byl pouzit inhibitor
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proteazomu MG-115, coz naznacuje, ze RGS1 neni degradovan proteazomem, ale pomoci
autofagie. Dale byly pomoci BiFC testovany vybrané klicové proteiny pro formovani
autofagozému zda fyzicky interaguji s proteinem RGSI. Interakci s RGS1 naméfili u proteinti
ATGS, ATG6 a ATG7. Kazdy z téchto proteinti je soucasti jiného proteinového komplexu,

avsak vsechny jsou dulezité pro spravné fungovani autofagie (Chen et al., 2014).

Protoze je pro tento typ ,,hladovéjicich® experimenti vhodné moci snadno a pfimo
oSetfit buniky bez fyziologického pozadi celého komplexniho organismu, byly do experimentti
zahrnuty také bunééné linie tabaku BY-2, které takové oSetfeni bun€k zivinami, v tomto ptipadé
sachardzou a glukdzou, dovoluji. Jako indikator autofagické ¢innosti bylo pouzito barvivo LTR
(Lyso Tracker Red). U bun¢k BY-2 exprimujicich NtRGS1 fizovany s GFP byl po vyhladovéni
bunék (klutivace v médiu bez sachardzy) pozorovan nariist vackl jak se signalem GFP, tak
obarvenych LTR a u mnohych se signal piekryval. U bunék, které nebyly vystaveny hladovéni,
byla kolokalizace signald pfiblizné u 35 % vackia, zatimco u vyhladovélych bunck se
kolokalizace signalli zaznamenala asi u 70 % vackd. Autofi se tedy domnivaji, ze u bunék

vystavenych hladovéni je protein RGS1 sméfovan do autofagozomu (Chen et al., 2014).

Vzhledem k tomu, Ze regulatory G-proteinové signalizace u rostlin pravdépodobné hraji
zéasadni roli ve spousténi celé signalizacni kaskady heterotrimernimi G-proteiny, je pochopeni
funkce RGS a jejich Zivotniho cyklu zésadni pro pochopeni signalizatni masinérie, ktera
zprosttedkovava tak velké mnozstvi signalil. Je ziejmé, ze ve vyzkumu bylo jiz udélano mnoho
prace a mnohd fakta jiz byla odhalena. Ucelené pochopeni zasazené do funk¢nich kontextd,

popiipad¢ aplikaci vSak vyZaduje jesté mnoho experimentalni prace.
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3. Metodika

3.1. Pouzity biologicky material

3.1.1. Escherichia coli kmen DHSa
Kmen bakterii Escherichia coli kmen DH5a byl vyuZit pro klonovani plazmidi. Podrobnosti

jsou popsany v laboratornim manualu Sambrook et al., (1989)

3.1.2. Agrobacterium tumefaciens kmen C58C1
Bakterie Agrobacterium tumefaciens kmen C58C1 byl vyuzito ke zprostfedkovani
transformace tabakové bunécné linie BY-2. Tento kmen obsahuje plazmid pGV2260 s vir geny,

jejichz produkty umoznuji pfenos 7-DNA (Deblaere et al., 1985).

3.1.3. Buné¢na linie BY-2 (Nicotiana tabacum L., cv. ,Bright Yellow®)

Tato bunécna linie tabdku byla vyuzita jako cilovy pokusny modelovy organismus. Pivodné
vyla odvozena pro primyslové vyuziti, po bliz§i charakterizaci vSak nasla uplatnéni jako
experimentalni modelovy organismus. Vychozim materidlem pro ziskani linie byly semenacky
kultivaru Nicotiana tabacum cv. ,Bright Yellow* (podrobnosti o linii jsou popsany v praci

Nagata et al., 1992).

3.1.4. Plazmidy
Jako vektory pro zmnozeni a vnaseni pozadovanych usekit DNA byly pouzity nize uvedené

plazmidy.

3.1.4.1. pDrive

Tento plazmid byl pouzit pro vkladani a zmnozeni pozadovanych produktii PCR. Nese tseky
pro kanamycinovou a ampicilinovou rezistenci u bakterii a je soucasti kitu (obr. 3.1.; QITAGEN
PCR Cloning Kit) pro TA-klonovani PCR fragment. TA klonovani je metoda zalozend na
vlastnosti nékterych DNA polymeraz, které pridavaji na 3” konec syntetizované¢ho vlakna
jedno-nukleotidovy ptesah adenosinu. Tim vznikne kohezivni misto vhodné pro zaligovani do

upraveného klonovaciho vektoru.
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3.1.4.2. pGreen verze 0029 GFP STOP

Tento binarni vektor byl pouzit pro vkladani zmnoZenych tisektit DNA do transla¢ni fize s GFP
a naslednou transformaci bun¢k tabakové bunécné linie BY-2. Byl odvozen dr. Fischerem a dr.
Belinvia na Skolicim pracovisti od pGreenl 0029 (obr. 3.1.; Hellens et al., 2000). Nese oblast
T-DNA, kterd je prendsena do rostlinnych bunék. Do této oblasti se vkladd pozadovany
fragment DNA pod promotor 35S (CaMV) zajistujici jeho konstitutivni expresi. Soucasti T-
DNA je usek pro kanamycinovou rezistenci, umoziujici selekci transformovanych rostlinnych
bunék, a gen pro E-GFP pro tvorbu fuznich konstruktti nasledovany terminatorem transkripce

nopalinsyntazového genu agrobaktéria.
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Obr. 3.1.: Schematické zndzornéni vektoru pDrive a ptivodni verze vektoru pGreen 0029

(schémata vytvofil a laskavé poskytl kolega Mgr. Vojtéch Cermak).
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3.2. Kultivace biologického materialu

3.2.1. Kultivace Escherichia coli

Bakterie byly kultivovany aerobné pfti teploté 37 °C nejcastéji pres noc (18-20 hodin). Pro
izolaci jednotlivych kolonii bylo vyuzivano pevné LB médium (tabulka 3.1.) nalité
v plastovych Petriho miskach (plotnach) o priméru 9 cm. Pro zmnoZeni plazmidu a jeho
naslednou izolaci byly bakterie kultivovany v tekutém LB médiu o objemu 3 ml ve sklenénych
zkumavkach s bakteriologickou zatkou za stalého tfepani (frekvence 180 rpm ve vyhiivané
ttepace Ceromat® H, Biotech International). Pro selekci transformovanych bakterii a pro
kultivaci jiz transformovanych klonti byl do média pfiddvan kanamycin v mnoZzstvi 50 mg/l a
to vzdy az po sterilizaci média autoklavovanim a jeho zchladnuti na pfiblizné 50 °C, aby se
zamezilo tepelné degradaci antibiotika. Kratkodobé skladovani pozadovanych kloni bakterii
bylo provadéno na plotnach s pevnym LB médiem pfi teplotach blizkych 5 °C. Dlouhodobé
skladovani bylo zajisténo pomoci glycerolovych konzerv (800 pul bakterialni suspenze bylo v
mikrozkumavce promichdno s 200 pl sterilniho 50% glycerolu a urychlené se zamrazilo

v tekutém dusiku). Konzervy byly uchovavany v teplotach blizkych -80 °C.

Tabulka 3.1. SloZeni LB média pro kultivaci bakterii

latka mnoZzstvi na 1 1 média
pepton 10g
kvasinkovy extrakt S5¢g
NaCl 10g
agar (u pevného média) 17¢g
dH>0O doll

* sterilizovano autoklavovanim, skladovéano pii laboratorni teploté
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3.2.2. Kultivace Agrobacterium tumefaciens

Bakterie byly kultivovany aerobné pfi teploté 28 °C. Pro tcely transformace rostlinnych bunék
byly kultivovany ve form¢ suspenze, nejcastéji pres noc (18-20 hodin), v 10 ml tekutého YEB
média (tabulka 3.2.) ve 100ml Erlenmeyerovych banikach za stalého trepani (frekvence
piiblizng 180 rpm ve vyhtivané tiepaéce Ceromat® H, Biotech International). B&Zna kultivace
probihala na plotnach o priméru 9 cm s pevnym LB médiem (tabulka 3.1.) zpravidla 3 dny. Do
médii byl vzdy po jejich sterilizaci a zchladnuti ptiblizné na 50 °C ptidén rifampicin v mnoZstvi
100mg/1 (z&sobni roztok 10 mg rifampicinu na 1 ml metanolu). Kratkodobé i dlouhodobé

skladovani probihalo obdobné jako u E. coli (kapitola 3.2.1.). Bakteridlni konzervy byly

pfipravovany shodnym zptisobem (kapitola 3.2.1.).

Tabulka 3.2. SloZzeni YEB média pro kultivaci Agrobacterium tumefaciens

latka mnoZstvi na 1 1 média
Slozka A pepton 10g
kvasinkovy extrakt lg
sachar6za 5¢g
dH>O do 900 ml
Slozka B MgSOg4 0,5¢g
dH>O do 100 ml

* Slozka A a slozka B byly pfipraveny a vysterilizovany autokldvovanim samostatné, aby

nevznikala srazenina. Smichani obou sloZek bylo provedeno az tésné pred pouzitim média.

* skladovano pii laboratorni teploté
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3.2.3. Kultivace bunééné linie tabaku BY-2

Bunécna linie tabaku byla kultivovéana vzdy ve tmé pii teploté 26 °C dvéma zplisoby. Bud’to ve
form¢ kalusu na pevném upraveném MS médiu (Murashige et Skoog, 1962; tabulka 3.3.)
v plastovych Petriho miskach o priméru 6 cm, které byly pro lepsi zachovani sterility a vlhkosti
uvnitt kultivanich misek jesté zavirany do velkych sklenénych misek o priméru 19 cm a okraj
byl ze 2/3 ptetazen parafilmem. Nebo ve formé suspenze ve 30 ml tekutého upraveného MS
média (tabulka 3.3.) ve 100ml Erlenmeyerovych bankach za stalého tiepani na orbitalnich
trepackach IKA KS501 (frekvence piiblizné 110 rpm). Subkultivace byla u kalusti provadéna
cca kazdé 3-4 tydny pfenesenim ¢asti kalusu na novou plotnu s ¢erstvym médiem. Subkultivace
suspenzi byla provadéna kazdych 7 dni pfenesenim 1 ml bunécné suspenze do nové banky
s Cerstvym médiem. Suspenzni kultury byly odvozovany pfenesenim ¢asti kalusu (primeér cca

1- 1,5cm) do tekutého média a nasledné kultivovany, jak je popsano vyse.

Tabulka 3.3. SloZeni upraveného MS média pro kultivaci bunécnych linii BY-2

latka mnoZzstvi na 1 1 média

MS soli, komer¢ni smés (Sigma-Aldrich)* 433 g
vitamin B1 (thyamin-hydrochlorid) 0,001 g
zéasobni roztok 10 mg/ml (100 pl zasobniho roztoku)
2,4-D (rozpustén v teplé dH>O a 1 M NaOH) 0,0002 g
(zasobni roztok 2 mg/ml) (100 pl zésobniho roztoku)
KH,PO4 0,2¢g
myo-inositol 0,1g
sachar6za 30g
agar (jen v ptipad¢ pevného média) 8g
dH>O doll

* presné slozeni MS soli viz katalog Sigma (modifikovano oproti Murashige et Skoog, 1962)
* pH média bylo vzdy pted klavovanim upraveno na 5,8 ptfidavanim 1 M KOH

* sterilizovano autoklavovanim, skladovéano pii laboratorni teploté
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3.3. Transformace biologického materialu

3.3.1. Priprava kompetentnich bunék bakterii pro elektroporaci (zdkladni text plati pro

E. coli, v zavorkach jsou uvedeny rozdily pro A. tumefaciens)

Ze zasobni bakteridlni konzervy z predeslé piipravy kompetentnich bakterii byly
»rozcarkovanim® na plotnu o priméru 9 cm s pevnym LB médiem (tabulka 3.1.) kultivaci
(kapitola 3.2.1. respektive 3.2.2.) pies noc (3 dny u AT) ziskany jednotlivé kolonie. Nahodné¢
vybrana kolonie byla bakteridlnim o¢kem ptenesena do 50 ml (do 10 ml s rifampicinem u AT)
tekutého LB média ve 100ml Erlenmeyerové bance a nasledné aerobné kultivovana ve 37 °C
(28 °C u AT) za stalého trepani (frekvence 180 rpm) pies noc (pfiblizn¢ 20 hodin u AT).
Nasledujici den bylo z narostlé suspenze pieneseno 10 ml do 21 Erlenmeyerovy baiiky s 400 ml
tekutého LB média, které bylo predem temperovano na 37 °C (na 28 °C pro AT). Bakterie byly
dale kultivovany za stejnych podminek (teplota 37 °C, resp. 28 °C pro AT, tiepani, aerobng)
dokud opticka denzita nedoséhla hodnoty 0,4 pti A=600 nm (0,6 pti A=560 nm pro AT) pii délce
kyvety 1 cm. Poté co suspenze dosdhla pozadované optické denzity, byla 21 baiika se suspenzi
za stalého tfepani chlazena ptiblizn€ 20 minut v ledové 14zni (zabofenim do nadoby s ledem).
Dalsi prace byla provadéna se snahou udrzet teplotu bakterii co nejblizsi 0 °C. Po ochlazeni
byla suspenze rozdélena do osmi sterilnich centrifugacnich kyvet (50ml typ Falkon) a sklizena
centrifugaci (10 minut na 1500g pti 4 °C) v pfedem vychlazené centrifuze (Universal 32 R
Hettich). Supernatant byl odlit a sediment byl v kazdé¢ kyveté Setrn¢ resuspendovan ve 34 ml
predem vychlazené sterilni destilované vody a opé€t centrifugovan za stejnych podminek. Po
centrifugaci byl supernatant opé€t odlit a sediment byl Setrné resuspendovan tentokrat jen v 17
ml vychlazené vody. Po tomto kroku byly vzdy 2 kyvety slity k sob¢, ¢imZ se pocet kyvet
zredukoval na Ctyfi. Nasledovala opét centrifugace, odstranéni supernatantu a sediment byl
v kazdé kyveté Setrn¢ resuspendovan vzdy ve 2,5 ml GYT média (viz, tabulka 3.4.; v 10%
glycerolu pro AT). Po tomto kroku byly opét vzdy 2 kyvety slity k sobé (pocet kyvet
zredukovén na 2). Po centrifugaci byl odlit supernatant a sediment v jedné kyveté byl Setrné
resuspendovan v I ml GYT média (10% glycerolu pro AT) a poté byl ptenesen do druhé kyvety,
kde byl resuspendovan i druhy sediment. Pro kontrolu vysledné hustoty bakterii byly odebrany
z této suspenze 3 ul, které byly 100x zfedény a byla zméfena optickd denzita pfi A=600 nm
oproti ¢ist¢tmu GYT médiu. Pokud naméiend opticka denzita piesahovala hodnotu 1,0 byla

suspenze fedeéna tak, aby jeji 100x fedény vzorek této hodnoté odpovidal. Po dosazeni spravné
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hustoty, byla bakteridlni suspenze rozdélena pipetovanim po 40 pl (po 100 pl u AT) do 1,5ml
mikrozkumavek a vzdy ihned zmrazena v tekutém dusiku. Takto pfipravené bakteridlni

konzervy kompetentnich bunék byly poté skladovany pii teploté blizké -80 °C.

Tabulka 3.4. Slozeni GYT média

latka mnoZstvi na 10 ml média

pepton 0,025 g
kvasinkovy extrakt 0,0125 ¢
100% glycerol 1 ml
dH>0O do 10 ml

* sterilizovano pomoci jednordzového filtru Nalgene (0,22 pm), skladovano v lednici

3.3.2. Transformace bakterii (zakladni text plati pro E. coli, v zavorkéch jsou uvedeny rozdily

pro A. tumefaciens)

Na ledu byla rozmrazena bakteridlni konzerva kompetentnich bunék (kapitola 3.3.1.).
K rozmrazené suspenzi kompetentnich bunék byly piidany 5 pl (3 ul u AT) vzorku DNA urcené
k elektroporaci (nejcastéji odsolena ligacni smés, ptipadné cca 1-10 ng plazmidové DNA). Poté
byla tato smés 1 minutu inkubovana na ledu. Po inkubaci byla smés co nejrychleji pfenesena
do elektroporacni kyvety, kterd byla pfedem vychlazena na ledu a zvenku osuSena buni¢inou.
Klepnutim kyvetou o desku stolu se docililo rovnomérného rozprostfeni smési na dné kyvety.
Kyveta se vzorkem byla urychlené¢ vlozena do elektroporatoru (Bio-Rad Gene Pulser
Apparatus), ktery byl nastaven na napéti 2500 V (2000 V pro AT), impedanci 200 Q a kapacitu
25 pF, a pfislusnym tlacitkem byl na vzorek aplikovan elektricky puls. Elektroporator ukazuje
po aplikaci pulsu dobu jeho trvani, idealni hodnoty jsou v rozmezi mezi 4,2-4,5 ms. Po aplikaci
pulsu byl vzorek vyndan z elektroporatoru a byl k nému do kyvety co nejrychleji ptipipetovan
1 ml SOC média (tabulka 3.5.; YEB recovery média pro AT; tabulka 3.6.). Proudem ze Spicky
a n¢kolikerym protazenim byl vzorek v kyveté resuspendovén a nasledné prenesen do sterilni
sklenéné zkumavky s bakteridlni zatkou. V této zkumavce byly bakterie kultivovany 1 hodinu
pii 37 °C (3 hodiny pfii 28 °C pro AT) za stalého tfepani (frekvence cca 180 rpm ve vyhfivané
tfepacce Ceromat® H, Biotech International). Nasledné byla bakteridlni suspenze vyseta na

pevné LB médium (tabulka 3.1.) s ptislusnymi selekénimi antibiotiky (tabulka 3.7.). Zpravidla
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byly vysety od kazdého vzorku 2 plotny, napiiklad 50 pl a 950 pl suspenze pro docileni toho,
aby narostly jednotlivé izolované bakteridlni kolonie. Pro naneseni bakterii z velkého objemu
950 ul byla suspenze nejprve zakoncentrovana centrifugaci, ¢ast supernatantu odlita a sediment
resuspendovan jen v malém mnozstvi média a takto byly bakterie vysety na plotnu.

Rovnomérné rozprostieni bakterii na plotné€ bylo zajiSténo sterilni bakteriologickou klickou.

