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ABSTRAKT
Auxin je jednim z nejvyznamnéjSich rostlinnych hormont, ktery zajistuje vyvoj
rostliny. Proteiny PINI a PIN7 patfi do rodiny transportéri PIN, kterd patii mezi
Tato prace se zabyva expresi transportéri AtPIN1 a AtPIN7 (z Arabidopsis thaliana)
V lidskych embryonalnich ledvinnych buiikach 293. Jejich biologicka aktivita byla ovéfovana

pomoci akumulace radioaktivné znacenych auxinti. Dale byly testovany inhibitory pienosu

auxinu NPA, CHPAA a BFA.
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ABSTRACT

Auxin is one of the most important plant hormones, which provides development of a
plant. PIN1 and PIN7 proteins belong to the PIN family of transporters which is among the
most important auxin efflux carriers.

This thesis deals with the of AtPIN1 and AtPIN7 auxin efflux carriers (from
Arabidopsis thaliana) in human embryonic kidney 293 cell line. Biological activity of these
proteins was tested by using radiolabeled auxins accumulation. Further inhibitors of auxin
transport have been tested - NPA, CHPAA and BFA.

Keywords:
PIN7, auxin, transport, HEK293 cell line, inhibitor
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SEZNAM ZKRATEK

tritiem znacena kyselina indolyl-3-octova (,,indolyl-3-acetic acid*)
tritiem znacend kyselina naftyl-1-octova (,,naphthalene-1-acetic acid®)
tritiem znacena kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
(,,2,4-dichlorphenoxyacetic acid®)

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (,,2,4-dichlorphenoxyacetic acid*)
4-chlorindol-3-octova kyselina (,,4-chloreindole-3-acetic acid*)
rodina pfenasect auxinu (,,ATP binding cassette subfamily B*)
aminokyselina

ADP ribosylacni faktor (,,ADP ribosylation factor)

kyselina asparagova

adenosintrifosfat (,,adenosin triphosphate®)

rodina pfenasecl auxinu (,,auxin-resistant1/like AUX1)
brefeldin A

par bazi (,,base pair®)

hovézi sérovy albumin (,,bovine serum albumin®)

linie bunék Nicotiana tabacum (,,bright yellow-2%)
3-chlor-4-hydroxyfenyloctova kyselina
(,,3-chlor-4-hydroxyphenylacetic acid®)

cytochrom P450

deionizovana voda

proteinkinasy D6

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleové kyselina (,,deoxyribonucleic acid*)

smés deoxynukleotidtrifosfati

forma jaderného antigenu 1 viru Epstein-Barrové
(,,Epstein-Barr nuclear antigen 1)

kyselina ethylendiamintetraoctova

endoplasmatické retikulum

rodina flavin monooxygenas z Petunia hybrida

geneticin

Golgiho aparat

GDP/GTP vyménny faktor (,, GDP/GTP exchange factor®)
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Glu
GnTI
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IAA
IBA
LB
IPEI
MDR
NAA
NIT
NPA
PAA
PBS
PCR
PGP
PID
PIN
PM
RT-PCR

SEAP
SV40
TAA
TAE
TAR1

TES

TK

Tris
WPRE
YUCCA

zeleny fluorescencni protein (,,green fluorescent protein®)

kyselina glutamova

N-acetylglukosaminyltransferasa |

bunécna linie lidskych embryondlnich ledvinnych bunék 293
(,,human embryonic kidney 293)

bunécna linie lidskych epitelovych bunék (,,Henrietta Lacks®)
indolyl-3-octova kyselina (,,indolyl-3-acetic acid®)

indol-3-maselna kyselina (,,indolyl-3-butyric acid*)

Luria Bertani medium

linedrni polyethylenimin

transportéry xenobiotik (,,multidrug resistance*)

naftyloctova kyselina (,,naphthalene-1-acetic acid®)

rodina nitrilas

1-naftylftalamova kyselina (,,1-naphtylphthalamic acid*)

fenyloctova kyselina (,,phenylacetic acid*)

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (,,phosphate buffered saline*)
polymeréazova fetézova reakce (,,polymerase chain reaction®)
fosfoglykoprotein (,,phosphoglycoprotein‘)

fosfatasa ,,PINOID*

rodina pfenasecl auxinu (,,pin-formed®)

plasmatickd membrana

polymerdzova ftetézova reakce se zpétnym piepisem (,reverse
transcription polymerase chain reaction)

sekretovana alkalicka fosfatasa (,,secreted alkaline phosphatase®)
velky T-antigen viru SV40

tryptofan aminotransferasa

Tris-acetatovy pufr s EDTA

protein  souvisejici s tryptofan aminotransferasou  (,tryptophan
aminotransferase-related protein 1)

pufr obsahujici Tris, EDTA a chlorid sodny

tkanove kultury

tris(hydroxymethyl)aminomethan

enhancer exprese(,, Woodchuck posttranscriptional regulatory element®)

rodina flavin monooxygenas z Arabidopsis thaliana
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1 TEORETICKY UVOD
1.1 Auxin

Auxin (kyselina indolyl-3-octova, IAA) je piirodni rostlinny hormon, ktery se svou
strukturou fadi mezi indolové derivaty (obr. 1a). Tento hormon byl poprvé objeven v lidské
moci v roce 1934. Az pozdéji byl nalezen také v mikroorganismech a ve vyssich rostlinach
[1]. Auxin u rostlin ovliviiuje procesy souvisejici s pohybem rostlin vzhledem ke svétlu,
gravitaci ¢i vodé (fototropismus, gravitropismus a hydrotropismus). Pfedevs§im je zodpovédny
za prodluzovani rostlinnych bunéck, tedy za rist celé rostliny. Ve spolupraci s jinymi
fytohormony se podili na ovlivnéni spousty dalSich procesti. Miize naptiklad urCovat, zda
bude rostlina tvofit pfevazné nadzemni ¢i podzemni ¢ast a podilet se na kontrole apikalni
dominance. [2]. Syntéza IAA je soustfedéna do meristémt a mladych ¢asti rostliny.
Nejvyznamnéjsim zdrojem IAA dvoudéloznych rostlin je vzrostny vrchol, embrya a rostouci
listy [1].

Mezi dalsi ptirodni auxiny patii kyselina indol-3-maselna (IBA, obr. 1b), kyselina 4-
chlorindol-3-octova (4-CI-1AA, obr.1c) a kyselina fenyloctova (PAA, obr. 1d) [3].

0
0 0
OH N
OH OH
2y N 2 y 2y y
(@) H (b) H (© H
0
OH
o
- |
(d)

Obr. 1: Struktury prirodnich auxini
(@) kyselina indolyl-3-octova, 1AA, (b) kyselina indol-3-maselna, IBA, (¢) kyselina 4-chlorindol-3-
octova, 4-CI-1AA, (d) kyselina fenyloctova, PAA
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1.1.1 Metabolismus auxinu