Tabulka 3.5. Slozeni SOC média

latka mnoZzstvi na 1 1 média

pepton 20g
kvasinkovy extrakt S5¢g
glukoza 36¢g
MgSO4 12¢g
MgCl, 095¢g
KCl 0,19¢g
NacCl 0,58 g
dH>0O doll

* sterilizovano jednordzovymi filtry Nalgene (0,22 pm) a skladovano pii teplotach

blizkgich 4 °C

Tabulka 3.6. SloZeni YEB recovery média

latka mnoZzstvi na 1 1 média

pepton 10g
kvasinkovy extrakt lg
sachar6za 5¢g
MgSO4 0,5¢g
MgCl, 095¢
KCl 0,19¢g
NacCl 0,58 g
dH>O doll

* sterilizovano jednordzovymi filtry Nalgene (0,22 pm) a skladovéno pfi teplotach

blizkych 4 °C
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Tabulka 3.7. Pouzivana antibiotika

latka zasobni roztok| Vysledna koncentrace v médiu
claforan (rozpustén v dH,0) 100 mg/ml 100 mg/1
kanamycin (rozpustén v dH>0) 50 mg/ml 50 mg/1
rifampicin (rozpustén v metanolu) 10 mg/ml 100 mg/1

* antibiotika claforan a kanamycin byla sterilizovdna jednordzovymi filtry Nalgene (0,22 um)
a skladovéna pfi teplotach blizkych 4 °C
* antibiotikum rifampicin neni tfeba sterilizovat filtrovanim z diavodu jeho rozpusténi v

metanolu, skladovano bylo pii teplotach blizkych -20 °C

3.3.3. Transformace bunécéné linie tabaku BY-2

Pro transformaci bylo standardnim postupem (kapitola 3.2.3.) napé€stovano potfebné mnozstvi
banék s tfidenni suspenzni kulturou bunécné linie BY-2 (tii dny od posledni subkultivace,
buniky jsou v exponencialni fazi ristu). Jedna baiika (30 ml suspenze) zpravidla vystacila na 2
transformované varianty. Nejprve byly napéstované suspenze BY-2 zfiltrovany pomoci
filtra¢niho zatizeni (Nalgene; 11 um) a poté byly bunky resuspendovany v ptivodnim objemu
cerstvého upraveného MS média (tabulka 3.3.). Do suspenze byl piiddn 20 mM roztok
acetosyringonu v mnozstvi 1 pl na 1 ml suspenze a poté byla suspenze pomoci 10ml pipety
s nasazenou Spickou s primérem otvoru cca 2 mm opakované€ nasavana a vypousténa do banky
pro lepsi rozvolnéni fetizkii bunék a jejich castecné poskozeni, které je pro transformaci
zédouci. Pro kontrolni netransformovanou variantu bylo v tomto bodé odebrano zpravidla do
tf1 plastovych Petriho misek o priméru 6 cm vzdy 1,5 - 2 ml suspenze a krouzivym pohybem
byla suspenze roztazena po celém dné misky do podoby tenkého filmu. Pro transformované
varianty byla suspenze rozd¢lena do sterilnich 100ml Erlenmeyerovych ban¢k zpravidla po 15
ml. Ke kazdé varianté byla pfidana piedem napestovana suspenze Agrobacterium tumefaciens
(AT; kapitola 3.2.2.), kterd nesla binarni vektor s vnasenym fragmentem. Suspenze AT byla
pfidana v mnozstvi 100 ul na 1 ml bunééné suspenze BY-2. Poté byla smés kultur nékolikrat
protazena Spickou pipety pro dokonalé promichani obou suspenzi. Poté byla smé&sna kultura
vzdy prenesena do piislusného poctu plastovych Petriho misek o priméru 6 cm v mnozstvi 1,5
- 2 ml (zpravidla vychazelo 8 misek na 1 transformovanou variantu) a krouzivym pohybem

byla smés roztazena po celém dné€ misky do podoby tenkého filmu. V tomto kroku je dulezité
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udrzet hladinu média dostate¢né nizkou, aby bunky BY-2 nestradaly nedostatkem kysliku,
nesmi vSak béhem nasledujici kokultivace dojit k vyschnuti média. VSechny Petriho misky se
smeésnymi kulturami byly po 7 jesté uzavieny do velkych sklenénych Petriho misek o priméru
19 cm a takto byly smésné kultury kokultivovany 3 dny ve tmé pii teploté 26 °C.

Po ukonceni kokultivace byly vzdy po jednotlivych variantach buiiky resuspendovany
v kultivacnich Petriho miskdch v malém mnozstvi 3% roztoku sachardzy a nasledné byly
vSechny resuspendované buiiky jedné varianty pteneseny do filtratniho zafizeni Nalgene
(pramér ok v situ 11 pm). Ve filtraénim zafizeni byly buiikky promyvany vzdy 300 ml roztoku
3% sachar6zy za soucasného protahovani ustfizenou Spickou pipety (primér otvoru asi 5-7 mm)
pro lepsi rozvolnéni a tim i dokonalej$i promyti bunék. Nasledné byly bunky jesté promyty 100
ml Cerstvého upraveného MS média (tabulka 3.3.) s piidavkem claforanu 100 mg na 1 1 média.
Po promyti (ic¢elem je vyplavit co nejvétsi mnozstvi AT) bylo k bunkam ptidano jesté malé
mnozstvi ¢erstvého upraveného MS média s claforanem (stejné€ jako u promyvani), aby z bun¢k
vznikla velmi hustd, ale stale jesté tekouci suspenze, kterd byla poté pfenesena na potiebny
pocet plastovych Petriho misek o priméru 6 cm s pevnym upravenym MS médiem (tabulka
3.3.) s ptfidavkem claforanu (100mg/1) a selekéniho antibiotika kanamycinu (50mg/1). Nasledna
kultivace probihala za standardnich podminek pro kultivaci kalust (kapitola 3.2.3.). Po
ptiblizn€ 3 tydnech byly mozné okem pozorovat vznikajici kalusy transformovanych bunék.
Tyto nové kalusy byly pieneseny na nové plotny (se stejnym selekénim médiem) kdyz

dosahovaly velikosti cca 2-5 mm (obvykle cca 5 tydnli po transformaci).
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3.4. Prace s DNA

3.4.1. Izolace plazmidt z Escherichia coli

Nejprve byly pfes noc napéstovany 3 ml bakteridlni suspenze (kapitola 3.2.1.). Poté byly
sklizeny do 1,5ml mikrozkumavky pomoci centrifugace (1,5 ml suspenze se sto¢i 1 minutu na
13 000 rpm, odleje se supernatant, ptida se zbylych 1,5 ml suspenze a opakuje se centrifugace
a odliti supernatantu). Pro vlastni izolaci byl pouZivan izolaéni kit Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System.

Ke sklizenym buinikam se piida 250 pl roztoku ,,Cell Resuspension Solution* (v kitu) a
bakterie se v ném resuspenduji vortexovanim. Poté se prida 250 pl ,,Cell Lysis Solution® (v
kitu), vzorek se protfepe v ruce a necha se 2-3 minuty inkubovat. Po inkubaci se ptida 10 pl
»Alcaline Protease Solution* (v kitu) a opé€t se protiepe v ruce. Necha se 5 minut, nebo o néco
méng, inkubovat. Pfida se 350 pl ,,Neutralization Solution* (v kitu) a protfepe se v ruce (pii
tomto kroku vznikne bild sraZzenina). Po protfepani se vzorek centrifuguje 10 minut na 13 000
rpm. Poté se odpipetuje supernatant (cca 800 ul Ciré kapaliny) bez srazeniny, prenese se do
sestavené kolonky (v kitu) a v ni se centrifuguje 1 minutu na 13 000 rpm. Ze sbérné nadobky
kolonky se odlije odpadni roztok a po opétovném slozeni kolonky se ptfida 750 pl ,,Column
Wash Solution* (v kitu; pied prvnim pouzitim se musi ptidat etanol). Poté se vzorek stoci 1
minutu na 13 000 rpm odlije se odpadni roztok a promyvaci krok se zopakuje tentokrat s 250
ul ,,Column Wash Solution* a centrifuguje se 2 minuty na 13 000 rpm. Po centrifugaci se sitko
z kolonky pfemisti do nové 1,5ml mikrozkumavky a jesté jednou se centrifuguje 1 minutu na
13 000 rpm pro dokonalé vysuseni vzorku. Poté se sitko kolonky pfemisti do nové 1,5ml
mikrozkumavky, do kolonky se ptida 100 ul dH>O pro eluaci DNA a centrifuguje se 1 minutu
na 13 000 rpm. Kolonka se odstrani a vysledkem je 100 pul roztoku izolovaného plazmidu. Takto

izolované vzorky byly skladovany pfi teplotach blizkych -20 °C.
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3.4.2. Restrikce

Pro linearizaci nebo vystépeni pozadovanych fragmentd DNA z plazmidii byly pouzivany
restrikéni enzymy dodavané firmou Fermentas. SloZeni reakci vetné reakcnich pufra bylo

dodrzeno dle stanoveni vyrobce. Nastaveni podminek a slozeni reakci viz tabulka 3.8., 3.9. a

3.10.

Tabulka 3.8. SloZeni a podminky vystépovani TR fragmentt z pDrive

vysStépeni fragmentii TR1 — TR3 vysStépeni fragmentli TR4 — TR7 z
z pDrive (parcialni digesce) pDrive
slozeni 25,5 ul plazmidu s fragmentem 25,5 ul plazmidu s fragmentem
reakce (~ 700 ng DNA) (~ 700 ng DNA)
7 ul Tango Yellow 2x 7 ul Tango Yellow 2x
1,5 pul BamHI 1,5 pl BamHI
1 ul HindIII
podminky | krok cas teplota | krok cas teplota
reakce 1. 3 hodiny 37°C| 1. 3 hodiny 37°C
2. 20 minut 80 °C | 2. 20 minut 80 °C
3. © 4°C| 3. 0 4°C
ptridani 1 pl HindIII
4. | 30 minut | 37°C
odebrani 72 reakéni smési a jeji
zamrazeni
5. 30 minut | 37°C
6. inaktivace enzymu u vSech
vzorki
20 minut | 80 °C
7. 0 4°C
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Tabulka 3.9. Slozeni a podminky vystépovani EOS z pDrive

sloZeni reakce 10 pl plazmidu s EOS (~700 ng
DNA)
6 ul Tango Yellow 2x
1 pl Sall
1 pl Xhol
12 ul dH20

podminky reakce | krok cas teplota
1. 3 hodiny 37°C
2. 20 minut 80 °C
3. 0 4°C

Tabulka 3.10. Slozeni a podminky vystépovani GFP z pGreen se zaligovanym NtRGS1

slozeni reakce 5 ul plazmidu (~700 ng DNA)
6 ul Tango Yellow 2x
1 pl Sall
1 pl Xhol
17 pul dH20

podminky reakce | krok cas teplota
1. 3 hodiny 37°C
2. 20 minut 80 °C
3. 0 4°C

3.4.2.1. Parcialni digesce

Metody parcialni digesce bylo vyuzito pfi tvorbé zkracenych konstruktt (kapitola 4.1.1.) TR1,
TR2 a TR3. Tyto konstrukty ve své pfirozené sekvenci obsahuji restrikéni misto pro enzym
HindIII. Vystépovani téchto fragmentti tedy probihalo pomoci digesce, kterd byla rozdélena do
dvou krokt (leva ¢ast tabulky 3.8.). Pficemz ve druhém kroku bylo po 30 minutich §tépeni
restrikénim enzymem HindIIl odebréna polovina objemu Stépené¢ho vzorku a uchovéna pii
teplotach blizkych -20 °C po dalSich 30 minut, béhem kterych zbyvajici polovina vzorku byla

dale stépena. Po uplynuti této doby byl u vSech vzorki inaktivovan restrikéni enzym.
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3.4.3. Izolace DNA z agarozového gelu

Pro izolaci fragmentti z agar6zového gelu byl vyuzivan QIAEX II — Gel Extraction Kit. Nejprve
se pozadované fragmenty DNA co nejpiesn€ji a nejrychleji vyfezou pomoci skalpelu
z agar6zového gelu (po elektroforéze; kapitola 3.4.7.). Do pfedem zvazenych 2ml
mikrozkumavek se vlozi vyfezané blocky gelu a zvazenim se zjisti jejich ¢istd hmotnost. Poté
se do mikrozkumavky s gelovym blockem ptida roztok ,,QX1 (v kitu) v trojnasobku hmotnosti
gelu (gel=0,3 g => ptida se 900 ul ,,QX1%; u izolovanych fragmentt ptesahujici velikost 4000
bp se jesté pridava dH>O v dvojnasobku hmotnosti gelu). Po dobu 30 sekund se vortexovanim
rozvolni kifemicitd suspenze ,,QIAEX* (v kitu), ktera se pak ptida ke vzorku v mnozstvi 10 ul
a se vzorkem se zatfepe v ruce. Vzorek se umisti na 10 minut do vyhfivaného blocku
(Thermomixer 5436, Eppendorf), pifedem vyhiatého na 50 °C a zapne se tfepani (cca 1000
kmitd za minutu). Po inkubaci v blocku se vzorek zvortexuje a centrifuguje 1 minutu na 13 000
rpm. Po centrifugaci se odleje odpadni supernatant (rozpustény gel) a ke vzorku se prida 500
ul ,,QX1*“ ve kterém se sediment resuspenduje (Spickou pipety + vortex). Nasleduje dalsi
centrifugace 1 minutu na 13 000 rpm a op¢t odliti odpadniho supernatantu, vzorek se jesté 2x
takto promyje ,,PE* pufrem (v kitu; pfed prvnim pouzitim se musi pfidat etanol). Po druhém
promyti se odpadni supernatant zcela odpipetuje z mikrozkumavky a necha se susit (pro
dokonalejsi a rychlejsi suSeni byl vyuzit vétrak), vzorek se ale nesmi presusit, snizila by se tim
ucinnost nasledného uvoliovani DNA do H>O. Susi se, dokud se nevytvoii okem pozorovatelna
bila skvrna. Poté se ke vzorku ptfida 20 pl d H>O, usazenina se v ni resuspenduje a vzorek se
nechd 5 minut v klidu. Poté se vzorek centrifuguje 1 minutu na 13 000 rpm. Nasledné se
supernatant bez usazeniny pienese do nové mikrozkumavky. Vysledkem je 20 pl roztoku

izolované DNA. Takto izolované vzorky byly skladovany pfi teplotach blizkych -20 °C.
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3.4.4. Ligace

Pro spojovani fragmenti DNA, vkladani fragmentu do vektoru pGreen bylo vyuzito T4 DNA
Ligazy a reak¢niho pufru firmy Fermentas a pro TA klonovéani do vektoru pDrive byl vyuzit
PCR Cloning Kit firmy QIAGEN.

Nejprve byl pred ligaci pomoci DNA agarézové elektroforézy (kapitola 3.4.7.)
separovan a nasledné 1 z gelu izolovan (kapitola 3.4.3.) linearizovany vektor i vkladany
fragment za ucelem jejich precisténi od nezadouci DNA (pDrive, ktery je soucasti kitu neni
pochopiteln¢ nutno precistovat). Vzajemna koncentrace fragmentu a vektoru byla odhadnuta
z orientacni agar6zové elektroforézy 2ul alikvotu vzorkl (u pDrive kitu neni potieba). V tomto
kroku je nutné si uvédomit, ze sila signalu odpovida hmotnosti DNA, nikoli po¢tu molekul.
Potiebujeme-li tedy pro ligaci pomoci T4 ligazy vytvotit smés vektoru a vkladaného fragmentu
ve stechiometrickém poméru molekul 1:3-10 ve prospéch vkladaného fragmentu, musime
intenzitu signalu vztdhnout na velikost daného iseku DNA. SloZeni a podminky liga¢nich

reakci jsou uvedeny v tabulce 3.11.

Tabulka 3.11. SloZeni a podminky liga¢nich reakci

ligace do pDrive ligace do pGreen
slozeni 1 ul pDrive (v kitu QIAGEN) 1,5 pl pufr pro T4 ligazu (Fermentas)
reakce 5 ul Master mix (v kitu QIAGEN) | 1 ul T4 ligazy (Fermentas)
4 pl vkladaného fragmentu pGreen a vkladany fragment v poméru
1:7-10 do celkového objemu reakce 15 pul
podminky shodné pro oba vektory
reakce krok cas teplota
1. 3 hodiny 15°C
2. 10 minut 70 °C
3. 0 4°C
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3.4.5. Odsoleni liga¢ni smési

Odsolovani ligacnich smési probihalo v odsolovacich kolonkach. Kolonky byly pfipraveny
rozvafenim 1 % agardzy ve 100mM vodném roztoku glukézy. Tento roztok byl za horka po 1
ml napipetovan do 1,5ml mikrozkumavek, které¢ byly umistény ve stojanku. Hrdla
mikrozkumavek byla ptelepena papirovou lepici paskou, ktera byla pomoci 200ul pipetovaci
Spicky propichnuta a Spicka byla zarazena tak, aby sahala pfiblizn¢ do poloviny
mikrozkumavky. Takto byla smés ponechana k utuhnuti. Poté se z kolonek opatrn¢ vytahly
Spicky a odstranila se lepici paska. Kolonky pro odsolovani byly ptipraveny vzdy Cerstvé pred
kazdym pouzitim. Vlastni odsolovani probihalo po napipetovani liga¢ni smési do jamky
v kolonce (vzniklé po Spicce) 90 minut pii teploté blizké 4 °C. Poté se z jamky v kolonce opatrné

odpipetovala odsolena ligani smés.

3.4.6. PCR

Polymerazova tetézova reakce (Polymerase chain reaction , PCR) je metoda, pii které se
amplifikuje (zmnozuje) vybrany usek DNA pomoci DNA-dependentni DNA polymerazy
behem nékolika opakujicich se kroka.

Nejprve je dvouvlaknova DNA denaturovana teplotou 94 °C na dvé samostatna vlakna.
Nasleduje ,,annealing®, coz je krok, kde vlivem poklesu teploty dojde ke specifickému nasedani
primertt (ssDNA oligonukleotidi) na denaturovand vlakna DNA a zahdjeni polymerace.
V dalsim kroku dochazi ke zvySeni teploty na 72 °C, coz aktivuje termostabilni DNA
polymerazu, kterd dosyntetizuje zbytek dvojvlakna. Tyto kroky se cyklicky opakuji podle
potieby cca 20-30x. Po skonceni posledniho cyklu je reakéni smés ochlazena na 4 °C pied
dal$im zpracovanim.