Syntéza TAA je zajist€éna dvéma drahami a to tryptofan dependentni, ktera je
nejcastejsi, a tryptofan independentni. Tryptofan dependentni draha je dale d€lena na Ctyii
mozné cesty vzniku auxinu. Tyto cesty se mohou riizn€ prolinat a jejich prekurzorem je vzdy
tryptofan. Meziprodukty téchto cest jsou indolyl-3-acetamid, tryptamin, indolyl-3-
acetaldoxim a kyselina indolyl-3-pyrohroznova (obr. 2, str. 13). Jako prekurzor pro tryptofan
independentni drahu slouzi indol nebo indolyl-3-glycerol fosfat, ktery ovSsem hraje roli i pfi
syntéze auxinu tryptofan dependentni drahou. V organismu je hladina auxinu regulovéna jeho
konjugaci a dekonjugaci. Konjugaci s peptidy, sacharidy, aminokyselinami a proteiny muze
dojit k inaktivaci auxinu. Konjugaty IAA s aminokyselinami jako IAA-Ala a IAA-Leu slouzi
jako zasoba auxinu, jiné konjugaty jako IAA-Asp a IAA-Glu slouzi k degradaci auxinu. Pfi
konjugaci se sacharidy musi nejprve dojit k oxidaci indolového kruhu IAA pomoci TAA-
oxidas. Teprve tato oxidovana forma mize reagovat s hexosami. Vzniklé konjugaty IAA se
sacharidy opét slouzi jako zasoba auxinu Vv organismu nebo auxin inaktivuji. Jako dalsi
slouceniny, které mohou slouzit jako zdsoba auxinu jsou konjugaty IAA s proteiny. Na rozdil
od ostatnich konjugatl nemaji vliv na inaktivaci auxinu, ale ovliviiuji funkci a stabilitu
proteinu, se kterym jsou konjugované. Mira degradace auxinu v organismu je uréovana jeho
mnozstvim. Je zajisténa dvéma hlavnimi drédhami a to dekarboxylativni a nedekarboxylativni

oxidaci, které jsou ireverzibilni [4 - 6].
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chorismat = anthranilat

indol -~ indol-3-glycerol O D ST e AT IS o)

fosfat
a)
———— tryptofan JAA
\kyselir\a indob3-
indol. hrt a
CYP79B2/ ;221/ indol-3-pyrohroznova acetaldehyd
CYP79B3 2,
tryptamin ﬂ’ N-hydroxy indol-3- _»indolipj- ;
i i acet
FLOOZY tryptamin acetaldoxim ehyd
d)
NIT2
) CYP83B1 C-Slyasa
L3 indol-3- ——— indol-3-S-alkyl ——————3 indol-3- % indol-3-
acetaldoxim S(JR2 thiochydroxamat SUR1 thiohydroxamat acetonitril
e)
indolglukosinolat

Obr. 2: Biosyntéza auxinu
(@) Tryptofan independentni draha, (b - €) tryptofan dependentni draha s meziprodukty (b) indol-3-
acetamidem, (c) kyselinou indol-3-pyrohroznovou, (d) tryptaminem a (e) indol-3-acetaldoximem:;

pievzato a upraveno z [6]

1.1.2 Transport auxinu

Pro rdst a vyvin rostlin a jejich ptizptisobeni riznym podminkam je dulezité vytvoreni
auxinovych maxim. Ta jsou udrzovana pomoci transportu auxinu mezi butikami v téle rostliny
(obr. 3, str. 14) [7].

Auxin je polarné (tzn. jednim smérem - od vrcholu stonku ke kofeni) transportovan
pomoci auxinovych transportérti z rodin ,,auxin resistantl/like AUX1*“ (AUX1/LAX) a ,,pin-
formed* (PIN), ,,ATP binding cassette subfamily B*“ (ABCB) a také difuzi. Tento transport je
urc¢en chemiosmotickym gradientem [8, 9].

Auxin je schopen do buriky piechazet ¢asteéné difuzi a ¢astecné pomoci pienaSect
napt. zrodiny AUXI/LAX. Kpfenosu pomoci difuze dochazi v ptipadé, ze se IAA
(pKa = 4,75) vyskytuje v nedisociované form¢. V této formé se pii fyziologickém pH 5,5
V apoplastu (systém mezibunéénych prostor a bunéénych stén) nachazi pouze ze 17 %. Hlavni

dil pfenosu tedy zajist'uji specifické ptenaSece, jelikoz pii tomto fyziologickém pH se IAA
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z 83 % vyskytuje v disociované formé (IAA’). Uvniti bunky, kde je pH 7,0 je IAA téméf
zcela disociovana, nemuze tedy byt z buiiky vyloucena difuzi a transport je zajistén prenaseci
napt. zrodiny PIN nebo ABCB, které jsou asymetricky lokalizovany na plasmatické
membrané a tim uréuji smér toku auxinu. Hodnotu pH urcuje ATPasa umisténa v plasmatické
membrang, ktera z buiiky vylu¢uje H" a pH v apoplastu je tedy nizsi nez uvnitt buriky [8, 9].

Pro smér transportu auxinu je dilezita polarni subcelularni lokalizace transportéra
Zrodiny PIN. Zménu sméru transportu zajiStuje cyklickd vyména PIN proteind mezi
plasmatickou membranou a endosomalnimi kompartmenty (viz. obr. 3, str. 14) [8, 9]. Toto
cyklovani je zavislé na proteinu GNOM, coz je GDP/GTP vyménny faktor (GEF) pro malé G
proteiny typu ARF [10].

Cinnost mnoha transportér je regulovana fosforylaci a defosforylaci, coz jsou
kovalentni posttranslacni modifikace zprostfedkované proteinkinasami (PINOID, PID) a
proteinfosfatasami (PP2A)[11, 12]. Bylo prokazano, ze exprese PID pozitivné ovliviiuje

transport auxinu z bunky [13].

IAAH = I1AA- + H* bunééna sténa

Obr. 3: Model polarniho transportu auxinu
Cervené znagky - dlouhé PIN prenasede, riizové znacky - kratké PIN pienasede; fialové utvary
- endosomy, ER - endoplasmatické retikulum; pferusovana Sipka - transcytosa; spoluprace PIN

s ABCB je naznaCena umisténim symbolt blizko sebe; pievzato a upraveno z [8]
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1.1.3 Syntetické auxiny

Syntetické auxiny jsou mnohem stabilnéjSi nez auxiny pfirodni, a to pravdépodobné
Z divodu mensi urovné zapojeni do bunécného metabolismu. Stejné¢ jako pfirodni auxiny
mohou byt inaktivovany konjugaci s glukosou. Pii vysokych koncentracich jsou toxické
piedevsim pro jednodélozné rostliny, jako jsou travy. Diky této vlastnosti byla vyvinuta fada
sloucenin s aktivitou podobnou auxinu, které se vyuzivaji jako herbicidy. Déle jsou pouzivany
jako aktivni latky v zahradnickych pfipravcich, které podporuji tvorbu adventivnich kofent

[3].

1.1.3.1 Kyselina naftyloctova

Kyselina naftyloctova (NAA, obr. 4) je do bunky pfenasena pouze prostou difuzi,
kterou se do buiky dostava v podstatné vétsi mife nez 1AA [14]. Pro jeji ptenos tedy neni
potieba zadného pienasece auxinu do buiky [15]. Pro transport z buiiky vyuziva auxinové
exportéry napiiklad z rodiny PIN nebo ABCB [16].

OH

=
o,

Obr. 4: Struktura kyselina naftyloctové, NAA

1.1.3.2 Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D, obr. 5) se do buiky se dostava pouze
aktivnim transportem [16]. Pro exportéry auxinu je Spatnym substratem a proto je ke svému

prenosu nevyuziva [14, 15]. V soucasnosti se pouziva také jako herbicid [17].

)]

=

i

o oH

o

I

Cl
Obr. 5: Struktura kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové, 2,4-D
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1.2 Transportéry auxinu
1.2.1 Rodina transportéri AUX1/LAX

Tato rodina transportéra se uplatiiuje pii pfenosu auxinu do buriky pfi nizkém pH (5,5)
uvniti apoplastu [18]. Specifickym pienase¢em pro prenos auxinu do burnky je protein AUX1
a jeho homology z této z rodiny (LAX1, LAX2 LAX3). AUXI byl prvnim pfenase¢em, ktery
byl na molekularni tirovni charakterizovan v modelové rostlin¢ Arabidopsis thaliana. Pozdéji
byla jeho transportni funkce také prokazana. Tento pienase¢ je svou strukturou podobny
aminokyselinovym permeasam. IAA, jejiz zakladem je indolovy kruh a je tedy strukturou
podobna tryptofanu, je pro tento typ pienasecii vhodnym substraitem. Transport pomoci
AUX1 je transportem aktivnim a je doprovazen symportem s protony [19 - 21].

Jako pfenase¢ auxinu do buiiky miiZze také fungovat prenasec nitratu NRT1.1, ktery je

lokalizovan na plasmatické membrané [22].

1.2.2 Rodina transportéri ABCB

Tato rodina transportért se fadi mezi fosfoglykoproteiny (PGP) a n€které transportuji
auxin z bunky [23]. ABCB je pocetna rodina pienaseét, ovSem mezi transportéry auxinu patii
pouze ABCB1, ABCB4 a ABCB19. Tyto proteiny jsou v plasmatické membrané umistény
bud’ polarn¢ nebo nepolarné [24]. Mezi nejprostudovanéjsi patii transportéry ABCB1/PGP1,
ABCB4/PGP4 a ABCB19/PGP19. Tyto typy proteinil jsou schopné exportovat auxin V
rostlinnych 1 vsav€ich buikach [25]. Vyjimkou zuvedenych exportérli je protein
ABCB4/PGP4, ktery ma schopnost pfenaset auxin také do bunék. Tato funkce byla prokézana
v HeLa buiikach pomoci [°H]IAA [26]. ABCB transportéry se na plasmatické membrangd
mohou shlukovat s transportéry PIN a interagovat spolu. Jejich spoluprace pravdépodobné

zvysuje jejich substratovou specifitu k auxinu [25].

1.2.3 Rodina transportért PIN
Nazev této rodiny je odvozen od ,pin-formed* fenotypu kvétenstvi v mutantu

Arabidopsis thaliana. Tento mutant postrada transportér PIN1 (obr. 6, str. 17), ktery je

vvvvvv
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Obr. 6: Exprese pienasece PIN1 ovliviiuje fenotyp kvétenstvi Arabidopsis thaliana
Vlevo - pfirozeny fenotyp; vpravo - ,pin formed* mutant postradajici prenase¢ PINI1; pfevzato a

upraveno z [27]

Genom Arabidopsis thaliana obsahuje osm genti PIN1-8. Tyto pienaSeCe se dale
rozd€luji na kratké (PINS, 6 a 8) a dlouhé (PIN1, 2, 3, 4 a 7) a to podle délky hydrofilni
smycky V intracelularnim prostfedi. Hydrofilni smycka oddéluje dvé transmembranové
domény, je velmi variabilni nejen v délce, ale i v sekvenci a je tedy nejvice odlisnou ¢asti u
vSech proteini PIN. Jinak jsou si vSechny PIN proteiny velmi podobné. Hydrofobni
transmembranové domény obsahuji dohromady pét oblasti. Jedna se o vysoce specifické
sekvence, kde se nepfipousti zddné inzerce ¢i delece. Kratké PIN proteiny tuto hydrofilni
smycku postradaji. Jsou umistény pouze v membrané endoplasmatického retikula a
pravdépodobné slouzi k rozdéleni auxinu v intracelularnim prostfedi [28]. Tuto funkci ma
predevs§im PINS, ktery fidi dostupnost volného a aktivniho auxinu, a tim reguluje jeho
metabolismus [29]. Dlouhé PIN proteiny jsou umistény na plasmatické membrané (PM) a
zajistuji transport auxinu z bunky. Tato funkce byla prokazana ve vice heterolognich
systtmech [30]. PIN proteiny pravdépodobné k pifenosu auxinu vyuZzivaji spiSe
elektrochemicky gradient nez hydrolyzu ATP. To vychazi z pfedpokladané struktury (obr. 7,
str. 18) dlouhych PIN proteint, ktera je velmi podobna struktufe sekundarnich transportéri
[28]. Tyto transportéry nemaji v PM stalou polohu. Neustile cykluji mezi PM a
endosomalnimi kompartmenty a také miize dochézet k jejich ptresunu do riznych Casti buiky.
Mechanismus tohoto piesunu je podobny transcytose [8]. Cyklovani PIN proteinii mezi PM a
endosomalnimi kompartmenty je dilezité z divodu ustaveni polarni lokalizace pienasect
V burice, tim i smérovani transportu auxinu a také pro regulaci jejich mnozstvi na PM.
Napftiklad nové syntetizované PIN proteiny jsou pravdépodobné orientovany nepoldrné a

polarni orientaci ziskavaji az timto cyklovanim [31]. Lateralni mobilita PIN proteint
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v membrané je velmi omezena. Pomoci konfokalni mikroskopie bylo prokazano, ze PIN1 a
PIN2 je v membran¢ soustfedén do shlukd [32]. Funkci PIN proteind mohou také regulovat
proteinkinasy PINOID (PID), které fosforyluji hydrofilni smycku a proteinfosfatasy PP2A,
které zajistuji jeji defosforylaci [12, 14, 33]. Tato regulace funkce PIN proteind je provadéna
pomoci kontroly lokalizace transportérti PIN, jelikoz jejich polarni distribuce v buiice je na
fosforylaci zavisla [15, 33]. Nedavno byly popsany dals$i kinasy D6 (D6PK), které PIN
proteiny také fosforyluji [34].

&
>

5 .@@.@.@.?

@ AMK neménné ve vSech PIN proteinech
1 AMK neménné ve viech dlouhych PIN proteinech

Obr. 7: Pfedpokladana struktura PIN proteini.
Zobrazena sekvence odpovida transportéru PIN7; ervené jsou znazornény aminokyseliny v rdmci PIN
rodiny zcela neproménné; Zluté pak aminokyseliny neménné pouze v dlouhych PIN proteinech;

ptevzato a upraveno z [28]

Transportéry mohou byt umistény na lateralni (bocni), bazalni (polarni, smérem ke
kotenové Spicce), nebo apikdlni (nepolarni, smérem k vzrostnému vrcholu) ¢asti plasmatické
membrany. To zavisi na typu proteinu, buiky a piedpokladaném vyvoji rostliny (obr. 8,
str. 19) [7]. Lokalizace proteinti PIN v membrané je rizna dle konkrétniho transportéru, typu
bunky a vnéjSich podnéti. PIN1 a PIN2 jsou lokalizovany piedevsim bazalné. PIN3, PIN4 a
PIN7 vykazuji bazalni i1 apikalni lokalizaci [18]. PIN1 je bazaln¢ orientovan v listech a
kotfenech a ve vodivych pletivech embrya. Také je apikalné orientovan v epidermu vrcholu
stonku gynecea (soubor plodolistil) a embrya. PIN2 je bazalné orientovan ve dieni kofene a
apikaln¢ orientovan Vv kotfenové Cepicce postrannich kofent a rhizodermu. PIN3 je orientovan
pfedevSim lateralné na vnitini strané¢ endodermu stonku. Ostatni dlouhé PIN, tedy ty

lokalizované na PM, jsou bazaln¢€ umistény Vv rtiznych rostlinnych pletivech [7].
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Obr. 8: Mapa lokalizace proteini PIN v rostlinnych organech
(a) kvét, (b) embryo, (c) stonek, (d) list, (e) stiedni ¢ast hlavniho kotene, (f) zarodek postranniho
kotene, (g) kofenova $picka; legenda vpravo nahote zobrazuje barevné kodovani exprese jednotlivych

PIN pienasecu; pievzato z [28]

Pfi klonovani genu PIN1 znafenym transpozonem (DNA sekvence schopna
pfemistovani vramci genomu) bylo zjisténo, ze se sklada z 622 aminokyselin a
pravdépodobné z dvanacti transmembranovych segmentii. Diky témto segmentim ziskavaji
podobnost s prokaryotickymi a eukaryotickycmi transportéry [35].