PCR byla standardné vyuzita pro Gcely detekce nebo zmnozeni tiseku DNA pro tvorbu
konstruktti. Reakce probihaly v termocycleru MJ Research, typ PTC-200 (piipadné T100™
BIORAD) s vyuzitim vyhiivaného vika v 0,5ml tenkosténnych mikrozkumavkach. Pro reakce
byly vyuzity produkty firmy Fermentas: Taq polymeraza, zasobni roztok MgCl, a reakéni pufr

s (NH4)2S04. Obecné slozeni reakéni smési je uvedeno v tabulce 3.12. Ptehled pouzivanych

primert viz tabulka 3.13.
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Tabulka 3.12. Obecné sloZeni reakéni smési pro PCR.

objem
templatova DNA 1 ul
10 uM primery ,,forward* + reverse | 1+1 ul
10 mM dNTP (nukleotidy) I ul
10 x Taq pufr + (NH4)2SO4 — MgCl, | 3 ul
25 mM MgCL, 3ul
dH20 19,8 ul
Taq polymeraza 0,2 ul
celkem 30 ul
Tabulka 3.13. Tabulka pouzitych primerti
zkratka sekvence 5°- 37 popis
EF1aF TAC TGC ACT GTG ATT GAT GCC forward  elongacni
faktor
EFlaR AGC AAATCATTT GCT TGA CACC reverse  elongacni
faktor
EOS50R CAT CTC CGT CGA TCA CAA AGT GG EOS reverse
nasedajici cca 50 bp
od zacatku genu
EOS-konec CTC GAG TTA TCG TCT GGC ATT GTC EOS reverse
EOS-zacatek | GTC GAC ATG AGT GCG ATT AAG CC EOS forward
GANIF TCT AGA AAA CAT GGG CTT GTT G forward Ga.
GAN2R TCC TCC ACC ACC AGA AGC TAA TTC CTT | reverse Ga
CG
M13F GTA AAA CGA CGG CCA GT forward
MI3R AAC AGC TAT GACCATG reverse
RFB GAA TAA ATT ATG CAA CCT CTT ATC TCA | forward z mista B v
CTT ATG NtRGS1
RFC GAA TAA ATT ATG AGG GAA CCG ATA AGC | forward z mista C v
ATT NtRGS1
RGSF GGA GAA TAA ATT ATG GCA GCT TG NtRGS1 forward
RGSR GCA GTT TTG AAT CAT GAC TAT GG NtRGS1 reverse
RRB2 TAA TTG AGA AAG AGA AGA ATG C reverse z mista B v
NtRGS1
RRC CCC TCT GTA GAT GAA TCC CA reverse z mista C v
NtRGS1
RRD CGT CTT TCA GCT TCA TGA AAT A reverse z mista D v
NtRGS1

49




3.4.7. Agarozova gelova DNA elektroforéza

Pro separaci molekul DNA o rtiznych délkéach ptipadné konformacich, byla vyuzita agar6zova
elektroforéza. Funguje na principu molekularniho sita (z agardzy), kterym pomoci
stejnosmérné¢ho proudu prostupuji zdporné nabité molekuly frakcionované DNA. Agarézovy
gel byl ptfipravovan podle potieby 1-2%. Ptislusné mnoZstvi agar6zy bylo rozvateno v 0,5x
TAE pufru (tabulka 3.14.). Pro vizualizaci DNA bylo do rozvafené smési agaru a pufru jesté
piidavano termostabilni barvivo GelRed™ dod4avané firmou Biotium v mnoZstvi 5 ul na 100
ml gelu a smés byla dobfe zamichana. Poté byl mirn¢ zchladly, ale stale dobie tekuty, gel nalit
do formy pftislusné velikosti a pro vytvoieni jamek byl do formy vsazen hieben odpovidajici
potiebé velikosti jamek. V piipad¢ potfeby nadstandardné velkych jamek (napt. pro izolaci
vektoril), byly zuby hitebenu ptelepeny plastovou lepici paskou tak, aby se spojil potfebny pocet
zubll. Gel se takto nechal utuhnout. Poté byl z gelu vyjmut hieben a gel byl pfemistén do vany
naplnéné 0,5x TAE pufrem (tabulka 3.14.) tak, Ze byl gel zcela ponoten. Takto se do gelu
nanasely vzorky DNA, které byly pfedem smichany v poméru 1:5 (ve prospéch vzorku DNA)
s Loading Buffer od firmy Fermentas, ktery slouZzi k vizualizaci nanaSenych vzorku a zvyseni
jejich hustoty (=lepsi sedimentace do jamek v gelu). Pro piimé zjisteéni délek nandSenych
vzorki DNA byly na gel vedle vzorkii nanaSeny také potiebné markery GeneRuler™ firmy

Fermentas a to ve variantach 100bp plus nebo 1kb plus.

Tabulka 3.14. Slozeni zasobniho 50x TAE pufru

latka mnoZstvi na 1 1 pufru

Tris 242 ¢
kyselina octova (ledova) 57,1 ml
0,5M EDTA (pH 8,0) 100 ml
dH20 do11
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3.4.8. Sekvenace

Nejprve byla zméfena koncentrace DNA (kapitola 3.4.9.) ve vzorku, ktery mél byt
osekvenovan. Podle zmétenych hodnot bylo do tenkosténné 0,5ml mikrozkumavky naneseno
tolik pl vzorku, aby hmotnost obsazené DNA byla mezi 100-200 ng, maximalné vSak 13,7 pl.
Ke vzorku bylo pfidano 0,3 pl ptislusného 10 pM primeru, od kterého mélo byt cteni
provedeno, a vzorek byl doplnén do celkového objemu 14 ul dH>O (pokud uZ tohoto objemu
nedosahoval). Takto pfipraveny vzorek byl pfedan pro zpracovani Laboratofi sekvenace DNA
PiF UK. Ziskané vysledky sekvenace byly zpracovavany pomoci volné piistupného softwaru
ChromasLite 2.01 a také srovnanim s vefejnymi online databdzemi pomoci nastroje BLAST

(dostupné na webovych strankach NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.4.9. Méreni koncentrace vzorki plazmidové DNA a DNA fragmentii

Pro urceni koncentrace izolovanych vzorkiit DNA bylo vyuZzivano tfi metod. Bud’to byly vzorky
zpravidla 50x nafedény a poté byla zméfena jejich absorbance na spektrofotometru Thermo

Spectronics — BioMate 5 pii A=260. Koncentrace byla uréena podle vzorce:
c[ug/ul] = 50 x hodnota absorbanceazs0) x fedéni (zpravidla 50) / 1000

Nebo bylo pro méfeni koncentrace vyuzivano pfistroje Nanodrop 2000, kde byl méten

nefedény vzorek izolované DNA a vystupem pfistroje bylo rovnou vypocitané mnozstvi DNA

v ug/ul.

Posledni metodou byla softwarova analyza pomoci programu GeneSnap 7.09. V tomto
piipadé bylo nejprve potieba provést agardézovou elektroforézu DNA (kapitola 3.4.7.) a poté
pomoci pofidit fluorescencni snimek gelu (G:Box firmy SynGene). Software je schopny na
zéaklad¢ intenzity signalu ze snimku po kalibrovani pomoci DNA markeru urcit koncentraci

DNA ve vzorku.
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3.5. Prace s RNA

Pii ukonech s RNA byla dodrzovdna opatfeni zamezujici degradace vzorkli RNézami
pritomnymi v prostiedi. Prace byla provadéna sterilnimi nastroji, v latexovych rukavicich a se
vzorky bylo manipulovéano na ledu. Vzorky RNA byly fedény demineralizovanou vodou

zbavenou RN4az pomoci kldvovani.

3.5.1. Izolace RNA pomoci kitu RNeasy® Plant Mini Kit (firmy QUIAGEN)

Nejprve bylo ze suspenze bunécné linie odebrano 60-70 mg bunék (kultivaéni médium
odstranéno filtraci). Tyto buiiky byly pfeneseny do 2ml mikrozkumavky a prudce zmrazeny
ponotfenim do tekutého dusiku. Po dikladném zmrazeni byly ke vzorku ptidany 2 ocelové
kulicky (pfedem ochlazené¢ v tekutém dusiku) a takto byl vzorek vlozen do piedem
vymrazené¢ho blocku (také v tekutém dusiku) a i s nim upnut do homogenizatoru Retsch
MM301 (frekvence tiepani 30 kmitl za sekundu po dobu 5 minut). Po skonceni tfepani byl
vzorek rozmélnén na jemny bily prasek. Thned poté bylo ke vzorku pfidano 450 pl RLT pufru
(v kitu) s ptidavkem B-merkaptanolu (pfidava se pied pouzitim v mnozstvi 10 pl na 1 ml pufru).
Poté byl vzorek 2 minuty inkubovan pfti teploté 56 °C. Po inkubaci byl vzorek pienesen do
fialové kolonky (v kitu) a nasledné centrifugovan 2 minuty na 13 000 rpm). Po centrifugaci byl
ptefiltrovany vzorek bez sedimentu pienesen do 2ml mikrozkumavky a byla k nému ptidana
pfesné polovina jeho objemu 96% etanolu. Poté byl vzorek pfenesen do rizové kolonky (v kitu)
a centrifugovan 15 sekund na 10 000 rpm. Po centrifugaci byl ze sbérné nadobky kolonky odlit
odpadni roztok a po opétovné kompletaci kolonky do ni bylo pfidano 700 ul RW1 pufru (v
kitu). Vzorek byl timto pufrem promyt opétovnou centrifugaci 15 sekund na 10 000 rpm.
Odpadni roztok byl odlit a stejnym postupem byl takto vzorek jest€¢ 2x promyt 500 pl RPE
pufru (v kitu; pred prvnim pouzitim nutno dodat etanol). Po druhém promyti byly vzorky jesté
centrifugovany 2 minuty na 13 000 rpm pro dokonalejsi vysuseni. Nakonec bylo sitko kolonky
preneseno do 1,5ml mikrozkumavky a do sitka bylo ptidano 40 pul dH>O a centrifugaci 1 minutu

na 13 000 byla izolovand RNA vyplavena do mikrozkumavky.
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3.5.2. Méreni koncentrace vzorki RNA

Me¢éieni koncentrace probihalo obdobné jako u meéfeni koncentrace DNA pii vyuziti
spektrofotometru nebo Nanodropu viz kapitola 3.4.9. Rozdil byl pouze v nastaveni piislusného
modu Nanodropu (pro méteni RNA vzorkll) nebo ptipadné ve vzorci pro vypocet koncentrace

z naméfené absorbance na spektrofotometru. Vzorec pro vypocet koncentrace RNA:

c[ug/ul] = 40 x hodnota absorbance(azs0) x fedéni (zpravidla 50) / 1000

3.5.3. OSetreni izolované RNA DNazou

Pro odstranéni DNA bylo nejprve odebrano takové mnozstvi vzorku izolované RNA, aby
odpovidalo 1 pg (kapitola 3.5.2.) a bylo doplnéno do 7,5 ul dH>O. Ke smési byl ptidan 1 pl 10x
pufru DNAse I + MgCl (od firmy Fermentas) dale 0,5 upl inhibitoru RNA RiboLock RI
(Fermentas) a 1 ul DNAse I (Fermentas). Reakce tedy probihala v objemu 10 pl ve 37 °C po
dobu 30 minut. Poté byl ke vzorku pfidan 1pul 25mM EDTA a vzorek byl na 10 minut zahiat na

65 °C pro inaktivaci enzymu. Tepelné rezimy byly zajiStény pouzitim termocycleru.

3.5.4. Semikvantitativni RT-PCR

Pro reverzni transkripci bylo vyuzito RNA-dependentni DNA polymerazy RevertAid™ M-

MuLV, pfislusného pufru a inhibitoru RN4z Ribo Lock™

bylo k 5 ul vzorku RNA osetieného DNézou (kapitola 3.5.3.) ptidano 6,5 pl dH>O a 1 pl oligo

, v§e od firmy Fermentas. Nejprve

T23 reverse primeru. Smés byla vloZena do termocycleru (T100™ BIORAD), ktery vzorek 5
minut zahtival na 70 °C. Poté byl vzorek urychlené pienesen na led, kde k nému byly pfidany
4 ul 5x koncentrovaného pufru (RT buffer), 2 ul 10mM dNTP a 0,5 pl inhibitoru RNaz
(RiboLock RI). Vzorek byl poté opét vlozen do termocycleru, ktery vzorek zahtival 5 minut
tentokrat na 43 °C. Po tomto kroku byl vzorek opét prenesen na led, kde k nému byl pfidan 1
ul reverzni transkriptazy (RevertAid™ M-MuLV). Pro vlastni transkripci byl vzorek opét
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vlozen do termocycleru, ten vzorek zahtival 1 hodinu na 42 °C a poté 10 minut na 72 °C pro

inaktivaci enzymu. Ziskané vzorky cDNA byly skladovény pfi teplotach blizkych -20 °C.

PCR reakce navazujici na reverzni transkripci pro amplifikaci ziskané cDNA probihala

obdobné jako v kapitole 3.4.6. Obecné slozeni této reakéni smési viz tabulka 3.15. Jednotlivé

reakéni podminky viz tabulka 3.16.

Tabulka 3.15. Obecné slozeni reakéni smési pro PCR navazujici po RT-PCR

objem
templatova cDNA 2 ul
10 uM primery ,,forvard* + reverse 1+1 pl
10 mM dNTP (nukleotidy) I ul
10 x Taq pufr + (NH4)2SO4 — MgCl, | 3 ul
25 mM MgCL, 3ul
dH20 18,8 ul
Taq polymeraza 0,2 ul
celkem 30 ul

Tabulka 3.16. Podminky PCR pro amplifikaci usekti EF/a, NtRGS a Ga.

teplota ¢as v minutach

1. predenaturace 94 °C 3:00

2. denaturace 94 °C 0:30

3. ,,annealing“ (nasedani) 55°C 0:30

4. elognace (syntéza) 72 °C 0:30

5. konzervace (chlazeni) 4°C 00
amplifikace EF RGS Ga
pocet cykli reakce 22 26 30
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3.5.5. Standardizace RT-PCR

Pro ucel standardizace byla provedena paralelni RT-PCR, ktera méla za ticel analyzovat expresi
velmi stabiln€ exprimovaného genu (i ptes rizné stresové vlivy) pro translacni elongacni faktor
I-a (Nicot et al., 2005). Vyuziti tohoto genu na Skolicim pracovisti optimalizovala kolegyné
dr. Lenka Sikorova. Pro tyto ucely byly na pracovisti navrzeny primery EFlaF a EFlaR
(tabulka 3.13.) davajici vznik useku o délce cca 200 bp.

3.5.6. Urcovani miry exprese sledovaného genu

Vzhledem k tomu, ze se nepodaftilo vytvotit v§echny vzorky RNA pro RT-PCR vzdy jednotné
koncentrované, byla mira exprese dodatecné vztahovana k expresi interniho standardu (kapitola
3.5.5.). Pomoci softwaru GeneSnap 7.09 byla zmétfena koncentrace DNA (kapitola 3.4.9.) u
standardnich vzorkl a nésledné u kazdého vzorku stanoven koeficient vyrovnavajici rozdily
mezi vzorky. Tento koeficient byl pak u sledovanych vzorkl uplatnén pii porovnavani exprese

sledovanych geni.

3.6. Mikroskopicka technika

Pozorovani a pofizovani snimka pro néaslednou obrazovou analyzu dat (kapitola 3.7.) bylo
provadéno na fluorescen¢nim mikroskopu Olympus BX51, sniméni probihalo CCD kamerou
s rozliSenim 2048 x 2048 obrazovych bodli. Mikroskop umoziiuje bézné pozorovani a
pofizovani snimka v prochéazejicim svétle, Nomarského diferencialni kontrast a fluorescenc¢ni
metody. Pro detailnéj$i dokumentaci bunécné lokalizace sledovanych faznich proteint a pro
pokrocilé metody fluorescencni mikroskopie bylo rovnéz vyuzito konfokalniho mikroskopu

Leica TCS SP2 v Laboratofi konfokalni a fluorescen¢ni mikroskopie PfF UK.
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3.6.1. Snimani dat pro stanoveni denzity bunék

Pro stanoveni ristovych parametrii porovndvanych suspenznich linii byla vyuzita pocitaci
komiirka Fuchs-Rosenthal a fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX51. Pocitaci komtrka
Fuchs-Rosenthal je 0,2 mm hlubokd, plocha snimaného pole se odecita pomoci mérné pocitaci
miizky. Nejmensi pocitaci ¢tverce miizky maji délku strany 0,25 mm. Snimky byly potfizeny
CCD kamerou. Do pocitaci komiirky byl nanesen vzorek, definované fedény tak, aby se bunky
pokud mozno nepiekryvaly a bylo tak mozné dobie odecist jejich pocet. Snimky byly
pofizovany pii pouziti 10x zvétSujicitho objektivu. Pro ucely poloautomatické softwarové
analyzy dat pomoci programu NIS Elements (verze 3.1.) byla jadra bun¢k pied snimanim
obarvena pomoci fluorescen¢ni barvy Hoechst 33258 (5 ul zasobniho roztoku fedéno 1 ml
dH>O s pridavkem 100 pl 10% permeacniho ¢inidla tritonu X100). Buiiky byly ponechany 5
minut probarvovat a poté byly fluorescencné snimany v UV spektru. Nasnimand data bylo

mozné pouzit i pro hodnoceni mitotického indexu (kapitola 3.6.2.).

3.6.2. Hodnoceni mitotického indexu

Pro stanoveni procentudlniho zastoupeni bun¢k v M fazi bunécného cyklu bylo vyuzito
nasnimanych dat viz kapitola 3.6.1. Vizuélné byly secteny buniky v M fazi buné¢ného cyklu a
vztazenim na celkovy pocet bunék bylo stanoveno jejich procentudlni zastoupeni neboli

mitoticky index.

3.6.3. Lokalizace sledovanych proteint

Pro lokalizaci sledovanych proteint fuzovanych s fluorescen¢nim markerem GFP bylo vyuZito
fluorescen¢niho mikroskopu Olympus BX51 a pro detailnéjsi sledovani a dokumentaci i
konfokalniho fluorescencniho mikroskopu Leica TCS SP2. Vyhodnocovani lokalizace
probihalo vizudlné z nasnimanych obrazovych dat, poptipad¢ pomoci programu NIS Elements

(verze 3.1.; kapitola 3.7.).
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3.7. Softwarova analyza ziskanych dat

3.7.1. Stanoveni denzity bunék

Pro stanoveni denzity bunék a poctu endocytovanych vackl bylo vyuzito poloautomatického
meéfeni v programu NIS Elements verze 3.1. Pofizené snimky viz kapitola 3.6.1. respektive
3.6.3 byly ,,prahovany*, aby byla programem oznacena jadra (respektive vacky) a bylo mozné
tak stanovit jejich pocet. Vizualn¢ bylo prahovani kazdého snimku kontrolovano, piipadné
nedostatky prahovani byly napravovany manualné tak, aby pocet jader (resp. vackl) na snimku
oznacenych programem odpovidal realité. Ziskand cCisla byla dale zpracovana v programu
Microsof Excel 2003 (piipadné verzi 2013) a vztazenim na parametry pocitaci komirky
(kapitola 3.6.1.; poCet bun¢k na piesné vypocteny objem média v pocitaci komurce) bylo mozné
vypocist denzitu bun€k v suspenzi. U poc€itani vacki byl vypocten vzdy konkrétni pocet vacka

pro jednotlivé bunky.