Pét ztransportéra PIN je funkEnim exportérem auxinu také v HelLa bunkéach,
kvasinkach a bunkach Nicotiana tabacum linie BY-2 [23]. Pro expresi PIN1 byla pouzita
suspenzni bunééna kultura Arabidopsis thaliana, do které byla umisténa sekvence PIN1 pod

kontrolou promotoru indukovaného estradiolem. Pouziti estradiolu vedlo k aktivaci exprese
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PIN1. Toto bylo prokazano expresi proteinu PIN1 znaceného GFP, didle RT-PCR PIN1 ve
vyhoncich a kultivovanych buiikach a akumulaci [PH]NAA. Dalsi pouZitou bun&inou
kulturou byla kultura Nicotiana tabacum linie BY-2, do které byl umistén PIN7 pod kontrolou
dexamethasonem indukovaného systému a na plasmatické membrané byla prokazana zvySena
exprese PIN7. Exprese proteini PIN byla prokazana také v lidské bunécné kultuie HelLa.
Bunky vykazovaly silnou expresi proteinii PIN2 a PIN7. Oproti kontrolnim bunikdm
transfekovanym prazdnym vektorem byla exprese dokazana zvysenym exportem [PH]IAA
Z bunck. Exprese a také transportni funkce PIN2 a PIN7 byla také ukdzéna v bunkach
kvasinek Saccharomyces cerevisiae [30]. Pti aplikaci vysoké koncentrace auxinu bylo
prokazano snizeni signalu u PIN7-GFP a PIN2-GFP. Naopak pfi aplikaci niz$i koncentrace se

signal zvysil. To znaci dvoji roli auxinu pro transkripci a degradaci PIN proteind [29].

1.3 Inhibitory pfenosu auxinu

1.3.1 Kyselina 1-naftylftalamova

Kyselina 1-naftylftalamova (NPA, obr. 9) patii do skupiny fytotropini a je nekompetitivnim
inhibitorem pienosu auxinu [14]. Blokuje pfedev§im pifenos auxinu z buiiky, ale neni jasné, na
ktery exportér ptisobi [16, 36]. Mechanismus tG¢inku neni zcela znam [36]. Na transportéru se
pravdépodobné nachazi vazebné misto pro NPA tzv. NPA-binding protein, jehoz
prostfednictvim NPA operuje. Jiné studie ukazuji, ze se NPA-binding protein vyskytuje na
vnitini stran¢ membrany jako samostatny membranovy protein, ktery se odliSuje od
samotného transportéru [11]. NPA-binding protein je vazan na cytoskelet, ktery je dilezity

pro ustaveni pozice exportéru v bunice [37].

0. _.OH
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Obr. 9: Struktura kyseliny naftylftalamové, NPA

1.3.2 Kyselina 3-chlor-4-hydroxyfenyloctova
Kyselina 3-chlor-4-hydroxyfenyloctova (CHPAA, obr. 10, str. 21) je inhibitorem

prenasect auxinu do buné€k. Je strukturné podobna syntetickému auxinu 2,4-D, substratu
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pfenasece auxinu do burky, a vyrazné tedy snizuje jeho hromadéni v bunkach. CHPAA

neovliviiuje lokalizaci auxinovych ptenasecu [14, 36].

I r,CIH
1
HOD

Obr. 10: Struktura kyseliny 3-chlor-4-hydroxyfenyloctové, CHPAA

1.3.3 Brefeldin A

Brefeldin A (BFA, obr. 11) je fungalni makrocyklicky lakton, ktery inhibuje cyklovani
proteini mezi PM a endosomdlnimi kompartmenty v savéich i1 rostlinnych bunkach.
Pravdépodobné zabrafiuje navratu proteini z Golgiho aparidtu (GA) na endoplasmatické
retikulum (ER). V jedné rostlinné bunce mize mit BFA dvoji G¢inek. Jednak vytvafi tzv. BFA
kompartmenty a jednak tzv. Golgi-ER hybridy, které vznikaji horizontalnim rozdélenim GA a
vétSina jeho cisteren je pohlcena ER. V savéich buiikéch ovliviiuje transport proteinti z ER na
GA pomoci post-ER kompartmentu, ktery se nevyskytuje v rostlinnych bunkach [38].

Brefeldin A ma vliv i na auxinové transportéry. Doruceni PIN proteinii na
plasmatickou membranu je zavislé na proteinu GNOM, GDP/GTP vyménny faktor (GEF) pro
malé G proteiny typu ARF, ktery je citlivy k BFA (inhibitor ARF-GEFs). BFA snizuje
mnozstvi PIN proteini na PM akumulaci PIN proteini do BFA kompartmenti, tento pfesun je
naopak inhibovan ptsobenim auxinu [10, 36, 38 - 40]. BFA ovliviiuje lokalizaci na PM také
u ABCB transportérti, ne vSak u proteini AUX1/LAX. AUXI proteiny vyskytujici se v BFA

kompartmentech jsou piivodem z vnitrobuné¢nych zdroju [23,41]

HO

Obr. 11: Struktura brefeldinu A

1.4 HEK293 bunéc¢na linie

Sav¢i expresni systémy jsou vhodné pro produkci proteint z hlediska spravnych

posttranslacnich modifikaci a sbaleni proteind [42]. Lidské embryonalni ledvinné bunky 293
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(obr. 12) jsou expresnim systémem odvozenym z ledvinnych bunék potracenych embryi. Tuto
bunéénou linii vytvofil Alex Van der Eb v roce 1970 na Univerzité¢ v Leidenu v Nizozemi.
Kultura byla transformovana DNA z adenoviru 5, coz vedlo k zaclenéni nékolika kilobazi
virového genomu do chromosomu HEK bunék. Tato ¢ast genomu koduje proteiny
interferujici s kontrolnimi uzly buné¢ného cyklu a tim zabranujici apoptose. Transformace
byla provedena Frankem Grahamem. Tato linie byla vytvotena z 293. pokusu transformace,
odtud tedy oznaceni 293 [43, 44].

Transformaci primarnich HEK293 vznikly dal$i bunécné linie. Pfikladem mohou byt
bunécné linie HEK293E, HEK293T a HEK293S. Linie HEK293E byla transformovéna
genem pro nuklearni antigen 1 viru Epstein-Barrové (EBNAI1). Linie HEK293T byla
transformovana velkym T-antigenem viru SV40. Tyto geny umoznuji episomalni replikaci
plasmidi obsahujicich virové replika¢ni pocatky EBV (HEK293E) a SV40 (HEK293T)[45,
46]. Linie HEK293S postrada enzym N-acetylglukosamintransferasu I (GnTI) a neni tedy

schopna syntetizovat komplexni na proteiny N-vazané oligosacharidy [47].

Obr. 12: Buiikky HEK293T zobrazené inverznim mikroskopem
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2 CILE PRACE
e Piiprava expresnich vektorid pOPINTTGneo PIN1 a pOPINTTGneo PIN7

e Piiprava stabilnich linii HEK293 exprimujicich auxinové transportéry PINI a
PIN7
e Prokazéni biologické aktivity transportérii

e Testovani inhibitorii pfenosu auxinu



3 MATERIAL
3.1 Pomucky a pristroje

Adhezivni podlozka na tiepacku Sticky Stuff Infors HT, Svycarsko

Automatické pipety Pipetman

Blokovy termostat LS1

Centrifuga 5415 R

Centrifuga Allegra X-22R

Centrifuga EBA 12R

Centrifugacni zkumavky Oak Ridge
Filtry pro sterilizaci 0,22 pm

Filtry Millipore Express 0,22 pm
Fotoaparat Cyber-shot DSC-W570
Hemocytometr

High-Speed Plasmid Mini Kit
Inkubator CO; pro tkanové kultury, 18AIC
Inkubétor IR 1500

JETQUICK Gel Extraction Spin Kit
Kahan Fuego SCS

Konfokalni mikroskop LSM 5 DUO
Konfokalni mikroskop LSM 880
Lahve ¢tverhranné s prodySnymi vicky
Laminarni box BIO 126

Laminarni box Clean Air Techniek B.V.
Lednice 225 R (4 °C)

Magnetickd michacka MM 2A
Mikrocentrifuga MiniStar Silverline
Mikroskop inverzni AE31

Mrazici box (-20 °C)

Mrazici box Ultra-low UDF-U53V (-80 °C)
Nucleobond Xtra Maxi

pH metr 3310

Pipetovaci nastavec Midi plus

Plastik pro tkanové kultury

Gilson, USA

VLM, Némecko
Eppendorf, Némecko
Beckman Coulter, USA
Hettich, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
TPP, §V)’1carsko
Millipore, USA

SONY, Japonsko
Sigma-Aldrich, USA
Geneaid, USA

Sanyo, Japonsko
LABsystem Praha, CR
Genomed, Némecko
VERKON, CR

Zeiss, Némecko

Zeiss, Némecko
P-LAB, CR

LABOX, CR

PMV, Nizozemsko
CALEX, CR

Labor. pristroje Praha, CR
VWR, USA

Motic, Némecko
Zanussi, Italie

Sanyo, Japonsko
Macherey-Nagel, Némecko
Jenway, UK

Biohit, USA

TPP, Svycarsko
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Predvazky KB1200-2

Rotaéni vakuova odparka SpeedVac DNA 110
Scintila¢ni detektor Packard Tri-Carb 2900TR
Souprava pro agarosovou elektroforézu
Spektrofotometr NanoVue Plus
Spektrofotometr UV/VIS UNICAM
Termocykler, 0,5 ml x 20

Ttepacka Celltron

Ttepacka Multitron Cell

Ttepacka Orbi-Safe TS NetWise

UV prosvécovaci lampa (300 nm)

UV prosvécovaci lampa (312 nm)

Vafi¢

Vodni lazen WNE14

Vodni lazen TW2

Vortexovy mixer

Zdroj deionizované vody Milli Q

3.2 Chemikalie

PH]IAA

[FHINAA

[*H]2,4-D

Agar

Agarosa

Ampicilin 200 mg/mi

BFA

Bromfenolova modf

BSA

CHPAA

DMSO

DNA Quick Load standard 1kb

Kern, Némecko

Savan, USA

Canberra Packard, USA
Biokeystone Co, USA
GE Healthcare, USA
Beckman, USA
Techne, UK

Infors HT, Svycarsko
Infors HT, Svycarsko
Schoeller, Némecko
Ultra-Lum, USA
UVitec, UK

ETA, CR

Memmert, Némecko
Julabo, Némecko
VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA

American Radiolabeled
Chemicals, USA
American Radiolabeled
Chemicals, USA
American Radiolabeled
Chemicals, USA
Oxoid, UK

Sigma, USA

Biotika, SR

Sigma, USA

Lachema, CR

New England Biolabs, USA

Sigma, USA
Sigma, USA

New England Biolabs, USA
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DNA Quick Load standard 100bp

dNTPs, 10mM

EDTA

ExCELL293 médium

Freestyle F17 médium

G418

Glycerol

GoodView

High GC Enhancer

Isopropanol

Kvasni¢ny extrakt

L-glutamin

IPEI 25 kDa

MgSQO4, 100mM

NPA

Paraformaldehyd

Pluronic F68

PPP PCR master mix

Protilatka ,,Alexa Fluor 488 donkey anti-goat IgG*
Protilatka ,,Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit [gG*
Protilatka ,,Goat polyclonal IgG anti-PIN1*
Protilatka ,,Rabbit IgG anti-PIN7*

QS5 reakéni pufr

Scintilaéni roztok EcoLite Liquid Scintilation Fluid
ThermoPol Reaction Buffer

Tris

Triton X-100

Trypanovéa modf

Trypton

Ostatni bézné chemikalie

3.3 Enzymy

Agel
DeepVent DNA polymerasa

New England Biolabs, USA
Top Bio, CR

Jersey Lab Supply, USA
Sigma, USA

Gibco Invitrogen, USA

Life Technologies, USA
Lach-Ner, CR

Ecoli, Slovensko

New England Biolabs, USA
Lach-Ner, CR

Imuna Pharm, CR

Sigma, USA

Polysciences, USA

New England Biolabs, USA
Sigma, USA

Serva, USA

Sigma, USA

Top-Bio, CR

Invitrogen, USA
Invitrogen, USA

Santa Cruz Biotechnol, USA
J. Wisniewska

New England Biolabs, USA
MP Biomedicals, USA

New England Biolabs, USA
Roth, Némecko

Serva, USA

Sigma, USA

Oxoid, UK

Lach-Ner, CR

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
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InFusion HD Enzyme Premix

Kpnl

Q5 Hot Start High-Fidenlity DNA polymerasa
RNAsa A

3.4 Bakterialni kmeny a bunééné linie
Escherichia coli ZH5a

HEK293T

3.5 Vektory
pJET
pTW5
pOPINTTGneo

3.6 Oligonukleotidy pro PCR

Clontech, USA

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Serva, USA

PiF UK
A. Radu Arisescu, Oxford

Fermentas, Kanada
Edita Polachova, PtF UK
Dr.Ray Owens, Oxford

PINla_FW: 5"AAAAACCGGTATTACGGCGGCGGACTTCTA 3"
PINla_REV:5 TTTTGGTACCTAGACCCAAGAGAATGTAGTAGAG 3’
PIN1b_FW: 5" AAAAACCGGTGAGTACCGTGGAGCTAAGCTTTT 3’
PIN1b_REV:5 TTTTGGTACCACTGGAGTAAGAGTTGGGATTACG 3’
PIN7_FW: 5’ AAAAACCGGTATCACATGGCACGACCTCTACAC 37
PIN7_REV: 5 TTTTGGTACCTAGCCCGAGTAAAATGTAGTAAACAAGTGT 3’
PIN7a_FW: 5’AGTTTTCTACAGGTAATAAAACAGGTAGTAAAG 3’
PIN7a_REV: S'CTTTACTACCTGTTTTATTACCTGTAGAAAACT 3’
PIN7b_FW: 5" GGTGAAACTGTACAGGTAAAACATATGC 3’
PIN7b_REV: 5" GCATATGTTTTACCTGTACAGTTTCACC 3°

pOTWneo PIN1 FW:

S TATACCATGGGGATCCAAACCGGTATTACGGCGGCGGA 3

pOTWneo PIN7_FW:

S'TATACCATGGGGATCCAAACCGGTATCACATGGCACGACC 37

pOTWneo_REV: 5 CGAGGTCGGGGGATCCG 3’

pTWb5seq_REV: 5’ AAGCAGCGTATCCACATAGCG 37
pTT_FW:5 TGATATTCACCTGGCCCGATCTG 3’
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3.7 Roztoky a média
ExCELL293 médium: pted pouzitim doplnéno o 4mM L-glutamin
F17 médium: pied pouzitim doplnéno o 4mM L-glutamin a 0,1% Pluronic F-68
LB agar: 1,5% agar v LB médiu
LB médium: 1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, pH 7,4; ampicilin
100 pg/mi
PBS-TK pufr: 10mM Na;HPO,4, 150mM NaCl, 2mM KCI, 2mM KH,PO4, pH 7,0
PBS(5,5) pufr: 50mM Na,HPO,4, 300mM NaCl, pH 5,5
Roztok IPEI: 1 mg/ml IPEI, pH 7,0
STOP pufr: 30% glycerol, 1% bromfenolova modft, 70% TE pufr
TAE pufr (1x koncentrovany): 40mM Tris, 20mM kyselina octova, ImM EDTA, pH 8,3
TE pufr: 10mM Tris, 0,5mM EDTA, pH 8,0
TES pufr: 10mM Tris, 2mM EDTA, 150mM NacCl, 10mM NaNs, pH 8,0
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4 METODY