3.7.2. Statisticka analyza

Analyzy rozptylu namétenych dat v kapitolach 4.2.5. a 4.2.6. a dvouvybérovy T-test v kapitole
4.3.1. byly provedena v programu NCSS 2000.

3.8. Stanoveni hladiny cukri v médiich

Pro stanoveni hladiny sachar6zy, glukézy a fruktozy v médiich odebiranych v prabéhu
kultivace (pokusnych suspenznich linii bunék tabaku) byl vzdy odebran 2 x 1 ml bunécné
suspenze do 1,5ml mikrozkumavek. Takto byly suspenze centrifugovany 1 minutu na
10 000 rpm za uc¢elem hrubého oddéleni bun€k od média. Poté bylo médium bez vétsSiny bunck
ptepipetovano do nové 1,5ml mikrozkumavky. Nésledné bylo médium filtrovdno pomoci
jednorazovych filtra¢nich zafizeni Nalgene (0,22 pum) do sterilnich 1,5ml mikrozkumavek.
Vzorky médii byly do doby jejich hromadné analyzy skladovany pfi teplotach blizkych -20 °C.
Pro vlastni analyzu byly vzorky pfedany Laboratofi studia regulacnich faktorti morfogeneze
rostlin  KEBR PiF UK, disponujici odpovidajicim pfistrojovym chromatografickym
vybavenim.
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4. Vysledky

4.1. Vyznam domén proteinu NtRGS1 na jeho bunéénou lokalizaci

Jednim z dil¢ich cilti bylo ovéfit vyznam jednotlivych domén proteinu NtRGS1 pro jeho
lokalizaci na bunééné urovni a pro dynamiku zmeén v této lokalizaci béhem ristu bunék bunécné
linie tabaku BY-2. Pro tento ucel byly v rdmci spolupréce s laboratofi prof. Alana M. Jonese

vytvofeny zkracené konstrukty genu NtRGS! fizované s reportérovym genem GFP.

4.1.1. Priprava zkracenych verzi genu Nt RGS1 fizovanych s GFP

Vychozim materidlem pro tvorbu zkracenych konstruktii byla cDNA BY-2, ze které byl
nasledné pomoci kombinace primertit RGSF a RGSR (tabulka 3.13.) amplifikovan gen NtRGS|.
Tento gen byl poté zaligovan do plazmidu pDrive. Takto pifipraveny material, spole¢né
s bunécnou linii BY-2 overexprimujici nezkracenou verzi genu NtRGS! fuzovanou s GFP, mi
byl pro dalsi praci laskavé poskytnut Skolitelem dr. Miroslavem Srbou.

Pro amplifikaci vlastnich zkracenych verzi genu NtRGS! byly pouzity kombinace
primerti (obrazek 4.1. a tabulka 4.1.) a reakéni podminky uvedené v tabulkach 4.2. a 4.3.
Amplifikované fragmenty genu NfRGS! byly poté zaligovany do plazmidu pDrive (reakéni
podminky viz tabulka 3.11.) a transformovany do E.coli (kapitola 3.3.2.) . Bezchybnost PCR
piepisu byla u vybranych kolonii E. coli potvrzena kontrolni sekvenaci (kapitola 3.4.8.).
Fragmenty z ovéfenych kloni byly kombinaci restrikénich enzymiit BamHI a HindIII
ptestépeny do binarniho vektoru pGreen (piehled podminek restrikei viz tabulka 3.8. a ligaci
viz tabulka 3.11.), ¢imz byly vytvofeny fizni konstrukty s reportérovym genem GFP. U
zkracenych konstruktti 7RI, TR2 a TR3 bylo z divodu piitomnosti pfirozeného restrikéniho
mista pro HindIII (pozice 170-176 bp) pro pieStépeni potieba vyuzit metody parcidlni digesce
(kapitola 3.4.2.1.). Vytvorené konstrukty byly nasledné zprostiedkovanou transformaci ptes
Agrobacterium tumefaciens vneseny do genomu bunék suspenzni linie tabaku BY-2.
Konstrukty byly vytvafeny v dob¢, kdy jesté nebyl popsan vyznam nékterych Casti proteinu.
Mnozstvi konstruktl bylo vytvotfeno prave za cilem pokusit se vyznam téchto casti na lokalizaci

proteinu alespon ¢astecné popsat.
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NtRGS1 1-248 AK (7TM) 22 416465 AK

TR1 1-248 AK (7TM)
TR2 1-248 AK (7TM)

TR3 1-248 AK (7TM)

TR 4

TRS

TR7 [wzix

RRD
Obr. 4.1.: Schématické zndzornéni zkracenych konstrukti NtRGSI:GFP s vyznacenim
pouzitych primert pfi jejich vytvareni

Tabulka 4.1.: Pehled pouzitych primert pro vytvoieni zkracenych konstrukta

nazev konstruktu kombinace pouzitych primert
TR1 RGSF + RRB2

TR2 RGSF + RRC

TR3 RGSF + RRD

TR4 RFB + RGSR

TRS5 RFC + RGSR

TR6 RFC + RRD

TR7 RFB + RRD
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Tabulka 4.2.: Podminky PCR pro amplifikaci 7R/, TR2 a TR3

teplota ¢as v minutach

1. predenaturace 94 °C 3:00

2. denaturace 94 °C 0:30

3. ,,annealing“ (nasedani) 52°C 0:45

4. elognace (syntéza) 72 °C 1:40

5. konzervace (chlazeni) 4°C 00
pocet cykll (opakovani krokti 2-4): 22

Tabulka 4.3.: Podminky PCR pro amplifikaci TR4, TR5, TR6 a TR7

teplota ¢as v minutach

1. predenaturace 94 °C 3:00

2. denaturace 94 °C 0:30

3. ,annealing* (nasedani) 52°C 0:45

4. elognace (syntéza) 72 °C 0:50

5. konzervace (chlazeni) 4°C o0
pocet cykllt (opakovani korkti 2-4): 22

4.1.2. Zhodnoceni vyznamu domén proteinu NtRGS1 pro jeho bunécnou lokalizaci

Pro pozorovani bunécéné lokalizace byly vyuzity bunky transformovanych suspenznich linii
tabdku BY-2 exprimujici zkracené formy NtRGS1 fuzné znaené GFP. Nazvy téchto

bunécnych linii se shoduji s ndzvy zkracenych konstrukti, které linie exprimuji (obrazek 4.1.)

4.1.2.1. Zakladni bunééna lokalizace

Na zakladé mikroskopie bun¢k exprimujicich zkracené formy proteinu NtRGS1 vyplyva, ze
pro spravnou bunéc¢nou lokalizaci proteinu je kli¢ova oblast transmembranové domény. Tato
¢ast proteinu zajistuje lokalizaci proteinu do kortikalni oblasti buiiky (plazmatickd membréana
+ ER). Mezi liniemi TR1, TR2 a TR3 (obrazek 4.2a) nebyly pozorovany vyznamné rozdily
v lokalizaci proteinu a rovnéZ nebyly pozorovany rozdily v lokalizaci téchto zkracenych verzi

a nezkracené verze proteinu NtRGSI1. U linii TR4, TRS, TR6 a TR7 (obrazek 4.2b) byla
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pozorovana lokalizace proteinu v cytosolu a v jadie. Lokalizace téchto konstruktl je velmi
podobnd lokalizaci volného GFP. Vzhledem k popsané funkci proteinu NtRGS1 je tato
lokalizace velmi pravdépodobné fyziologicky nepatiicna. Kompletni fotodokumentace viz

ptiloha, obr. ST — S18.

Obr. 4.2.: Typické lokalizace zkracenych forem NtRGS1 (fluorescence GFP). a — linie

overexprimujici TR3:GFP s lokalizaci v kortikdIni oblasti, b — linie TR5:GFP s lokalizaci

v cytosolu..

4.1.2.2. Zmény lokalizace v priibéhu subkultiva¢niho intervalu

Pti sledovani lokalizace proteinu béhem subkultiva¢niho intervalu bun¢k, byla u linii TR1, TR2
a TR3 pozorovéana zména v lokalizaci proteinu. Zatimco bunky téchto linii v exponencialni fazi
rustu mély protein lokalizovany do kortikélni oblasti (obrazek 4.3a), bunky ve stacionarni fazi
vykazovaly signal zejména uvnitt vakuoly (obrazek 4.3b). Tato dynamika lokalizace se rovnéz
shoduje se zménami v lokalizaci nekracené formy proteinu NtRGS1. U linii TR4, TRS, TR6 a
TR7 se zda, ze ke zméndm v zakladni lokalizaci (kapitola 4.1.2.1.) béhem subkultiva¢niho
intervalu nedochazi, nebo jen ve velmi malé mite (u nékterych bunék pozorovan velmi slaby

signal uvnitf vakuoly). Kompletni fotodokumentace viz ptiloha, obr. S1 — S18.
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Obr. 4.3.: Typické zmény lokalizace v pribéhu subkultivacniho intervalu u zkracenych forem

NtRGS1 obsahujicich transmembranovou doménu (fluorescence GFP). a — exponencialni
bunky linie overexprimujici TR2:GFP s lokalizaci v kortikalni oblasti, b — stacionarni bunky

linie TR1:GFP s lokalizaci ve vakuole.

4.1.2.3. Zhodnoceni lokalizace v ER

Z dat potizenych konfokalni mikroskopii je v kortikalni oblasti buné€k linii TR1, TR2 a TR3
dobie patrna lokalizace proteinti v ER (obrazek 4.4a). Lokalizace v plazmatické membrané neni
z konfokalnich snimki u téchto linii pfili§ dobfe patrnd, o néco patrnéjsi se zda byt v oblasti
mezibunéénych prepazek. Rozdily v lokalizaci linii TR1, TR2 a TR3 ocekavané na zaklad¢
literarnich podkladd byly stézi zaznamenatelné a jsou diskutovany v kapitole 5.1.2 (Hu et al.,
2013). Lokalizace proteinti u téchto linii se zda byt blizka nezkracené verzi NtRGS1. U linii
TR4, TRS, TR6 a TR7 (obrazek 4.4b) se zda byt lokalizace proteinit doplitkem oproti lokalizaci
proteinti linii TR1, TR2 a TR3, respektive nezkracené formy proteinu (jakysi negativni otisk
vakuoly a ER). Pro lepsi zhodnoceni lokalizaci zkracenych variant proteinu v ER byla do
pozorovani zatfazena také bunécna linie BY-2 exprimujici GFP se signalni sekvenci HDEL
zajist'ujici retenci fluorescenéniho signalu v ER (pfiloha, obr. S1 — S18). Tato linie byla laskavé

poskytnuta Zdeiikem Citem (UEB AVCR).
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Obr. 4.4.: Typické rozdily v lokalizaci zkracenych forem NtRGS1 v kortikalni oblasti bun¢k
(fluorescence GFP). a — linie overexprimujici TR2:GFP s lokalizaci v ER (kortikalni oblast),
b — linie TR5:GFP s lokalizaci v cytosolu (kortikalni oblast).

4.2. Vliv dostupnosti Zivin na bunécnou lokalizaci proteinu
NtRGS1

Cilem tohoto bloku pokusii bylo zjistit, jaky vliv ma aplikace cukri a dalSich zivin po
piedchozim hladovéni na cytologickou lokalizaci proteinu NtRGS1. Pro tento typ experiment
u rostlin se zda byt kultura bunééné suspenzni linie BY-2 vhodnym modelovym organismem.
Poskytuje moznost piimého oSetfeni bun€k sledovanymi Zivinami bez pozadi odpovédi
komplexniho rostlinného organismu. Miuze tedy vhodné doplnit data ziskand na hojné

vyuzivaném modelu Arabidospsis thaliana.

4.2.1. Optimalizace podminek ¢. 1

Pro moznost sledovani zmén v lokalizaci proteinu NtRGS1 v reakci na pfitomnost nebo absenci
sledovanych zivin bylo potfeba optimalizovat podminky kultivace bunc¢k pred pifidanim
konkrétni ziviny. Protein RGS1 je u rostlin spojovan s percepci D-gluk6zy, coz ma zpiisobovat
jeho endocytézu z plazmatické membrany (Urano et al., 2012a). Vzhledem k dynamickym
zménam lokalizace proteinu NtRGS1 béhem subkultivac¢niho intervalu bun¢k BY-2 (kapitola

4.1.2.2.) bylo potieba nastavit pokusné kultivacni podminky tak, aby ,,hladové* bunky (v médiu
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bez obsahu sledovanych zivin) mély protein lokalizovany v kortikdlni oblasti buiky
(plazmatickd membrana + ER), coz je lokalizace typicka pro buniky v exponencialni fazi rstu
(tedy v médiu s dobie dostupnymi Zzivinami; viz, kapitola 4.1.2.2.). Nejprve bylo tedy
standardné nakultivovano (kapitola 3.2.3) vétsi mnozstvi ban€k se suspenzni kulturou bunék
BY-2 overexprimujicich NtRGS1:GFP. Tyto buiiky byly ve stati 7 dni od posledni subkultivace
(staciondrni buiiky) sterilné zfiltrovany pomoci filtra¢niho zatizeni Nalgene (primér ok 11 um)
za ucelem ziskani na Ziviny vyCerpaného média. Vychozi stav lokalizace proteinu v téchto
sedmidennich bunikach byl zdokumentovan fluorescenéni mikroskopii. Na zakladé slozeni
kultiva¢niho média byly vytipovany zakladni slozky, které by mohly byt pro bunky limitujici a
ovlivitovat tak lokalizaci proteinu NtRGS1. Témito slozkami byly fosfor (ve form¢ KH2POs),
dusik (ve form& NH4NO; a KNOs3) a sachardza, popi. D-glukéza vznikajici v kultivacnim médiu
rozStépenim sacharozy. Vycerpané médium bylo rozd€leno do péti nadob a do kazdé bylo
inokulovano definované mnozstvi suspenze sedmidennich (stacionarnich) bunék (8 ml husté
suspenze bunék do 24 ml vycCerpaného média) za ucelem buiiky nafedit. Jedna kultivacni
nadoba byla ponechana pro ucely kontroly bez ptidani jakékoli latky, do zbytku nadob byly
piidany vySe uvedené vytipované latky a to ve formé koncentrovanych zasobnich roztok
v takovém mnozstvi, aby vysledna koncentrace dané latky v médiu odpovidala koncentraci
v Cerstvém kultivanim médiu (upravené MS viz tabulka 3.3.; D-glukéza byla pfidana
v takovém mnoZstvi, aby vysledna koncentrace v médiu byla 1,5 %). Builky byly poté
kultivovany za standardnich podminek (kapitola 3.2.3.). Pro mikroskopickou analyzu
zmeén lokalizace proteinu v zavislosti na pfitomnosti jednotlivych pfidanych slozek byly

odebirany vzorky po 12 a 24 hodinéach.

4.2.1.1. Vysledek optimalizace ¢. 1

Lokalizace proteinu NtRGS1 byla v uvedenych ¢asech vyhodnocena u primérné 200 bunék na
variantu. V zasad¢ se protein vyskytoval ve dvou zadkladnich stavech, bud’to byl lokalizovan
v kortikalni oblasti bunky (plazmatickd membrana + ER; obrazek 4.5a) nebo pifevazné ve
vakuole (obrazek 4.5b), a v jednom ptfechodovém stavu, kdy se zdal byt signal pifitomny
vyrovnané jak v kortikalni oblasti buiiky, tak ve vakuole (obrazek 4.5c). Graf 4.1. vyjadiuje
procentualni zastoupeni bunék, u kterych se protein nachazel v jednom z téchto tii stava
v zavislosti na dobé kultivace v ptitomnosti doplnéné latky. Doplnéni vyCerpaného média cukry

(sacharoza, gluk6za) mélo na lokalizaci proteinu piedpokladatelny vliv a podil bunck
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s proteinem v kortikalni oblasti prudce vzrost. Zajimavym zjisténim bylo, ze efekt samotného
fedéni buné€k, tedy kontrolni varianta, ma na lokalizaci proteinu také vliv. Podil bunék
s proteinem v kortikalni oblasti u této varianty také Castecné vzrostl. Z tohoto vysledku se da
usuzovat, ze pro builkky na konci subkultivacniho intervalu je vlivem vysoké denzity bunék
v médiu limitujicim faktorem také obsah kysliku. Druhym zajimavym zjisténim byl efekt
ptidani zdroje dusiku. U této varianty po 12 hodinach kultivace protein NtRGS1:GFP lokalizaci
oproti vychozimu stavu viilbec nezménil a po 24 hodinach zastoupeni bun€k s proteinem
lokalizovanym do kortikalni oblasti buiikky dosahovalo pouze ¢tvrtinové hodnoty ve srovnani
s kontrolni variantou (pouze fedénou). Zdroj dusiku tedy nebyl pro bunky signalem indukujicim
obnoveni kortikalni lokalizace proteinu NtRGS1. Naopak ptfidani fosforu na lokalizaci proteinu
do kortikalni oblasti buiiky vliv mélo. Procentudlni zastoupeni bunék s proteinem NtRGS1:GFP
v kortikalni oblasti buiiky po ptidani fosforu prudce stouplo. Toto oSetfeni se tedy jevilo jako

vhodné pro dalsi optimalizaci podminek.

Obr. 4.5.: Typické lokalizace NtRGS1:GFP ve stacionarnich bunkach po doplnéni zivin

(fluorescence GFP). a — lokalizace v kortikalni oblasti, b — lokalizace pfedevSim ve vakuole,

¢ — lokalizace v kortikalni oblasti i vakuole.
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zména lokalizace proteinu NtRGS1:GFP po osetieni

bunék Zivinami ¢. 1
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Graf 4.1.: Procentudlni zastoupeni bunck s proteinem NtRGS1:GFP lokalizovanym bud’to
v kortikalni oblasti (modrd), ve vakuole (oranzova) nebo v kortikalni oblasti 1 vakuole (Sedd)
v reakci na oSetieni zivinami v pribehu kultivace. S — sacharoza, G — glukéza, P — fosfor, N —

dusik, bez osetieni — buiiky nafedéné do vycerpaného média.

4.2.2. Optimalizace podminek ¢&. 2

Na zaklad¢ vysledkt v kapitole 4.2.1. byly pro ucely planovanych pokust s percepci cukra,
dale optimalizovany pokusné podminky. Ziskani vycerpaného média a inokulace bunék do
tohoto média probéhla shodné jako v kapitole 4.2.1. Pro ucely pozdéjsich experimentt (kapitola
4.2.5.) bylo potieba docilit stavu, kdy co nejvétsi podil bunék mé protein NtRGS1 lokalizovany
do kortikalni oblasti burniky, ale bunky jsou kultivovany v médiu bez obsahu cukrt. Z vysledkt
predchozi optimalizace se zdalo byt slibné pfidat do vyc¢erpaného média fosfor. Proto byly pro
tento pokus zvoleny nésledujici varianty: s ptidanim fosforu (stejné jako v kapitole 4.2.1.), s
piidanim kombinace fosforu a 1/10 D-glukozy (fosfor ve stejné koncentraci jako v kapitole
4.2.1.; desetinové mnozstvi glukdzy oproti oSetfeni samotnou glukozou; vysledna koncentrace
v médiu 0,15 %), s pfidanim D-glukozy (stejné€ jako v kapitole 4.2.1.) a s pfidanim D-fruktozy

(v mnozstvi odpovidajici koncentraci vysledné koncentraci v médiu 1,5 %). D-glukéza byla

66



zvolena hlavné jako kontrolni varianta (béhem prvni optimalizace vykazovala nejvétsi vliv na
zménu lokalizace proteinu). D-fruktéza byla zvolena, aby se zjistilo, zda ma obdobny efekt na
zménu lokalizace jako D-glukoza, nebo zdali je efekt D-glukdzy specificky. Vzorky pro
mikroskopickou analyzu byly odebrany v ¢ase 0 (vychozi stav) a poté 12, 24 a 48 hodin po
pfidani jednotlivych slozek. Mezi odbéry byly buiky kultivovany standardnim zplsobem
(kapitola 3.2.3.). Ve stejnych Casech byly také odebrany vzorky média pro stanoveni hladiny
cukrt (kapitola 4.2.4.) a vzorky pro RT-PCR (kapitola 4.2.3.) pro analyzu ptipadnych zmén
exprese genu pro Ga a RGSI.

4.2.2.1. Vysledek optimalizace ¢. 2

Hodnoceni stavu lokalizace proteinu probihalo obdobnym zplisobem jako v kapitole 4.2.1.1.
Ukazalo se, ze pro pozdéjsi experimenty s percepci cukri (kapitola 3.2.5.) je nejvhodnéjsi
kultivovat stacionarni (7 denni) bunky ve vyCerpaném médiu s ptidavkem fosforu po dobu
jednoho dne (graf 4.2.). Dale se ukazalo, ze pfitomnost fruktézy nema na lokalizaci proteinu
stejny vliv jako pfitomnost D-glukozy. Po 48 hodinach kultivace od pridani frukt6zy zastoupeni
bunék s proteinem lokalizovanym v kortikalni oblasti buniky klesalo, podobné¢ jako u variant s
piidanim fosforu nebo kombinace fosforu a 1/10 D-glukézy. U varianty s ptidanim D-glukézy
se zastoupeni bun€k s proteinem NtRGS1:GFP v kortikalni oblasti po 48 hodinach kultivace
naopak jesté mirné zvysilo. Reakce bunék na D-glukézu se tedy pro udrzeni lokalizace proteinu

v kortikalni oblasti buniky zda byt specificka.
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zména lokalizace proteinu NtRGS1:GFP po osetreni bunék
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Graf 4.2.: Procentudlni zastoupeni bunc¢k s proteinem NtRGS1:GFP lokalizovanym bud’to
v kortikalni oblasti (modrd), ve vakuole (oranzova) nebo v kortikalni oblasti 1 vakuole (Sed4)
v reakci na oSetfeni zivinami v pribéhu kultivace. G — glukéza, P — fosfor, P+1/10G —

kombinace fosforu a desetinové koncentrace glukozy, F - fruktéza.

4.2.3. Exprese genti NtRGS1 a NtGPAI v reakci na dodani Zivin do média

Aby byly ziskdny informace o tom, zda buiikky na pokusné podminky (jednotliva oSetfeni)
popsané v kapitole 4.2.2. reaguji i zménou exprese genu NtRGS1 nebo jeho interaktoru NtGPA 1
(gen pro Ga podjednotku heterotrimerniho G-proteinu), byla za téchto podminek kultivovana i
netransformovana linie BY-2. Dale byla pro pokus za stejnych podminek, ovSem bez variant
oSetfeni fruktozou a kombinaci fosforu a 1/10 glukézy, kultivovana i linie overexprimujici
NtGPAI:GFP (laskavé poskytnuta Skolitelem dr. Miroslavem Srbou). U linie overexprimujici
NtRGS1:GFP byla sledovana exprese genu pro Ga podjednotku (NtGPAT1), s otazkou, zda
overexprese genu pro reguldtor n¢jak ovliviiuje expresi genu pro Go podjednotku. U
netransformované linie BY-2 bylo mozné za pokusnych podminek porovnavat nativni expresi
obou internich gent NtRGS1 a NtGPAI. U linie overexprimujici NtGPA1:GFP byla s obdobnou
otazkou jako u linie overexprimujici NtRGS1:GFP (ovlivnéni exprese genu pro interakéni
protein) sledovana exprese genu NtRGSI. Vzorky pro izolaci RNA a naslednou

semikvantitativni RT-PCR (kapitola 3.5.4.) byly u vSech linii a variant oSetfeni vybranymi
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latkami (varianty oSetfeni viz kapitola 4.2.2.) odebirdny ve shodné Casy jako vzorky pro
mikroskopickou analyzu lokalizace proteinu NtRGS1:GFP a pro kontrolni stanoveni hladiny
cukrti v médiich (tedy v Casech 0, 12, 24 a 48 hodin; kapitola 4.2.2. respektive 4.2.4.). Konkrétni

podminky amplifikace jednotlivych gent ze ziskané cDNA jsou uvedeny v tabulce 3.16.

4.2.3.1. Vysledky semikvantitativni RT-PCR

Vysledky semikvantitativni RT-PCR jsou vyjadieny pomoci kombinovanych grafii s vysledky
analyzy hladiny cukrti v médiich. Trendy exprese genli NtRGSIla NtGPAI jsou vyjadieny
kiivkami o bezrozmérnych hodnotach a jejich vzajemna pozice na grafu neodrazi vzajemny
pomér hladiny transkripta téchto genii. Smyslem téchto kiivek je vyjadtit poklesy nebo nartisty
v expresi kazdého z genil v pribéhu ¢asu na pozadi konkrétnich podminek v pokusném médiu
(podminky vyjadfeny sloupci viz kapitola 4.2.4.1.).

Z naméienych dat vynesenych v grafech 4.3., 4.4. a 4.5. se zda, ze hladina exprese genu
NtRGS1 je u netransformované linie BY-2 1 u linie overexprimujici NtGPAI:GFP béhem
experimentalnich oSetieni relativné stabilni. Pfesto, Ze je patrnd urcitd dynamika exprese,
maximalni zjisténa hodnota exprese genu NtRGS1 je na irovni 2-3 nasobku minimalni hodnoty.
Naopak hladina exprese genu NtGPAI u bunék netransformované linie BY-2 1 buné¢k
overexprimujicich NtRGS1:GFP béhem experimentalnich oSetfeni kolisa znateln¢ vice.
Maximalni zji§ténd hodnota exprese se pohybuje v hodnotich 14 - 45 ndsobku minimalni
hodnoty. Vyjimkou je varianta bun¢k overexprimujicich NtRGS1:GFP oSetfenych glukdzou, u
kterych byla hladina exprese genu NtGPAI stabilné na nizké urovni. Minimdlni - bazalni
hladiny exprese NtGPA jsou pfitom velmi vyrovnané mezi v§emi porovnavanymi variantami.
Z namétenych hodnot je také patrné, ze hladovéjici stacionarni bunky netransformované linie
maji znateln¢ vyssi expresi N(GPA1 oproti bunikdm overexprimujicim NtRGS1:GFP. Ziejmé i
disledkem toho buniky netransformované linie BY-2 reagovaly na experimentalni oSetieni
docasnym poklesem exprese genu NtGPA 1, zatimco buiiky linie overexprimujici N¢tRGS1:GFP

reagovaly spiSe do¢asnym nartiistem exprese genu NtGPA .
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Graf 4.3.: Trendy exprese gentt NtGPAI a NtRGS1 (kiivkami) u netransformované bunécné
linie BY-2 na pozadi obsahu cukri v kultivaénich médiich (sloupci). a — buiiky oSetfené
glukozou, b — bunky oSetfené fruktézou, ¢ — buniky oSetfené fosforem, d — bunky oSetfené
kombinaci fosforu a 1/10 koncentraci glukozy. G — glukéza, F — fruktéza, S — sachardza,

Ga— gen NtGPAI, RGS — gen NtRGS|.
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Graf 4.4.. Trendy exprese genu NtGPAI (kiivkou) u bunécéné linie overexprimujici
NtRGS1:GFP na pozadi obsahu cukri v kultivacnich médiich (sloupci). a — bunky oSetiené
glukozou, b — bunky oSetfené fruktézou, ¢ — buiiky oSetfené fosforem, d — bunky oSetfené
kombinaci fosforu a 1/10 koncentraci glukézy G — glukoza, F — fruktéza, S — sacharéza,

Ga—gen NtGPAl.
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Graf 4.5.: Trendy exprese genu NtRGSI (kiivkou) u bunécné linie overexprimujici
NtGPAI:GFP na pozadi obsahu cukrti v kultiva¢nich médiich (sloupci). a — buiiky oSetiené
glukézou, b — buiky oSetené fosforem. G — glukéza, F — fruktéza, S — sachar6za, RGS — gen
NtRGSI.
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4.2.4. Hladiny cukrii v pokusnych kultiva¢nich médiich

Ptestoze byly cukry aplikovany v definovaném mnozstvi, byla provedena paralelni zpétna
analyza cukrl obsazenych v médiu experimentélnich variant. Cilem tohoto méteni bylo ovéfit
spravnost nastaveni experimentalnich podminek (koncentrace aplikovanych Zivin)
v experimentu kap. 4.2.3., ovéfit (ne)pfitomnost zbytkovych cukrii z ptedchozi kultivace
(glukdza / fruktoza / sachardza) a dale stanovit priubéh utilizace cukri studovanou kulturou.
Vlastni analyzu hladiny cukri provedla Laboratoi studia regulacnich faktori morfogeneze

rostlin KERB PiF UK viz kapitola 3.8.

Vysledky analyzy jsou zndzornény pomoci grafu 4.3. — 4.5. Dynamika hladin cukrt
v médiich jednotlivych pokusnych variant (oSetieni viz kapitola 4.2.2.; pokusné linie viz
kapitola 4.2.3.) je vyjadiena v grafech pomoci sloupci. Grafy jsou kombinovany s vysledky
exprese genit N(RGS!1 a NtGPAI (kapitola 4.2.3.).
U vzorkl odebranych ve vychozim stavu u netransformované linie BY-2 (graf 4.3.) a u linie
overexprimujici NtRGS1:GFP (graf 4.4.) je patrné, ze hladina sledovanych cukrii (sacharoza,
glukdza a fruktdza) je nulova (zcela vycerpané médium). U vzorkli odebranych ve vychozim
stavu u linie overexprimujici NtGPA1:GFP je patrny obsah zbytkové fruktozy (graf 4.5.).

Déle je z vysledki analyzy patrna utilizace dodanych cukrii builkami v Case ve
vSech médiich, kam byly cukry dodény. Vysledky analyzy dopliuji optimalizované podminky
(kapitola 4.2.2.1.) pro pokusy s percepci cukri (kapitola 4.2.5.) o presné hladiny cukri
v médiich. Podporuji tak vhodnost kultivace stacionarnich bunék pted ,,cukernymi pokusy* 24
hodin ve vy¢erpaném médiu s piidanim fosforu. Takto kultivované bunky maji protein NtRGS1
lokalizovany v kortikalni oblasti, zatimco v médiu neni ptitomen zadny ze sledovanych cukrt
(sachardza, glukoza, fruktdza). Varianta s piridanim kombinace fosforu a 1/10 D-glukozy by
také mohla byt vhodna pro pouziti pfi ,,cukernych pokusech®, protoZze po 24 hodinach je jiz
vSechna glukoéza buitkami z média spotfebovana, nicméné celkovy efekt na lokalizaci proteinu
NtRGS1:GFP (graf 4.2.) se nejevi jako pfili§ rozdilny od varianty s piidanim samotného
fosforu. Pro ziskani vyhladovélych bunék pro ,,cukerné pokusy* se tedy jevi jako vhodné;jsi

osetfit buniky pouze fosforem.
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4.2.5. Analyzy zmén lokalizace TR3:GFP a NtRGS1:GFP u hladovéjicich bunék v reakci

na dodani cukra ¢. 1

Vyse popsané optimalizované podminky byly vyuzity (kapitola 4.2.2.1.) pro experiment, ktery
mél ovéfit vyznam C-termindlni domény (misto pro regulacni fosforylaci proteinu)
v endocytdze proteinu NtRGS1 a zmény jeho lokalizace v reakei ,,vyhladovélych® bun¢k na
piidani D-glukézy. Recentné publikované prace popisuji tvorbu télisek bohatych na
fluorescen¢né znaceny protein AtRGS1 po aplikaci cukrti. Tato téliska jsou v dané literatuie
oznacovana jako ,,vacky* ptfestoze na zéklad¢ jejich velikosti se neda s jistotou tvrdit, Ze se
jedné o primarni endocytotické vacky. Je mozné se domnivat, Ze se jednd az o sekundérni Gtvary
vzniklé agregaci primarnich vacka, které presto dokladaji proces endocytozy proteinu NtRGS1.
Pro lepsi piehlednost textu byla pfejata zjednoduSena terminologie danych publikaci a
pozorované Utvary jsou dale ozna¢ovany pouze jako ,,vacky* (Chen et al., 2014; Phan et al.,

2012; Urano et al., 2012a).

Pro ucel pokusu byly tedy pfedem napéstovany bunky overexprimujici NtRGSI1:GFP a
bunky overexprimujici 7TR3:GFP (NtRGSI bez tseku kdédujiciho C- termindlni doménu) do
stacionarni faze (stafi 7 dni), poté byly tyto buiiky kultivovany 1 den na vycerpaném médiu
s pfidanim fosforu (ve formé¢ KH,POs4 v mnozstvi, aby koncentrace odpovidala Cerstvému
upravenému MS médiu viz tabulka 3.3.). Z takto kultivovanych bunék byla pofizena data na
konfokalnim mikroskopu jakoZto stav ptfed pfidanim cukri. Poté byly od obou linii vzdy
vytvofeny 2 varianty, a to jedna s pfidanim D-gluko6zy (vyslednd koncentrace v médiu 1,5 %)
a druhd s pfidanim fruktézy (rovnéz vysledna koncentrace v médiu 1,5 %). Takto oSetfené
bunky byly kultivovany 30 minut v pfitomnosti pfidanych cukrt a nésledné byla potizena dalsi
konfokalni obrazova data s cilem zachytit ptipadné vacky, vzniklé cukernym oSetfenim.
Z potizenych dat bylo poté pomoci softwaru NIS Elements (verze 3.1.) spo¢teno mnoZstvi

vacku (kapitola 3.7.1.), které se nachazely ve snimané rovin€ v jednotlivych bunkéch.
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4.2.5.1. Vysledek cukernych oSetieni bunék ¢. 1

Z dat nasnimanych pfed cukernym oSetfenim bun€k je patrné (graf 4.6.), ze u linie
overexprimujici nezkracenou verzi proteinu (NtRGS1:GFP) je mnozstvi vacka jiz v tomto
vychozim stavu vyrazné vyssi nez u linie overexprimujici verzi proteinu bez C-terminalni
domény (TR3:GFP). Buiiky linie NtRGS1:GFP reagovaly na oSetfeni glukdzou zvySenou
tvorbou vacki, jejich pocet se oproti vychozimu stavu takika zdvojnéasobil (obrazek 4.6a).
Buiiky téze linie oSetfené fruktozou reagovaly také zvySenou tvorbou vackl, nicméné pocet
vackd, v porovnani s buiikami oSetfenymi glukdzou, nedosahl tak vysoké hodnoty. Buiiky linie
TR3:GFP na oSetieni ani jednim z cukrii vyznamn¢ nereagovaly zménou tvorby vackt (obrazek
4.6b). Pocet vackl byl celkové u této linie velmi nizky nebo zadny. Kompletni obrazova

dokumentace viz ptiloha, obr. S20.
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Graf 4.6.: Primérné pocty vackl v ramci snimaného fezu v jedné buiice pied a po aplikaci
cukrd. Varianta se staciondrnimi bunkami ve vycerpaném médiu doplnéném o fosfor. NtRGS1
— linie overexprimujici NtRGSI:GFP, TR3 — linie overexprimujici zkraceny konstrukt

TR3:GFP. Chybové¢ usecky vyznacuji interval spolehlivosti pro hladinu vyznamnosti o = 0,05.
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Obr. 4.6.: Internalizace NtRGS1:GFP a TR3:GFP u hladov¢jicich buné¢k 30 min. po oSetieni

glukozou (fluorescence GFP). a — linie overexprimujici NtRGS1:GFP s vacky, b — linie
overexprimujici TR3:GFP bez vacki, ¢ — detail vackl (zvyraznény Sipkami) u linie

overexprimujici NtRGS1:GFP, d — detail linie overexprimujici TR3:GFP bez vacka
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4.2.6. Analyzy zmén lokalizace TR3:GFP a NtRGS1:GFP u hladovéjicich bunék v reakci

na dodani cukria €. 2

Tento pokus byl proveden se stejnymi liniemi jako ,,cukerny* pokus ¢. 1 (kapitola 4.2.5.) s tim
rozdilem, Ze buniky, oproti pokusu €. 1 (kapitola 4.2.5.), které se nechavaly vyhladovét kultivaci
24 hodin v médiu bez obsahu cukrli nebyly ve staciondrni fazi riistu, ale ve fazi exponencialni.
Tento rozdil byl do pokusu zafazen se zdmérem zjistit, zda odlisny fyziologicky stav bun¢k
(exponencialni faze rtstu) ovliviiuje cukry indukovanou tvorbu vackt. Dalsi rozdil v tomto
pokusu byl, Ze vycerpané médium bylo pokusné nahrazeno Cerstvym upravenym MS médiem
(tabulka 3.3.), které bylo pfipraveno bez obsahu sachardézy (z diive provedenych pokust na
Skolicim pracovisti je znama velka tolerance buné¢k BY-2 k osmotickému stresu, a tak byl tento
aspekt béhem pokusu zanedban). Toto médium bylo zvoleno proto, Ze buiiky v exponencialni
fazi ristu maji protein NtRGS1:GFP lokalizovany v kortikalni oblasti buniky (kapitola 4.2.2.),
a neni proto potfeba buiniky nijak oSetfovat s cilem lokalizaci ménit. Navic se pfi pouziti
takovéhoto Cerstvé pripraveného média docili standardnéjSich pokusnych podminek, nez
v ptipad¢ pouziti média vycerpané¢ho (kapitola 4.2.5.). Pofizeni dat konfokalni mikroskopii,
experimentalni oSetieni D-glukézou a fruktézou a nésledné vyhodnocovani potfizenych dat

probihalo stejné jako pii pokusu €. 1 v kapitole 4.2.5.