4.1 Mutace restrikénich mist
Pomoci PCR byla provedena mutace tfi restrikénich mist pro enzym Agel, ktera se

nachazela v DNA sekvenci PIN7. Sekvence byla pomoci oligonukleotidii rozdélena na tii

gsti: PIN7_FW - PIN7a_REV, PIN7a_FW - PIN7b_REV, PIN7h_FW - PIN7_REV

4.1.1 PCR amplifikace PIN7_FW - PIN7a_REV
V 0,5ml mikrozkumavce bylo smichano 10 ul Q5 reak¢niho pufru (5x konc.), 1 ul dNTPs
(10mM), 5 ul 5uM ptimého primeru PIN7 FW, 5 ul 5uM reverzniho primeru PIN7a REV,
10 ul High GC Enhanceru (5% konc.), 1 ul templatu pJET_PIN7 (c = 254 ng/ul); 0,5 ul Q5
Hot Start High-Fidenlity DNA polymerasy (2 U/ml) a 17,5 ul dH,O.
PCR amplifikace probéhla v termocykleru pfi nasledujicim programu:
1) 30spii 98 °C
2) 35x:10s pii 98 °C, 30 s pii 60 °C, 30 s pii 72 °C
3) 2 min pii 72 °C

PCR produkt byl ovéfen pomoci agarosové elektroforézy v 1,2% gelu [48]. Gel byl
pripraven smichanim 65 ml TAE pufru (1x konc.) a 0,78 g agarosy. Smés byla zahtivana asi
1,5 min v mikrovinné troubé. Po zchladnuti na teplotu asi 50 °C byly ptidany 3 ul GoogView,
gel byl nalit do elektroforetické vany a byl do né&j vlozen hiebinek. Gel byl ponechan ztuhnout
a poté byl prelit 200 ml dH,0, dale bylo k anodé nalito 60 ml TAE pufru (1x konc.) a ke
katod€ bylo nalito 180 ml TAE pufru (1x konc.). Do jamek gelu bylo pipetovano 5 pl 100bp
Quick Load DNA standardu a vzorek vznikly smichanim 5 ul PCR produktu a 0,5 ul STOP
pufru (10x konc.). Elektroforéza probihala 15 min pii 180 V. Fragmenty DNA byly
pozorovany pod UV lampou pfi 312 nm.

4.1.2 PCR amplifikace PIN7a_FW - PIN7b_REV

V 0,5ml mikrozkumavce bylo smichano 5 pl reakéniho pufru Thermopol Reaction Buffer
(10% konc.); 1,5 ul MgSOQOy; 1,5 ul dNTPs (10mM), 5 ul 5uM piimého primeru PIN7a_FW,
5 ul 5uM reverzniho primeru PIN7b_REV; 0,5 pl templatu pJET PIN7 (c = 206,5 ng/ul);
0,5 pul DeepVent DNA polymerasy; 1,5 ul 100% DMSO a 29,5 ul dH20.

PCR amplifikace probéhla v termocykleru pii nasledujicim programu:

1) 5 min pti 95 °C
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2) 30x:30 s pii 95 °C, 30 s pii 58 °C, 1 min pii 72 °C
3) 8 min pti 72 °C

PCR produkt byl ovéfen pomoci agarosové elektroforézy v 1,2% gelu (viz. 4.1.1).

4.1.3 PCR amplifikace PIN7b_FW - PIN7_REV
V 0,5ml mikrozkumavce bylo smichano 5 ul reak¢niho pufru Thermopol Reaction Buffer
(10x konc.); 1,5 ul MgSOg; 1,5 ul dANTPs (10mM), 5 ul SuM piimého primeru PIN7b_FW,
5yl 5uM reverzniho primeru PIN7 REV; 0,5 ul templatu pJET PIN7 (¢ = 206,5 ng/ul);
0,5 ul DeepVent DNA polymerasy a 31 ul dH,O.
PCR amplifikace probéhla v termocykleru pfi nasledujicim programu:
1) 5 min pti 95 °C
2) 30x:30s pii 95 °C, 30 s pti 52 °C, 1 min pii 72 °C
3) 8 min pti 72 °C

PCR produkt byl ovéten pomoci agarosové elektroforézy v 1,2% gelu (viz. 4.1.1).

4.1.4 Preparativni agarosova elektroforéza useku PIN7a_FW - PIN7b_REV
a PIN7b_FW - PIN7_REV

PCR produkty byly pfecistény pomoci preparativni agarosové elektroforézy v 1,2% gelu.
Gel byl pripraven smichanim 65 ml TAE pufru (1x konc.) a 0,78 g agarosy. Smés byla
zahtfivéana asi 1,5 min v mikrovinné troubé. Po zchladnuti na teplotu asi 50 °C byly pfidany
3 ul GoogView, gel byl nalit do elektroforetické vany a byl do néj vloZen hiebinek. Gel byl
ponechan ztuhnout a poté byl ptelit 200 ml dH,0, dale bylo k anodé nalito 60 ml TAE pufru
(1x konc.) a ke katodé¢ bylo nalito 180 ml TAE pufru (1x konc.). Do jamek gelu bylo
pipetovano 5 pl 100bp Quick Load DNA standardu a vzorek vznikly smichdnim 45 pl PCR
produktu a 4,5 pl STOP roztoku (10x konc.). Elektroforéza probihala 15 min pfi 180 V.

4.1.5 Extrakce DNA z agarosového gelu

Pro extrakci byla pouzita souprava JETQUICK Gel Extraction Spin Kit. Z agarosového
gelu byla vyfiznuta ¢ast obsahujici fragmenty o pfiblizné délce 408 bp (PIN7a FW -
PIN7b_REV) a 528 bp (PIN7b_FW - PIN7 REV). Vytiznuté ¢asti byly zvazeny. Ke gelu 0
hmotnosti 0,24 g (PIN7a_FW - PIN7b_REV) bylo ptidano 720 pl roztoku L1, ke gelu o
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hmotnosti 0,29 g (PIN7b_FW - PIN7 REV) bylo pfidano 900 pl roztoku L1. Daéle bylo
postupovano dle navodu [49]. Vzorky byly na kolonku nanaSeny postupné po 600 ul a
eluovany 50 pl dH,O ptedehiaté na 50 °C.

4.1.6 Spojeni usekli PIN7a_FW - PIN7b_REV a PIN7b_FW - PIN7_REV
Spojeni téchto dvou usekilt bylo provedeno pomoci PCR amplifikace. Reakéni smés byla
piipravena Vv 0,5ml PCR zkumavce smichanim 5 pl reakéniho pufru Thermopol Reaction
Buffer (10x konc.); 1,5 ul MgSOy; 1,5 pul dNTPs (10mM), 5 ul 5uM piimého primeru
PIN7a_FW, 5 ul 5uM reverzniho primeru PIN7 REV, 5 pl PCR produktu tseku PIN7a FW -
PIN7b _REV (c = 4 ng/ul), 5 ul PCR produktu tseku PIN7b_ FW - PIN7 REV (¢ = 6 ng/ul);
0,5 pl DeepVent DNA polymerasy; 1,5 ul DMSO a 20 pl dH0.
PCR amplifikace probéhla v termocykleru pfi nasledujicim programu:
1. 5min95°C
2. 30x%:30s 95 °C, 30s 56 °C, 1 min 72 °C
3. 8min 72 °C

PCR produkt byl ovéten pomoci agarosové elektroforézy v 1,2% gelu (viz. 4.1.1).