4.2.6.1. Vysledek cukernych oSeti‘eni bunék ¢. 2

Z vysledkt potizenych pti tomto pokusu se zda (graf 4.7.), ze fyziologicky stav bun¢k nehraje

na tvorbu vacka vyznamnéjsi roli. Naméiena data, o poc¢tu vackl i mite jejich tvorby, v reakci

na oSetfeni jednotlivymi cukry, byla u obou linii v podstaté shodna s daty pofizenymi pfi pokusu

¢. 1 (kapitola 4.2.5.1.).
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Graf 4.7.: Primérné pocty vackl v radmci snimaného fezu v jedné buiice pred a po aplikaci
cukrti. Varianta s exponencialnimi buitkami v ¢erstvém upraveném MS médiu piipraveném bez
sachar6zy. NtRGS1 — linie overexprimujici NtRGS1:GFP, TR3 — linie overexprimujici
zkraceny konstrukt 7R3:GFP. Chybové tsecky vyznacuji interval spolehlivosti pro hladinu

vyznamnosti a = 0,05.

4.3. Analyza ristové dynamiky transgennich linii

Cilem pokust bylo zjistit, zda overexprese genu NtRGSI nebo NtGPAI ovliviluje rastové
parametry bunécnych linii tabaku BY-2. Overexpresi jednoho z geni by mohl byt narusen
stechiometricky pomér vzniklych proteinii v buiice. Interakce téchto proteint se zda byt ve
svétle aktudlni literatury vyznamnd ve spousténi signalizace heterotrimernimi G-proteiny
(Urano et al., 2012a, Urano et al., 2013). Vzhledem k tomu, ze G-proteinova signalizace je
zapojena do tady procesti vCetné proliferace a diferenciace bunck, mohly by linie bunék
s narusenou stechiometrii téchto proteini vykazovat pozménéné riistové parametry. Navic i
z vyse uvedenych analyz exprese plyne, Ze v reakci na zménu podminek dochazi k prudkym
zmeénam exprese genu NtGPAI. Pti bézném pozorovani byl zaznamenan u kalust Cerstve
transformovanych linii overexprimujicich N¢tGPA I:GFP rychlejsi rist nez u kontrolni linie BY -

2 anaopak u suspenznich kultur linii overexprimujicich N(RGS!:GFP byl pozorovan pomalejsi

77



nastup rustu po subkultivaci vyrazné senescentnich bun¢k (10 a vice dni) v porovnani
s kontrolni linii BY-2.

Pro tyto pokusy byly tedy zvoleny transformované linie BY-2 overexprimujici
NtRGS1:GFP, NtGPAI:GFP, kontrolni netransformovana linie BY -2 a jako roz$ifujici varianta
1 linie overexprimujici reguldtor G-proteinové signalizace z Arabidopsis, tedy AtRGSI:GFP,
ktera byla laskavé poskytnuta Skolitelem dr. Miroslavem Srbou. Pro zjisténi, zda overexprese
jednoho z gent ovliviiuje rust linie spiSe v reakci na nafedéni ¢i v souvislosti s ,,reaktivaci®
senescentnich bunék po jejich subkultivaci, byly pro ucel pokusu nasazeny od kazdé¢ linie 2
varianty. Varianta limitnim zplGsobem nafedénd, a druhd varianta standardné nafedénych
pokrocile senescentnich bun¢k. Limitné nafedéna varianta byla zaoCovana 0,25 ml
sedmidennich bun¢k do 35 ml upraveného MS média (tabulka 3.3.). Senescentni varianta byla
nasazena 0,5 ml Ctrnactidennich bun¢k do 35 ml upraveného MS média. Takto nasazené
pokusné kultury byly mezi odbéry pro jednotlivd méfeni kultivovany za standardnich podminek
(kapitola 3.2.3.). Nejprve byl zméten vychozi stav (¢as 0) a poté stav po 2, 4, 6 a 7 dnech
kultivace. Méteni denzity bun¢k probihalo pomoci fluorescencniho mikroskopu a pocitaci
Fuchs-Rosenthalovy komirky (kapitola 3.6.1.), nasledné poloautomatické zpracovani dat
probihalo v programu NIS Elements (verze 3.1.; kapitola 3.7.1.).

Pro stanoveni miry exprese genit N(RGSI a NtGPAI byly béhem tohoto pokusu jesté
odebrany vzorky pro izolaci RNA od linii overexprimujicich N(RGS1:GFP, NtGPAI1:GFP a od
netransformované linie BY-2. Tyto vzorky byly odebrany v ¢asech 0, 4 a 6 (dny). Vychozi stav,
tedy Cas 0, byl pro ucely izolace RNA odebran 4 hodiny po nasazeni bunék do Cerstvého média,
aby mira exprese gent odpovidala reakci bun¢k na Cerstvé médium.

U linii, u kterych byly odebrany vzorky pro izolaci RNA, byl rovnéz stanoven mitoticky
index (kapitola 3.6.2.) v ¢asech 0, 2, 4 a 6 (dny), aby bylo mozné dat do kontextu miru exprese

gentl a délivost bun¢k v daném case.

4.3.1. Vysledky ristové dynamiky transgennich linii

Vysledky rtstové dynamiky transgennich linii jsou vyjadifeny pomoci graft, kde osa X je
vyjadfena v logaritmickém meéfitku. Namérend data konecné denzity bunék limitné fedéné
varianty byla statisticky vyhodnocena dvouvybérovym T-testem na 5% hladin€ vyznamnosti.
Pfi porovnani ziskanych dat u sedmidennich bun¢k (graf 4.8a), které¢ byly pro ucel pokusu

nadstandardné fedény, se mezi jednotlivymi liniemi v pribéhu riistu nezda byt piilis velky
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rozdil ve tvaru ristové kiivky. Rozdilna je ovSem denzita bun€k na konci subkultivaéniho
intervalu. Linie overexprimujici gen NtGPA1:GFP vykazovala signifikantné vys$si konec¢nou
denzitu bun¢k oproti netransformované liniit BY-2 (p = 0,000) a naopak linie overexprimujici
NtRGS1:GFP vykazovala denzitu bunék nizsi (p = 0,000). V absolutnich ¢islech se jedna o
vyznamné rozdily. Pocet bun¢k piepocteny na objem jednoho mililitru média v sedmém dni
dosahoval u kontrolni linie BY-2 ptiblizng 3,5 * 10° bunék, u linie overexprimujici
NtGPA1:GFP piiblizné 4,4 * 10° a u linie overexprimujici NtRGS1:GFP piiblizné 2,7 * 10°.
U varianty ¢trnéactidennich, vyrazné senescentnich bunck (viz graf 4.8b) je patrné, ze u
bunck linie overexprimujici gen NtGPAI:GFP se schopnost regenerovat blizi kontrolni
netransformované varianté. Linie overexprimujici gen NtRGS1:GFP ma tuto regeneraci ziejme

castecné opozdeénou.

a limitné redéné sedmidenni bunky b standardné redéné vyrazné senescentni bunky
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Graf 4.8.: Vliv zvySené exprese NtGPAI a RGSI na rustové kiivky suspenznich kultur. A -
kultury zaockované limitné fedénym inokulem b - kultury zaockované pokrocile senescentnimi
bunikami BY-2 — kontrolni buné¢na linie BY-2, NtGPA1 — linie overexprimujici NtGPAI:GFP,
AtRGS1 — linie overexprimujici AtRGS1:GFP, NtRGS1 — linie overexprimujici NtRGS1:GFP.

Pocty buné¢k v logaritmickeé Skale.
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Vysledky exprese genti NtRGSI a NtGPAI u sledovanych linii (BY-2;
35S::NtRGS1:GFP; 35S::NtGPA1:GFP) jsou vyjadfeny pomoci kombinovanych grafii (graf
graf 4.9.), kde kiivky zndzoriiuji trend exprese (obdobné jako v kombinovanych grafech
v kapitole 4.2.3.1.) v bezrozmérnych hodnotach, smyslem je opét pouze vyjadiit nartist nebo
pokles exprese jednotlivych genti (kiivka na grafu pozi¢né vys, nevyjadiuje siln€jsi expresi
genu). Sloupci je v téchto grafech zndzornén mitoticky index. Mira exprese byla sledovana
pouze v ¢asech 0, 4 a 6 dni, kdeZto mitoticky index byl pro lepsi predstavu jeho prubéhu doplnén
jesté méfenim v Case 2 dny.

Hladina exprese genu NtRGS! vykazovala u bun¢k netransformované linie BY-
2 mirny docasny pokles po ¢tvrtém dni kultivace (graf 4.9a). U linie overexprimujici gen
NtGPAI:GFP byl pokles exprese genu NtRGS1 béhem kultivace vyraznéjsi a stabilnéjsi (graf
4.9¢). Hladina exprese genu NtGPAI u linie BY-2 po ¢tvrtém dni kultivaci vykazovala silné;si
pokles oproti vychozimu stavu a jen velmi slaby opétovny nartist po Sestém dni kultivace (graf.
4.9a). Exprese genu NtGPAI u linie overexprimujici NtRGSI:GFP (graf 4.9b) vykazovala
velmi podobny trend jako u kontrolni netransformované linie BY-2.

Mitoticky index dosahoval z provedenych méfeni nejvyssi hodnoty po dvou dnech
kultivace bun€k u vSech sledovanych linii. Linie overexprimujici NtGPAI1:GFP vykazovala
celkové vyssi hodnoty mitotického indexu (graf 4.9¢) v porovnani s kontrolni linii BY-2 (graf
4.9a). Naopak u linie overexprimujici NtRGSI:GFP (grat 4.9b) byly naméfeny celkové

hodnoty mitotického indexu v porovnani s linii BY-2 nizsi.
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Graf4.9.: Trendy exprese genti NtGPA I a NtRGS1 (kiivkami) a namétené hodnoty mitotického
indexu (sloupci) a - u bunék linie BY-2, b - u bunék linie overexprimujici N¢(RGSI1:GFP, c - u
bunék linie overexprimujici NtGPAI:GFP.

4.4. Konstrukt NtRGS1:EOS

Z pitedchoziho pozorovani dynamické zmény lokalizace proteinu NtRGS1:GFP v prubchu
subkultivacniho intervalu (kapitola 4.1.2.2.) vznikla otdzka, zda je protein po expresi
sekretovan vzdy do kortikalni oblasti buiiky a odtud nasledné¢ u stacionarnich bunck
transportovan k degradaci do vakuoly, nebo zda je do vakuoly sekre¢ni drdha proteinu u
stacionarnich bunék rovnou piesmérovana. Dalsi otdzka vznikla pfi pozorovani vzniku
endocytovanych vacku pti osetieni D-glukézou (kapitoly 4.2.5. a 4.2.6.; Urano et al., 2012a).
Zda tyto vacky po endocytdze splyvaji s vakuolou pro pravdépodobnou degradaci proteinu,
nebo zda tyto vacky zpétné¢ putuji do kortikdlni oblasti buiiky, kde by mohly splyvat
s plazmatickou membréanou a protein by tak mohl byt dale vyuzivan pro bunécnou signalizaci.
Za ucelem zodpovézeni téchto otdzek byl vytvoren konstrukt proteinu NtRGS1 fazné

znaCeny fotokonvertibilnim proteinem EOS. Protein EOS v zékladnim stavu pii excitaci
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modrym svétlem emituje zeleny fluorescencni signal (obdobné jako GFP). Pokud se ov§em
tento protein vystavi do¢asné¢ UV zafeni (maximdlni ucinnost fotokonverze pti vinové délce
390 nm) dojde ke zmén¢ jeho konformace (fotokonverzi), coz zplisobi ztratu emise zeleného
fluorescenc¢niho signalu pti excitaci modrym svétlem a naopak vzroste emise ¢erveného signalu
pii excitaci zelenym svétlem (obdobné jako mCherry). Riznobarevné znaceny protein tak
umozni sledovat osud konkrétni populace molekul, kterd bude oznacena in situ v buiice

fotokonverzi.

4.4.1. Piiprava konstruktu NtRGS1:EOS

Pro ptfipravu konstruktu NtRGSI:EOS byly nejprve navrzeny primery (EOS-zacatek a EOS-
konec; tabulka 3.13.) pro PCR amplifikaci fragmentu £OS z plazmidové DNA (tabulka 4.4.),
ktera mi byla laskavé poskytnuta dr. Ivanem Kulichem. Nasledné byl fragment zaligovan do
vektoru pDrive (tabulka 3.11.) a zmnozen pomoci E. coli. Plazmid byl vyizolovan (kapitola
3.4.1.) a po ovéfeni spravnosti genu sekvenaci (kapitola 3.4.8.), byl fragment EOS vystépen
(tabulka 3.9.). Vzhledem k tomu, Ze byl na $kolicim pracovisti dostupny vektor pGreen nesouci
fragment NtRGS1:GFP (laskavé poskytnut Skolitelem dr. Miroslavem Srbou), bylo pfi tvorbé
konstruktu nejsnadnéj$Sim feSenim vysStépit z ného fragment DNA kodujici fluorescenéni
protein GFP (tabulka 3.10.) a do takto pfipravené¢ho vektoru na misto pivodniho GFP zaligovat
(tabulka 3.11.) fragment EOS. Takto ptipraveny konstrukt byl nasledné vnesen do bunék

bunécné linie tabaku BY-2 pomoci transformace zprostiedkované Agrobacteriem tumefaciens.

Tabulka 4.4.: Amplifikace fragmentu EOS

teplota ¢as v minutach

1. predenaturace 94 °C 3:00

2. denaturace 94 °C 0:30

3. ,annealing* (nasedani) 55°C 0:40

4. elognace (syntéza) 72 °C 1:00

5. konzervace (chlazeni) 4°C o0
pocet cyklt (opakovani krokti 2-4): 22
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4.4.2. Optimalizace podminek pro vyuZiti konstruktu N/ RGS1:EOS

Béhem optimalizace podminek pro vyuziti pfipraveného konstruktu N¢tRGS1:EOS v pokusech,
které¢ by mohly poskytnout odpovéd’ na vyse uvedené otazky, se vyskytly nékteré doposud
nevytesené problémy. Pro zjisténi, zda je u stacionarnich bunék cil sekre¢ni drahy presmérovan
z kortikalni oblasti buiikky do vakuoly by bylo potieba fotokonvertovat vSechny proteiny
NtRGS1:EOS ve vétsim mnozstvi bunék, aby bylo mozné posléze sledovat, kde bude po urcité
dobé¢ kultivace v buiikach ptibyvat zeleny signal. Doposud se podatilo fotokonvertovat proteiny
pouze u malého poctu bunék pomoci fluorescencni mikroskopie, zda se, ze pro fotokonverzi je
potieba velmi intenzivniho zdroje svétla (zaostfena rovina osviceného preparatu v mikroskopu).
Takto intenzivniho zdroje UV zéafeni mimo mikroskop se prozatim nepodafilo dosdhnout. Pro
ucel fotokonverze proteinu NtRGS1:EOS u vétsiho poctu bun€k bude potieba vyuzit jiného
pristrojového vybaveni. Béhem mikroskopie byla pro ti¢ely prezentace v této praci pofizena
alesponl data dokladajici funk¢nost fotokonvertibilniho konstruktu exprimovaného v buitkach
BY-2 (obrazek 4.7.). Pro planované experimenty bude potieba dalsi optimalizace pokusnych

podminek.

83



Obr. 4.7: Dokumentace procesu fotokonverze proteinu NtRGS:EOS ve stacionarni kultute

BY-2. a — vychozi stav — excitace modrym svétlem, b — vychozi stav — excitace zelenym
svétlem, ¢ — fotkonverze UV svétlem, d — stav po konverzi — excitace modrym svétlem,

e — stav po konverzi — excitace zelenym svétlem.
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5. Diskuze

5.1. Vyznam domén proteinu NtRGS1 na jeho bunécnou lokalizaci

Jednim z cil prace bylo zjistit, jaky vyznam maji vytipované Casti proteinu NtRGS1 na jeho
bunécnou lokalizaci. Pro tento ucel bylo pfipraveno 7 zkracenych verzi genu NtRGS1, které
byly pro snadnou vizualizaci fizovany s GFP. Vzhledem k tomu, ze protein NtRGS1 ziejmé
hraje zasadni roli pfi regulaci G-proteinové signalizace (Johnston et al., 2007; Urano et al.,
2012a; Urano et al., 2012b), mohlo by pochopeni zakonitosti a procestt vedoucich ke zménam
v jeho lokalizaci pomoci pfi odhalovani nékterych jeho fyziologickych funkci. V dobé, kdy
byly zkracené konstrukty vytvaieny, existovala pfedstava o uloze pouze dvou zdkladnich
domén proteinu, prace Hu ef al. (2013) detailné charakterizujici vyznam jednotlivych domén

proteinu AtRGS|1 jesté nebyla publikovana.

5.1.2. Zakladni cytologicka analyza

Pfi porovndni bunécéné lokalizace vSech vytvorenych zkracenych konstruktd je patrné, ze pro
nativni (fyziologicky korektni) lokalizaci proteinu NtRGS! je kliCova oblast transmembranové
domény. Tato skutecnost je v souladu s popsanou pfedpokladanou strukturou proteinu (Chen et
al., 2003). Zkracené konstrukty, které tuto doménu obsahuji (TR1, TR2, TR3), vykazuji pfi
bézné fluorescencni mikroskopii srovnatelnou lokalizaci s nezkracenou verzi proteinu a
nalézaji se v kortikalni oblasti exponencialné rostoucich bunék. U linii overexprimujicich
znacené¢ zkracené konstrukty bez této domény (TR4, TRS, TR6, TR7) se signal vyskytuje volné

v cytoplazmé a v jadre.

Na zéklad¢ publikovanych dat o vyznamu domén u homologniho proteinu AtRGS1 (Hu
et al., 2013), by mél byt u linie exprimujici 7RI GFP pozorovan signal pouze v ER vlivem
absence exportniho signalu z ER. U linie exprimujici 7R2:GFP by mél byt signal pozorovan
v Golgiho aparatu a u linie exprimujici 7R3:GFP by mé&la byt lokalizace signalu v plazmatické
membrane. Podle provedené mikroskopie vSak nebyly mezi liniemi TR1, TR2 a TR3
pozorovany jednoznacné a nezpochybnitelné rozdily v lokalizaci signalu a to ani v porovnani

s nezkracenou verzi proteinu NtRGS1:GFP. Neda se ovSem ani zcela vyloucit, Ze v buiikach
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BY-2 nedochdzi u zkracenych verzi proteinu ke spravnému sbaleni, a tak by mohly byt proteiny
zadrzeny v ER (Sitia & Braakman, 2003). Pro ovéfeni a analyzu nepatrnych nuanci v lokalizaci
(jako je kontinuita signalu v oblasti odpovidajici plasmatické membran¢) by bylo tfeba piipravit
dvojité transformanty exprimujici marker pro ER/Golgi + studovany protein v riznych barvach
ptipadné vyuzit piislusnych cytologickych markerti a provést analyzu obrazu a piekryvu obou

lokalizaci.