4.1.7 Spojeni useku PIN7_FW - PIN7a_REV a PIN7a_FW - PIN7_REV
Spojeni téchto usekdt bylo provedeno pomoci PCR amplifikace. Reakéni smés byla
piipravena v 0,5ml PCR zkumavce smichanim 10 pl reakéniho pufru Q5 (5x konc.); 1 ul
dNTPs (10mM), 5 ul 5uM ptimého primeru PIN7 FW, 5 ul S5uM reverzniho primeru
PIN7_REV, 5 pl PCR produktu useku PIN7a_ FW - PIN7_REV, 5 pul PCR produktu useku
PIN7_FW - PIN7a_REV, 10 ul High GC Enhanceru (5% konc).; 0,5 pl Q5 Hot Start High-
Fidenlity DNA polymerasy a 8,5 ul dH,0.
PCR amplifikace probéhla v termocykleru pfi nasledujicim programu:
1. 30s98°C
2. 35%:10s 98 °C, 30s 58 °C, 1 min 72 °C
3. 2min 72 °C

PCR produkt byl ovéfen pomoci agarosové elektroforézy v 1,2% gelu (viz. 4.1.1). Pouzit
byl 1kb Quick Load DNA standard.
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4.1.8 Preparativni elektroforéza a extrakce z agarosového gelu
PCR produkt PIN7 byl piecistén pomoci preparativni agarosové elektroforézy a nasledné

extrahovan z agarosového gelu dle odstaveii 4.1.4 a 4.1.5.

4.2 Prace s DNA
4.2.1 PCR uprava inzertu pro ligaci do vektoru pOPINTTGneo

Do dvou reakénich smési bylo smichano vzdy 5 pl reakéniho pufru Thermopol Reaction
Buffer (10x konc.); 1,5 ul MgSOy; 1,5 ul ANTPs (10mM), 5 pl SuM piimého primeru
pOTWneo PIN7 FW nebo pOTWneo PIN1 FW, 5 ul 5uM reverzniho primeru
pOTWneo REV; 0,5 pl DeepVent DNA polymerasy, 1 pl templatu pTWS_PIN1
(c = 1200 ng/ul) nebo pTWS5 _PIN7 (¢ =45 ng/ul) a 31 ul dH,0.

PCR reakce probehla v termocykleru pii nasledujicim programu:

1. 5min 95 °C
2. 30%:30s95°C,30s58°C,2min 72 °C
3. 8min 72 °C

PCR produkt byl ovéfen pomoci agarosové elektroforézy v 1,2% gelu (viz. 4.1.1). Pouzit
byl 1kb Quick Load DNA standard.

4.2.2 Preparativni elektroforéza a extrakce z agarosového gelu
PCR produkty byly pfecistény pomoci preparativni agarosové elektroforézy a nasledné

extrahovany z agarosového gelu dle odstavcti 4.1.4 a 4.1.5.

4.2.3 Ligace inzertti do vektoru pOPINTTGneo

Byly pfipraveny dvé¢ ligacni smési. Kazd4a smés obsahovala 2 pl linearizovaného vektoru
pPOPINTTGneo (¢ = 35 ng/ul), 1 ul InFusion HD Enzyme Premix. Prvni smés dale
obsahovala 7 pl inzertu PIN1 (¢ = 13 ng/ul), druha smés déale obsahovala 3,5 pl inzertu PIN7
(c =17 ng/ul) a 3,5 ul dH20. Smési byly inkubovany 30 minut pii 50 °C a poté pieneseny na
led.

4.2.4 Transformace kompetentnich bakterii E.coli ZH5a
Kompetentni bakterie E.coli ZH5a uchovavané v mrazéku pii -80 °C byly ponechany

rozmrznout na ledu. Kliga¢nim smésim bylo ptidano 50 ul E.coli ZH5a a smési byly
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inkubovany na ledu pii 0 °C po dobu 15 min. Smési byly naneseny na Petriho misky s LB
agarem a obsahujicim 100 pg/ml ampicilinu, které byly predehfaty na 37 °C, a rozetfeny

bakteriologickou klickou. Petriho misky byly inkubovany 24 h pti 37 °C.

4.2.5 PCR z kolonii

Z Petriho misek bylo vybrano vzdy Sest kolonii. Kolonie byly pomoci pipetovaci $picky
pieneseny do 6 pul dH>O v 0,5ml PCR mikrozkumavce a pipetovaci Spicka byla nésledné
proplachnuta ve smési 5 ml LB media se 100 pg/ml ampicilinu v 50ml zkumavkach s vickem.
Tyto zkumavky byly ponechany tiepat pii 220 ot./min, 37 °C po dobu piiblizné 16 h.

Do PCR zkumavek byly dale pfidany 2 pl pfimého primeru PTT FW (5uM), 2 ul
reverzniho primeru PIN1_REV (5uM) nebo PIN7 REV (5uM) a 10 pl PPP Mastermixu (2
konc.). PCR reakce probéhla v termockleru pti nésledujicim programu:

1. 10 min 94 °C
2. 30%x:30s594°C,30s 54 °C,2min 72 °C
3. 10min 72 °C

PCR produkt byl ovéifen pomoci agarosové elektroforézy v 1,2% gelu (viz. 4.1.1). Pouzit
byl 1kb Quick Load DNA standard.

4.2.6 Priprava plasmidové DNA

Bakterialni kultury ve zkumavkéch s vickem, které¢ dle PCR z kolonii obsahuji plasmidy
POPINTTGneo_PIN1 a pOPINTTGneo _PIN7 byly postupné v mikrozkumavkach
centrifugovany 2 min pii 16000 x g, 25 °C. Déle bylo postupovano dle navodu vyrobce
soupravy High-Speed Plasmid Mini Kit [50]. DNA byla eluovana 50 pl dH,O piedehiaté na
70 °C.

4.2.7 Sekvenovani DNA

Byly pfipraveny vzdy Ctyfi reakéni smési pro kazdy vzorek - smés pro ptfimou sekvenaci,
smes pro reverzni sekvenaci, smeés pro pfimou vnitini sekvenaci a smés pro reverzni vnitini
sekvenaci.

Smés pro pfimou sekvenaci vzorku pOPINTTGneo PIN1 byla ptipravena do 0,2ml
mikrozkumavky a byly smichany 3 pl plasmidu pOPINTTGneo PINI (c = 45 ng/ul), 1 ul
ptimého primeru PTT FW (SuM) a 4 pl dH,0. Smés pro reverzni sekvenaci vzorku
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POPINTTGneo_PIN1 byla pfipravena do 0,2ml mikrozkumavky a byly smichany 3 pl
plasmidu pOPINTTGneo_PIN1 (¢ = 45 ng/ul), 1 pl reverzniho primeru pTW5seq_REV
(5uM) a 4 pl dH,0. Smés pro pfimou vnitini sekvenaci vzorku pOPINTTGneo PIN1 byla
piipravena do 0,2ml mikrozkumavky a byly smichany 3 ul plasmidu pOPINTTGneo PIN1
(c = 45 ng/ul), 1 pl pfimého primeru PIN1b FW (5uM) a 4 pl dH,O. Smés pro reverzni
vnitini sekvenaci vzorku pOPINTTGneo PINI byla pfipravena do 0,2ml mikrozkumavky a
byly smichany 3 ul plasmidu pOPINTTGneo PINI (¢ = 45 ng/ul), 1 pl reverzniho primeru
PIN1b_REV (5uM) a 4 ul dH,0.