Zkracené verze TR4,TRS5 a TR7 jsou vzdy kombinaci pouze RGS domény bud'to s C-
termindlnim koncem proteinu, nebo s konzervovanou doménovou spojkou. Konstrukt TR6
kéduje samotnou RGS doménu. Mezi zkracenymi verzemi proteinu bez transmembranové
domény (TR4 - TR7) ani detailnéjsi konfokalni mikroskopie neukdzala zadné rozdily.
Molekuly téchto proteint jsou diky absenci transmembranové domény ziejmé akumulovany
pfimo v cytosolu. Vlivem této nepatiicné lokalizace a absence extracelularnich smyc¢ek velmi
pravdépodobné nedokézou varianty TR4 - TR7 zastavat svou piedpokladanou funkci v percepci

D-gluko6zy a regulaci Ga (Urano et al., 2012a).

5.1.3. Zmény lokalizace v pribéhu subkultiva¢niho intervalu

Cilem pokusu bylo zjistit, co ovliviiuje dynamickou zménu lokalizace proteinu NtRGS1:GFP
v pribehu subkultiva¢niho intervalu. V exponencidlni fazi ristu, byl pozorovan signal v ER a
v oblasti plazmatické membrany. U bunék ve stacionarni fazi byl detekovan silny signal GFP
uvnitt vakuoly. Pfechod lokalizace signalu GFP do vakuoly, obdobny jako u stacionarnich
bun¢k, byl pozorovan i u exponencialnich bun¢k, které se nechaly 15 hodin kultivovat bez
ttepani, tedy byly vystaveny hypoxickému prostiedi. D4 se tedy predpokladat, ze takovato
zmeéna lokalizace je ziejme nespecifickym jevem, odrazejicim celkovy fyziologicky stav bunék.
Pozorované zmeény lokalizace v pribehu subkultiva¢niho intervalu jsou pravdépodobné
zpusobeny prepnutim bunky do ,,spoficiho rezimu“ za situace s omezenymi zdroji zivin a
energie. Proteiny z ER mohou byt v nékterych ptipadech konstitutivné posilany k degradaci ve
vakuole (Tamura et al., 2004). Pokud se buiika vyskytuje v prostiedi s dostupnymi zivinami
(exponencidlni faze), proteiny mohou byt sekre¢ni drahou posilany na spravna mista urceni, a
proto se signal jevi siln€js$i v kortikalni oblasti buiiky. Do vakuoly jsou posilany predevsim

Spatn¢ sbalené proteiny zadrzené v ER. V podminkach limitnich na Ziviny (stacionarni bunky)
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¢i energii (hypoxie) zfejmée bunika pfesmérovava veétSinu proteinli ze sekre¢ni drahy pfimo do

vakuoly (Toyooka et al., 2006) bez ohledu na spravnost jejich sbaleni.

Dalsim moznym vysvétlenim pozorovanych zmén lokalizace proteinu béhem
subkultiva¢niho intervalu by mohly byt rozdily v rychlosti degradace proteinti ve vakuole, za
situace, kdy by buiika trvale odvadéla ¢ast vznikajiciho NtRGS:GFP nejen na misto urcenti, ale
1 do vakuoly. Pfi dostupnosti zivin a kysliku by builka dokazala proteiny ve vakuole Stépit
vysokou rychlosti. Signal by tak byl viditelny jen v mistech nativni lokalizace. Naopak za
situace na ziviny limitni by mohl byt proces degradace zpomalen, a proteiny (signal) by se tak
hromadily ve vakuole. Byt se toto vysvétleni zdd paradoxni, tak v souladu s nim u hladovéjicich
stacionarnich bun¢k je signal GFP ve vakuole stabilni, ale rychle mizi po dodani cukrti, fosforu

¢1 kysliku (degradace ale neni spusténa dodanim dusiku, viz dale).

Interpretace zalozené na zaklad¢€ pozorovaného signalu GFP mohou byt vSak ¢astecné
arteficidlni. Protein GFP je velmi stabilni molekulou (Sheen ef al., 1995; Yang et al., 1997). A
tak napftiklad rychlost §t€peni vlastniho sledovaného proteinu mize probihat s jinou dynamikou
nez Stépeni jeho GFP ,,znacky*. Zeleny signdl se tak mlze hromadit i v piipad¢, ze vlastni

sledovany protein fizovany s GFP je jiz degradovan.

Pro odhaleni zdkonitosti d€jii spojenych se zménami lokalizace proteinu NtRGS1:GFP,
byl vytvoren konstrukt NtRGSI:EOS. EOS je fluorescencni protein, u kterého je mozné
fotokonverzi UV zafenim (zpisobujicim konformacni zménu fluoroforu) zmeénit jeho emisni
(ze zeleného na Cervenou) i1 excitacéni (z modré na zelenou) spektrum. Pro piedstavu, zda je u
senescentnich bunék presmérovana expresni draha z ER rovnou do vakuoly by mohla poslouzit
kompletni fotokonverze jiz syntetizovaného proteinu NtRGS1:EOS v buiikach. Nasledna
mikroskopie by ukazala, zda zeleny signal nové syntetizovaného proteinu piibyva pouze ve
vakuole, nebo zda je nove vznikajici protein z ER exportovan i do plazmatické membrany a az
odtud nésledné odvadén k degradaci ve vakuole. Pro provedeni nastinéného pokusu bude vSak

potieba optimalizovat podminky fotokonverze vétsiho poctu bunék.

5.2. Experimentalni aplikace Zivin na transgenni linie

Dal8im cilem bylo zjistit, jakd je dynamika lokalizace proteinu NtRGS1 pfi oSetfeni bunék

zivinami. Vzhledem k pozorovani zmén lokalizace proteinu béhem subkultiva¢niho intervalu,
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byly na zaklad¢ slozeni kultivacniho média (upravené MS médium) vytipovany latky, které by
mohly lokalizaci proteinu NtRGS1 ovliviiovat. Protoze jsou cukry vyznamné nejen pro
energetickou bilanci bunck, ale také jako signdlni molekuly vnimané mj. zkoumanym
proteinem NtRGS1, byl kladen zvlastni diraz na reakce bunék ovlivnénych dostupnosti cukra

v kultiva¢nich médiich.

Prvnim z cilt bylo zjistit, které z latek vyraznéji ovliviiuji lokalizaci proteinu NtRGSI1.
Za timto ucelem byly nejprve napéstovany buniky overexprimujici N(RGS1:GFP do stacionarni
faze a filtraci téchto bun¢k bylo ziskdno médium s vycerpanymi zivinami, do kterého bylo
mozné jednotlivé Ziviny samostatné pfidat. Pii prvnim pokusu se ukézalo, Ze buiiky reagovaly
nejsilnéj$i zmeénou lokalizace (vymizeni signalu z vakuoly a zesileni signalu v kortikalni oblasti
buniky) po oSetieni D-glukozou, jez je predpokladanym ligandem proteinu AtRGS1 (Johnston
et al., 2007; Urano et al., 2012a). Siln¢ vSak buiky reagovaly i na oSetfeni sachar6zou a
fosforem. Zménou lokalizace proteinu rovnéz reagovala nezanedbatelna ¢ast bunék u varianty
neoSetiené zadnou z zivin. Tento fakt by mohl poukazovat na to, Ze velmi denzni kultura po
sedmi dnech kultivace trpi i nedostatkem kysliku, a pouhy proces nafedéni a tim i dosazeni
lepsiho okysli¢eni kultury ovliviiuje lokalizaci proteinu NtRGS1. Zajimavé je, Ze pfidanim
dusiku do vycerpaného média, se zména lokalizace, resp. degradace proteinu ve vakuole naopak
potlacuje. To by mohlo souviset napt. s tim, ze degradované proteiny jsou piredevsSim
vyznamnym zdrojem dusiku, a tak pfi jeho externim dodéni neni potfeba spoustét jejich

degradaci.

Protoze se ukazala relativné silna reakce bunék na ptidani zivin, byl dalsi pokus rozsiien
o analyzy ptfesnych hladin cukrii v médiich v pritbéhu pokusu a také o analyzu exprese genti
NtRGS1 a NtGPAI. Z vysledki analyzy hladin cukrii vySel zajimavy vysledek. Médium po
sedmidenni kultivaci bun¢€k overexprimujicich N¢*GPAI:GFP obsahovalo jest¢ nezanedbatelné
zbytkové mnozstvi fruktozy na rozdil od média linie overexprimujici NtRGSI:GFP a
netransformované linie BY-2. Toto zjisténi vyvolava otazku, zda overexprese genu pro Ga
podjednotku, a tedy i naruseni stechiometrického poméru mezi proteiny RGS1 a Ga, mize
né¢jakym zplsobem zpomalovat percepci, €i pfijem fruktézy, nebo cukrii obecné. Rostliny
Arabidopsis s mutaci v genu pro Ga maji zvysenou citlivost k oSetfeni 6% D-glukézou vedouci
k omezeni rastu kofent 1 hypokotylu kli¢nich rostlin (Johnston et al., 2007; Huang et al., 2006).
Zvysena exprese genu pro Ga by tedy mohla fungovat v opacném sméru. Pii porovnani
absolutnich hodnot mnozstvi glukdzy, naméfenych béhem pokusti v médiich, kam byla gluko6za

piidana (grafy 4.3a, 4.4a, 4.5a), je patrny mirné¢ zvySeny obsah glukozy v médiu u linie
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overexprimujici N¢GPAI oproti netransformované linii BY-2 a naopak snizeny obsah glukézy
v médiu u linie overexprimujici NtRGSI. Zda se, ze overexprese genu NtGPAI miize tedy
zpomalovat utilizaci gluk6ézy buiikami. Naopak overexprese NtRGSI muze rychlost utilizace
glukozy bunkami zrychlovat. Pro potvrzeni rozdilné rychlosti utilizace cukrii z média mezi
liniemi overexprimujicimi NtGPA1I a NtRGS1, by bylo vhodné v budoucnu provést experiment,
ve kterém by buiiky byly méné fedény, aby se rozdil v rychlosti utilizace projevil vyraznégji,
nebo spiSe aby byly bunky kultivovany del§i Cas. Tato hypotéza je Castecné¢ podpofena
pozorovanim rustu kalust u Cerstvé transformovanych linii overexprimujicich gen NtGPAI,
kdy kalusy této linie rostly rychleji, nez vétSina dalSich transformovanych linii overexprimujici
nejriiznéjsi konstrukty. Toto by mohlo byt zptisobeno efektivngjsi utilizaci cukrii dostupnych v
médiu, odliSnou tvorbou zasobnich polysacharidii nebo jen rychlejsi a citlivejsi reakci na jejich

pritomnost.

Je znamo, Ze buiiky bunécéné linie BY-2 preferencné utilizuji glukézu a az po jejim
vycerpani (alesponl z vetsi ¢asti) utilizuji 1 fruktozu (Srba a Lipavska nepublikované vysledky).
Tento jev byl potvrzen téz u linie overexprimujici NtGPAI pii porovnani grafii 4.5a a 4.5b.
Pokud byla do média pfidana glukoza (graf 4.5a), hladina zbytkové fruktozy zistava relativné
konstantni, zatimco dodana glukoéza je buiikami spotfebovdvéana. V piipadé, kdy byl dodan
pouze fosfor, je zbytkova fruktoza dale utilizovana buitkami a jeji hladina v médiu postupné

klesa (graf 4.5b).

Z trendl expresi genit NtRGSI a NtGPAI u jednotlivych linii se zda, ze exprese genu
NtRGS1 je spisSe stabiln€jSiho charakteru a ze pokusna oSetfeni bunék zivinami nemaji na
expresi zasadni vliv. Naopak trendy exprese genu NtGPAI béhem jednotlivych
experimentalnich oSetfeni kolisaji vyrazng. Z tohoto pozorovani by se dalo vyvozovat, Ze
regulace proteinu NtGPA1 je spiSe na urovni transkripce, zatimco regulace aktivity proteinu
NtRGS1 bude spiSe na trovni jeho degradace, nebo alespon docasné inaktivace fosforylaci a
internalizaci do vackl po oSetfeni bunék D-glukézou, jak bylo popsano u Arabidopsis (Urano

et al., 2012a, Phan et al. 2012, Chen et al. 2014).

Po optimalizaci podminek béhem pokusii oSetfovani bunék zivinami byly provedeny
dalsi experimenty majici dolozit schopnost indukce tvorby vacki v reakci na oSetfeni bun¢k D-
glukézou. Bunky byly oSetieny tak, aby mély protein NtRGS1:GFP lokalizovany v kortikalni
oblasti (plazmatickd membrana + ER) v médiu bez obsahu cukri. Poté byly bunky oSetieny

piidanim D-gluko6zy a kultivovany po dobu 30 minut. Konfokalni mikroskopii byla ziskana data
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pted a po oSetfeni cukry. Ze ziskanych dat je v builkdch patrny (statisticky vyznamny) nartst
poctu vackt s proteinem NtRGS1:GFP (resp. télisek s vysokou intenzitou GFP signalu) po
oSetfeni D-glukozou. Vysledky tohoto méteni jsou zcela v souladu s publikovanymi daty o
endocytoze proteinu AtRGS1 (Phan et al., 2012; Urano ef al., 2012a). Pro zjisténi, zda je tento
proces u bunéénych linii tabdku BY-2 spojen vyhradné s pfidanim D-glukézy, byla vytvorena
druhé varianta, kde bylo oSetfeni D-glukézou nahrazeno D-fruktozou. I takto oSetfené bunky
reagovaly zvySenou tvorbou vacki, i kdyz se z naméfenych dat zd4, Ze v o néco mensi mife.
Zjistény rozdil v poc¢tu vacklt mezi oSetfenim glukozou a fruktézou byl statisticky prikazny
pouze u varianty bezsacharézového, Cerstvé ptipraveného média (exponencidlni butiky), rozdil
v poctu vacku po aplikaci glukézy a fruktozy u varianty vyc¢erpaného média (stacionarni buiiky)
se jako statisticky vyznamny jiz nejevi. Utvareni vackl s proteinem NtRGS1:GFP v bunikach
bunécné linie tabaku BY-2 po oSetfeni bun¢k glukézou a fruktdzou je tedy celkoveé v souladu

s reakci bunék rostlin Arabidopsis na tataz oSetieni (Urano et al., 2012a).

Pro ovéteni vyznamu C-termindlni oblasti proteinu NtRGS1 pro internalizaci proteinu
endocyt6zou, byla do pokusii s indukei tvorby vacka cukernym oSetfenim zahrnuta i linie TR3,
kterd overexprimuje zkraceny konstrukt 7R3:GFP, tedy protein NtRGSI1 postradajici C-
termindlni doménu. Tato doména obsahuje serinové zbytky, které jsou pravdépodobné mistem
fosforylaci piislusnych kinaz (AtWNKS). Fosforylace C-terminalniho peptidu je pro
internalizaci proteinu esencidlni (Urano et al., 2012a). Z naméfenych dat béhem konfokalni
mikroskopie linie TR3 je patrné, Ze protein NtRGS1 postradajici C-termindlni doménu neni po
oSetfeni cukry internalizovan. Potvrzuje tak vyznam této domény pro tvorbu endocytovanych
vackd, a také naznacuje, ze je tato doména pro spravné fungovani proteinu NtRGS1 v bunécné
signalizaci heterotrimernimi G-proteiny esencialni. Zjisténi je v souladu s publikovanymi daty,
a doplnuje tak publikované informace ziskané predevSim na rostlinném modelu Arabidosis

(Urano et al., 2012a; Phan et al. 2012, Chen et al. 2014).

Celkoveé by se dalo u dat potizenych piti cukerné indukci vacka spekulovat, zda je
informace o poctu vackli zaznamenand pouze v jedné snimané rovin¢ builky dostatecné
vypovidajici o celkovém poctu vackl v buiice. Protoze je obsah buiiky zna¢né nehomogenni,
neni standardizace snimani dat pfili§ jednoducha. Celkové tedy byla snaha o pofizovani dat
piiblizné v optické roviné sttedu jadra. Nejprve bylo vSak proostfovanim buitkou zhodnoceno,
zda je pocet vacki ve snimané roving dostatecné reprezentativni a vypovida tak o denzité vacka
v ramci celé bunky. Budouci analyzy si vSak budou zadat dalsi optimalizaci podminek. Pro

odfiltrovani variability v poctu nasnimanych vackt bude potieba potidit velky soubor
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obrazovych dat. Dal$i urcitou moznosti v tomto sméru by bylo pofizeni dat v mnoha ,,.Z*
rovindch snimané buiky, a naslednym slozenim dat tak ziskat informaci o celkovém poméru
poctu vackil v ramci celé bunky. Pocet vacki by se tak dal vztahovat 1 na celkovou vypoctenou
plochu plazmatické membrany. OvSem vzhledem k pravdépodobné znacné mobilité
endocytovanych vacku a ¢asové narocnosti pofizovani dat v mnoha ,,Z“ rovinach je otazkou,

nakolik je takové potizeni dat viibec mozné a smysluplné.

Osud internalizovanych vackl neni doposud znam. Neni jasné, zda splyvaji s vakuolou
a jsou urceny k degradaci, nebo zda dochazi k urcité recyklaci endocytovanych NtRGS1 zpét
do membrany. Pro tento ucel se jevi jako perspektivni vyuzit vytvofeného konstruktu
NtRGS1:EOS. S vyuzitim pokrocilych technik konfokalni fluorescencni mikroskopie bude
mozné, po indukci tvorby vackl cukernym oSetfenim bun€k, pomoci fotokonverze obarvit
konkrétni vzniklé vacky a sledovat poté v ¢ase a prostoru, kam jsou vacky (resp. internalizovany
NtRGS1:EOS) transportovany, ptipadné sledovat, kde bude dochéazet k jejich splyvani.
Ptipadna zjisténi by mohla poodhalit naptiklad Zivotnost konkrétnich molekul proteinu NtRGS1
a slouzit tak k lepSimu pochopeni regula¢nich mechanismt ovliviiujicich funkci tohoto
proteinu. Vyuziti pokrocilych technik fluorescenéni mikroskopie jako je FRET a FRAP by také
mohlo byt perspektivni pifi sledovani fyzické interakce jednotlivych podjednotek G-
proteinového heterotrimeru (apy). V kontextu dosavadnich popsanych znalosti kinetiky Ga
podjednotky (Johnston et al., 2007; Temple & Jones, 2007; Urano et al., 2012b), by tak detekce
fyzické interakce béhem cukernych osetteni (vyuziti FRET), zejména pak mezi Ga a G, mohla
ptispét k lepSimu pochopeni celého signalizacniho mechanismu heterotrimernimi G-proteiny.
Metoda FRAP by mohla byt vyuzita pro zjisténi, zda se mobilita jednotlivych komponent
heterotrimerniho G-proteinového komplexu meéni vlivem oSetfeni bun¢k zivinami. Zmeéna
mobility sledovaného proteinu po oSetfeni bunc¢k Zivinami by mohla vypovidat o tom, Ze
sledovany protein bud’to asociuje nebo disociuje od nékteré¢ho z potenciondlnich interakénich

partnert.
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5.3. Analyza ristové dynamiky transgennich linii

DalSim cilem préce bylo zjistit, zda ma zménéna exprese genu NtRGSI nebo NtGPAI vliv na
rustové parametry transgennich bunécnych linii tabaku BY-2. Pro tento pokus byly tedy
vybrany linie overexprimujici gen pro Ga podjednotku (NtGPAI), linie overexprimujici gen
pro vlastni regulator (NtRGS]I), linie overexprimujici gen pro regulator Arabidopsis (AtRGS1),
a kontrolni netransformovanad linie BY-2. Zménéna stechiometrie proteinit Ga podjednotky a
jejiho regulatoru NtRGS|1 v transgennich liniich BY-2, by mohla mit vliv na ristové parametry
skrze narusenou G-proteinovou signalizaci, obdobné jako je tomu u mutantnich rostlin

Arabidopsis (Ashikari et al., 1999; Chen et al., 2003; Fujisawa et al., 1999; Jones, 2002).

Z naméfenych dat se zda, ze buiky linie overexprimujici NtGPAI:GFP vykazuji
schopnost narast do celkové vysSi denzity bunék nez kontrolni linie BY-2
(hodnoty namétenych denzit byly signifikantn€ vyssi). Naopak u bunék overexprimujicich
NtRGS1:GFP se zda, Ze na konci subkultiva¢niho intervalu dosahuji nizsi denzity (hodnoty
naméfenych denzit byly signifikantné nizsi) nez kontrolni linie BY-2. Toto pozorovani je
v souladu s pfijimanou piedstavou, ze Ga a RGS1 funguji jako vzajemni antagonisté (Temple
& Jones, 2007; Urano et al., 2012b). Namétfené rtistové parametry byly doplnény o hladiny
exprese genll NtRGSI a NtGPAI ve vybranych c¢asech subkultivacniho intervalu u
netransformované linie BY-2, linie overexprimujici NtRGSI:GFP a linie overexprimujici
NtGPAI:GFP. Déle jsou tato data jest¢ doplnéna o hodnoty mitotického indexu. Z trendu
exprese gentl u netransformované linie BY-2 se zd4, obdobné jako u trendl exprese pfi oSetieni
zivinami, ze exprese genu NtRGS1 je stabilnéjsi nez exprese NtGPAI, ktera vykazuje vétsi
fluktuace mezi minimalni a maximalni hladinou exprese. To by mohlo ¢astecné podpoftit jiz
vyslovenou hypotézu o typech regulace aktivity studovanych proteini. Namétené mitotické
indexy u linie overexprimujici NtGPAI:GFP dosahuji vy$$i hodnoty v porovnani
s netransfomovanou linii BY-2 a naopak linie overexprimujici NtRGS1:GFP vykazuji hodnoty
niz$i. Rozdily v mitotickych indexech sledovanych linii tedy koreluji s namétenou schopnosti
linii dosdhnout urcité denzity bun€k na konci subkultiva¢niho intervalu. Tyto hodnoty rovnéz
odpovidaji hypotéze, ze by buiniky overexprimujici NtGPAI:GFP mohly urCitym zptisobem

1épe hospodafit s cukry dostupnymi v médiu, ptipadné je 1épe vyuzit pro déleni bunék.
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6. Zavéry

1) Na zakladé cytologické analyzy série zkracenych konstruktti N¢tRGS1 bylo zjisténo, ze
zasadni vyznam pro nativni lokalizaci proteinu NtRGS1 mé N-termindlni transmembranova
doména. Varianty fiznich proteini postradajicich tuto doménu byly hromadény v cytosolu a
blizily se lokalizaci volného GFP. Sérii experimentt s externi aplikaci glukézy a fruktdzy byla
dale potvrzena kliCova uloha C-terminalniho peptidu pro indukci vackové internalizace
proteinu NtRGS1. Literarné recentné popsany vyznam useku spojujiciho transmembranovou a
regulacni doménu pro export proteinu z ER nebyl spolehlivé reprodukovan a vyzaduje
detailn¢j$i studium. Komplexni chimérickd povaha proteinu NtRGS1 pravdépodobné
umoziuje fadu proteinovych interakei a tim 1 Siroké spektrum moznosti regulace G-proteinové

signalizace.

2) Lokalizace proteinu NtRGSI citlivé reaguje na podminky prostiedi, ve kterém se bunky
nalézaji. Za stresovych podminek nedostatku Zivin ¢i hypoxie dochdzi k akumulaci proteinu ve
vakuole. K rychlé degradaci proteinu ve vakuole dochazi po aplikaci vybranych limitujicich
zivin. Pii externi aplikaci gluk6zy nebo frukt6zy reaguji vyhladovélé buniky zvysenou frekvenci
vackové internalizace proteinu NtRGS1, jako mechanismu regulace signaliza¢ni aktivity tohoto

proteinu.

3) Pti porovnani rGstovych parametra linii overexprimujicich NtGPAl a NtRGSI byla
zjisténa vyssi findlni denzita bun€k u linie overexprimujici N¢GPAI oproti kontrole a naopak
niz$i finalni denzita u linie everexprimujici N¢RGSI. Dale bylo zjisténo zbytkové mnozstvi
fruktézy v médiu na konci subkultivaéniho intervalu u linie overexprimujici NtGPAI. Po
oSetfeni této linie glukézou byla pozorovdna pomalejsi utilizace této Ziviny v porovndni s
kontrolni linii BY-2. A naopak u linie overexprimujici NtRGS1 byl pozorovan rychlejsi ubytek
glukozy v médiu. Tyto vysledky naznacuji vyznam obou téchto proteini v dynamice vnimani i
internalizace ¢i utilizace cukri. Opacny trend pozorovanych zmén podporuje pfijimanou

hypotézu o antagonistickém ptsobeni Go a RGS1.
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4) Pti analyze exprese genii NtRGSI a NtGPA1 v pribéhu subkultiva¢niho intervalu a pfi
experimentech s cukry indukovanou vackovou internalizaci proteinu NtRGSI1 byla zjisténa
vyrazné vyssi dynamika exprese NtGPAI v porovnani s hladinou exprese NtRGSI. V kontextu
znamého mechanizmu internalizace NtRGS1 se nabizi hypotéza, ze aktivity obou proteinti
(NtRGS1 a NtGPA1) jsou modulovany jinym mechanizmem. Zatimco NtRGSI je regulovan
na urovni posttranslacni inaktivace proteinu, NtGPA1 by mohl byt spiSe regulovan na tirovni

transkripce.
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8. Priloha

8. 1. Aminokyselinové sekvence zkracenych konstrukti odvozenych z proteini NtRGS1

popsanych v kapitole 4.1.1.

Cerné vyznacena sekvence peptidu NtRGS1, $edou barvou linker generovany z vektorového

plazmidu, zelené naznacen pocatek peptidu GFP.

NtRGS1:GFP

MAACASKGGCPSDYMALSIAVVSMILLLLKATLPYLIHKIPRPKGSSFWLVAIQVLAS
FNLLLSIVIALNFLKFRKRHWWRSCYLWAVWIEGPLGFGLLLSCRITQIFQLYYIFVKR
RLPPIRSYIFLSLILLPWIASAAFIHIRKPLNYRCHMGTVWIIPVMGLHALYVVALIAF
TGAVRHVEFRFHELKDLWRGILVSAASIGIWVAAYVMNEVREDISWLEIASRFLLLV
MTSVLVLAFFSFSISQPLISLMSLRKKDHKEYKTMSQALGIHDSGIHLQREPISIIDPDEP
LDKLLLNRRFRQSFMEFADSCLAGESVHFYDEVQQFDKIPIQDPVRRIYIARHIIEKYIA
AGAPMEVNISHRIRQEILSTNDLSHTNLFKNTLGELMQLMKLNLAKDYWSSIYFMKL
KDEVSMRTVDHELEHASGWNFSPRLSSVHCSDDPFQHEHSPRYSACHSHDSKLQ

TR1:GFP

MAACASKGGCPSDYMALSIAVVSMILLLLKATLPYLIHKIPRPKGSSFWLVAIQVLAS

FNLLLSIVIALNFLKFRKRHWWRSCYLWAVWIEGPLGFGLLLSCRITQIFQLYYIFVKR
RLPPIRSYIFLSLILLPWIASAAFIHIRKPLNYRCHMGTVWIIPVMGLHALYVVALIAFT

GAVRHVEFRFHELKDLWRGILVSAASIGIWVAAYVMNEVREDISWLEIASRFLLLVM

TSVLVLAFFSFSIK

TR2:GFP

MAACASKGGCPSDYMALSIAVVSMILLLLKATLPYLIHKIPRPKGSSFWLVAIQVLAS

FNLLLSIVIALNFLKFRKRHWWRSCYLWAVWIEGPLGFGLLLSCRITQIFQLYYIFVKR
RLPPIRSYIFLSLILLPWIASAAFIHIRKPLNYRCHMGTVWIIPVMGLHALYVVALIAFT

GAVRHVEFRFHELKDLWRGILVSAASIGIWVAAYVMNEVREDISWLEIASRFLLLVM
TSVLVLAFFSFSISQPLISLMSLRKKDHKEYKTMSQALGIHDSGIHLQRE
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TR3:GFP

IMAACASKGGCPSDYMALSIAVVSMILLLLKATLPYLIHKIPRPKGSSFWLVAIQVLAS
FNLLLSIVIALNFLKFRKRHWWRSCYLWAVWIEGPLGFGLLLSCRITQIFQLYYIFVKR
RLPPIRSYIFLSLILLPWIASAAFIHIRKPLNYRCHMGTVWIPVMGLHALYVVALIAFT
GAVRHVEFRFHELKDLWRGILVSAASIGIWVAAYVMNEVREDISWLEIASRFLLLVM
TSVLVLAFFSFSISQPLISLMSLRKKDHKEYKTMSQALGIHDSGIHLQREPISIIDPDEPL
DKLLLNRRFRQSFMEFADSCLAGESVHFYDEVQQFDKIPIQDPVRRIYIARHIIEKYITA
AGAPMEVNISHRIRQEILSTNDLSHTNLFKNTLGELMQLMKLNLAKDYWSSIYFMKL
KDE

TR4:GFP

MQPLISLMSLRKKDHKEYKTMSQALGIHDSGIHLQREPISIIDPDEPLDKLLLNRRFRQ
SFMEFADSCLAGESVHFYDEVQQFDKIPIQDPVRRIYTARHIIEKYIAAGAPMEVNISHR
IRQEILSTNDLSHTNLFKNTLGELMQLMKLNLAKDYWSSIYFMKLKDEVSMRTVDHE
LEHASGWNFSPRLSSVHCSDDPFQHEHSPRYSACHSHDSKLQ

TRS:GFP

MREPISIIDPDEPLDKLLLNRRFRQSFMEFADSCLAGESVHFYDEVQQFDKIPIQDP
VRRIYIARHIIEKYIAAGAPMEVNISHRIRQEILSTNDLSHTNLFKNTLGELMQLMKLN
LAKDYWSSIYFMKLKDEVSMRTVDHELEHASGWNFSPRLSSVHCSDDPFQHEHSPR
YSACHSHDSKLQ

TR6:GFP
MREPISIIDPDEPLDKLLLNRRFRQSFMEFADSCLAGESVHFYDEVQQFDKIPIQDPVR

RIYTARHIIEKYIAAGAPMEVNISHRIRQEILSTNDLSHTNLFKNTLGELMQLMKLNLA
KDYWSSIYFMKLKDE

TR7:GFP
MQPLISLMSLRKKDHKEYKTMSQALGIHDSGIHLQREPISIIDPDEPLDKLLLNRRFRQ

SFMEFADSCLAGESVHFYDEVQQFDKIPIQDPVRRIYTARHIIEKYIAAGAPMEVNISHR
IRQEILSTNDLSHTNLFKNTLGELMQLMKLNLAKDY WSSIYFMKLKDE
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8. 2. Obrazové prilohy

Obr. S1: Linie exprimujici konstrukt NtRGS1:GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencialni kultura
3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura 7. den. Snimky a, c, e, g - fluorescence GFP.
Snimky b, d, f, h - fazovy kontrast DIC.
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Obr. S2: Linie exprimujici konstrukt TR1:GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencialni kultura
3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura 7. den. Snimky a, c, e, g - fluorescence GFP.
Snimky b, d, f, h - fAzovy kontrast DIC.
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Obr. S3: Linie exprimujici konstrukt TR2:GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencidlni kultura
3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura 7. den. Snimky a, c, e, g - fluorescence GFP.
Snimky b, d, f, h - fazovy kontrast DIC. Ve fotodokumentaci bohuzel neni dobie patrna
zmeéna lokalizace u linie TR2, pfi pofizovani dat se tato linie zcela nenachazela ve stacionarni
fazi ristu (coz je patrné i z charakteru fetizkli bunék). Béhem pribézného pozorovani vsak
linie vykazovala stejnou dynamiku lokalizace proteinu jako linie TR1 a TR3.
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Obr. S4: Linie exprimujici konstrukt TR3:GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencialni kultura
3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura 7. den. Snimky a, c, e, g - fluorescence GFP.
Snimky b, d, f, h - fAzovy kontrast DIC.

109



Obr. S5: Linie exprimujici konstrukt TR4:GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencialni kultura
3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura 7. den. Snimky a, c, e, g - fluorescence GFP.
Snimky b, d, f, h - fAzovy kontrast DIC.
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Obr. S6: Linie exprimujici konstrukt TR5:GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencialni kultura
3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura 7. den. Snimky a, c, e, g - fluorescence GFP.
Snimky b, d, f, h - fAzovy kontrast DIC.
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Fiets

Obr. S7: Linie exprimujici konstrukt TR6:GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencialni kultura
3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura 7. den. Snimky a, c, e, g - fluorescence GFP.
Snimky b, d, f, h - fAzovy kontrast DIC.
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Obr. S8: Linie exprimujici konstrukt TR7:GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencialni kultura
3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura 7. den. Snimky a, c, e, g - fluorescence GFP.
Snimky b, d, f, h - fAzovy kontrast DIC.
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Obr. S9: Linie exprimujici konstrukt HDEL:GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencidlni kultura
3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura 7. den. Snimky a, c, e, g - fluorescence GFP.
Snimky b, d, f, h - fAzovy kontrast DIC.
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10 pm

Obr. S10: Konfokalni mikroskopie linie exprimujicich konstrukt NtRGS1:GFP, fluorescence
GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencialni kultura 3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura
7. den. Snimky a, c, e, g - opticky fez centralni rovinou buniky. Snimky b, d, f, h - kortikalni
rovina bunky.
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Obr. S11: Konfokalni mikroskopie linie exprimujicich konstrukt TR1:GFP, fluorescence
GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencialni kultura 3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura
7. den. Snimky a, c, e, g - opticky fez centralni rovinou buniky. Snimky b, d, f, h - kortikalni
rovina bunky.
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Obr. S12: Konfokalni mikroskopie linie exprimujicich konstrukt TR2:GFP, fluorescence
GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencialni kultura 3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura
7. den. Snimky a, c, e, g - opticky fez centralni rovinou buniky. Snimky b, d, f, h - kortikalni
rovina bunky.
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Obr. S13: Konfokalni mikroskopie linie exprimujicich konstrukt TR3:GFP, fluorescence
GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencialni kultura 3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura
7. den. Snimky a, c, e, g - opticky fez centralni rovinou buniky. Snimky b, d, f, h - kortikalni
rovina bunky.
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Obr. S14: Konfokalni mikroskopie linie exprimujicich konstrukt TR4:GFP, fluorescence
GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencialni kultura 3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura
7. den. Snimky a, c, e, g - opticky fez centralni rovinou buiiky. Snimky b, d, f, h - kortikalni
rovina bunky.
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Obr. S15: Konfokalni mikroskopie linie exprimujicich konstrukt TR5:GFP, fluorescence
GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencialni kultura 3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura
7. den. Snimky a, c, e, g - opticky fez centralni rovinou buniky. Snimky b, d, f, h - kortikalni
rovina bunky.
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Obr. S16: Konfokalni mikroskopie linie exprimujicich konstrukt TR6:GFP, fluorescence
GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencialni kultura 3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura
7. den. Snimky a, c, e, g - opticky fez centralni rovinou buniky. Snimky b, d, f, h - kortikalni
rovina bunky.
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Obr. S17: Konfokalni mikroskopie linie exprimujicich konstrukt TR7:GFP, fluorescence
GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencialni kultura 3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura
7. den. Snimky a, c, e, g - opticky fez centralni rovinou buniky. Snimky b, d, f, h - kortikalni
rovina bunky.
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Obr. S18: Konfokalni mikroskopie linie exprimujicich konstrukt HDEL:GFP, fluorescence
GFP. Snimky a, b, ¢, d - exponencialni kultura 3. den. Snimky e, f, g, h - stacionarni kultura
7. den. Snimky a, c, e, g - opticky fez centralni rovinou buniky. Snimky b, d, f, h - kortikalni
rovina bunky.
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Obr. S19: Indukce tvorby vackii u exponencidlni kultury NtRGS1:GFP / TR3:GFP,
konfokalni mikroskopie, fluorescence GFP. Snimek a — NtRGS1 pied oSetfenim, b—
TR3:GFP pfed oSetfenim, ¢ - NtRGS1:GFP 30 min po oSetteni 1,5 % glukdzy, d — TR3:GFP
30 min po oSetfeni 1,5 % glukozy, e - NtRGS1:GFP 30 min po oSetfeni 1,5 % fruktézy, f —
TR3:GFP 30 min po oSetfeni 1,5 % fruktdzy.
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Obr. S20: Indukce tvorby vackl u stacionarni kultury NtRGS1:GFP / TR3:GFP, konfokalni
mikroskopie, fluorescence GFP. Snimek a — NtRGS1 ptred oSetfenim, b — TR3:GFP pied
osSetfenim, ¢ - NtRGS1:GFP 30 min po oSetfeni 1,5 % glukézy, d — TR3:GFP 30 min po
osetfeni 1,5 % glukdzy, e - NtRGS1:GFP 30 min po osetieni 1,5 % fruktdzy, f — TR3:GFP 30
min po oSetieni 1,5 % fruktozy.
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