Smés pro pifimou sekvenaci vzorku pOPINTTGneo PIN7 byla pfipravena do 0,2ml
mikrozkumavky a byly smichany 3 pl plasmidu pOPINTTGneo PIN7 (c = 25 ng/ul), 1 ul
pfimého primeru PTT FW (5uM) a 4 pl dH,O. Smés pro reverzni sekvenaci vzorku
POPINTTGneo PIN7 byla pfipravena do 0,2ml mikrozkumavky a byly smichany 3 pl
plasmidu pOPINTTGneo PIN7 (¢ = 25 ng/pl), 1 pl reverzniho primeru pTW5seq REV
(5uM) a 4 pl dH,0. Smés pro ptimou vnitini sekvenaci vzorku pOPINTTGneo PIN7 byla
ptipravena do 0,2ml mikrozkumavky a byly smichany 3 pl plasmidu pOPINTTGneo PIN7
(c= 25 ng/ul), 1 ul ptimého primeru PIN7a_ FW (5uM) a 4 pl dH,O. Smés pro reverzni
vnitini sekvenaci vzorku pOPINTTGneo PIN7 byla pfipravena do 0,2ml mikrozkumavky a
byly smichany 3 ul plasmidu pOPINTTGneo PIN7 (¢ = 25 ng/ul), 1 ul reverzniho primeru
PIN7b_REV (5uM) a 4 ul dH,0.

4.3 Priprava zasobniho mnozstvi DNA
4.3.1 Transformace a kultivace kompetentnich bakterii E.coli ZH5a
Kompetentni bakterie E.coli ZH5a uchovavané v mrazaku pii -80 °C byly ponechany
rozmrznout na ledu. Bylo smichdano vzdy 40 pl kompetentnich bakterii a 5 pl plasmidu
POPINTTGneo_PIN1 (¢ = 45 ng/ul) nebo pOPINTTGneo_PIN7 (c = 25 ng/ul). Smési byly
ponechany inkubovat 10 min pii 0 °C. Poté byly smési pipetovany na Petriho misky s LB
agarem obsahujicim 100 pg/ml ampicilinu, které byly piedehiaty na 37 °C, a rozetfeny
bakteriologickou klickou. Petriho misky byly inkubovany 24 h pii 37 °C.
Vzniklé kolonie byly rozetfeny v 5 ml LB media a pteneseny vzdy do 500 ml LB media
s obsahem 100 pg/ml ampicilinu ptedehiatého na 37 °C ve 21 Erlenmeyerové bance. Média

byla inkubovana 16 h na orbitalni tfepacce pii 37 °C a 220 ot./min.
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4.3.2 Velkoobjemova priprava plasmidové DNA

Byla pouzita souprava Nucleobond Xtra Maxi Kit. Bakterialni kultury byly rozdéleny vzdy
do dvou 250ml kyvet a centrifugovany 15 min pti 6000 x g, 4 °C. Pelety byly resuspendovany
ve 20 ml TES pufru, pfeneseny do 30ml kyvet typu Oak Ridge a centrifugovany 10 min pfi
14000 x g, 4 °C. Dale bylo postupovano dle navodu vyrobce [51]. Pelety byly suSeny ve

vakuové odparce po dobu 20 min a resuspendovany v 1 ml sterilni dH,O.

4.3.3 Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Stanoveni bylo provedeno spektrofotometricky. Plasmidova DNA byla 300x zfedéna
v dH,0. Pokud je absorbance DNA pii 260 nm rovna jedné, je koncentrace plasmidové DNA
rovna piiblizné 50 pg/ml. Je-li pomé&r Aeo/Azso roven 1,8, jedna se o Cistou DNA. Je-li tento

Cv v

pfitomna také RNA.

4.3.4 Kontrola celistvosti plasmidt

Celistvost plasmida byla ovéfena pomoci agarosové elektroforézy v 1,2% gelu. Gel byl
pfipraven smichanim 65 ml TAE pufru (1x konc.) a 0,78 g agarosy. Smés byla zahtivana asi
1,5 min v mikrovinné troub€. Po zchladnuti na teplotu asi 50 °C byly ptidany 3 ul GoogView,
gel byl nalit do elektroforetické vany a byl do néj vloZen hiebinek. Gel byl ponechan ztuhnout
a poté byl prelit 200 ml dH,0, dale bylo k anod¢ nalito 60 ml TAE pufru (1x konc.) a ke
katod¢ bylo nalito 180 ml TAE pufru (1x konc.). Do jamek gelu bylo pipetovano 5 pl 1kb
Quick Load DNA standardu a vzorky vzniklé smichanim 6,5 pl pOPINTTGneo_PIN7 a
0,65 pul STOP pufru (10x konc.); 11,1 pul pOPINTTGneo_PIN1 a 1,1 ul STOP pufru (10x
konc.); 1 ul pPOPINTTGneo PIN7 a 5 ul STOP pufru (10x konc.); 1 ul pPOPINTTGneo_PIN1
a 5 ul STOP pufru (10x konc.). Elektroforéza probihala 15 min pii 180 V. Plasmidy byly
pozorovany pod UV lampou pfi 312 nm.

4.4 Prace s bunéénymi liniemi
4.4.1 Rozmrazeni bunééné linie HEK293T

Alikvot zmrazenych bunck byl rozmrazen ve vodni lazni pfedehiaté na 37 °C a pfenesen
do 15ml sterilni zkumavky s 10 ml media ExCELL293 ptfedehtatého na 37 °C. Suspenze byla
centrifugovana 5 min pii 100 x g, 25 °C. Supernatant byl odstranén a peleta byla
resuspendovéana v 10 ml smési medii F17 a ExCELL293 v poméru 1:1. Buniky byly pfeneseny
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na 10cm Petriho misku.

4.4.2 Pocitani bunééné hustoty

K pocitani bunétné hustoty bylo pouzito hemocytometru. Bylo odebrano vzdy 20 pl
bunééné kultury a v mikrozkumavce ziedéno 0,4% roztokem trypanové modii v PBS-TK dle
potieby. Po 5 minutové inkubaci bylo 20 pl smési naneseno na hemocytometr. Buiiky byly
spocitany ve vSech deviti ¢tvercich, pficemz bylo rozliSeno, zda jsou buiiky zZivé (prithledné)
¢i mrtvé (modré). Celkovy pocet zivych bun€k v oblasti ¢tverci hemocytometru byl pod€len
po&tem &tvercil, vynasoben faktorem fedéni a faktorem 1-10%, tudiz jednotka bundené hustoty
odpovida 1-10° bungk/ml. Viabilita byla zjiiténa z celkového poétu Zivych bungk pod&leného

poctem mrtvych bunék a vynasobena stem. Jednotka poté odpovida procentiim.

4.4.3 Kultivace bunééné linie HEK293T

Bunky na Petriho misce byly kultivovany v inkubatoru pti 37 °C a 5% CO,. Po dvou dnech
byla bunééna kultura o hustoté 1,76:10° mI™ pienesena do 30 ml Ex/F17 media ptedehiatého
na 37 °C ve 100ml ctverhranné lahvi s prodySnym vickem. Buiky byly kultivovany
Vv inkubatoru na orbitalni tfepacce pii 37 °C, 5% CO, a 135 ot./min.

Kultivované buiiky byly udrzovany kazdé 3 - 4 dny. Bunécna kultura byla vzdy fedéna
cerstvym médiem Ex/F17 ptedehiatym na 37 °C na bunécnou hustotu 0,2:10° - 0,6:10° mlI™,
Buiky byly kultivovany v objemu 30 ml ve 100ml ¢verhrannych lahvich nebo v objemu
75 ml ve 250ml ¢tverhrannych lahvich. K bunéénym kulturdm uzivanym k produkci proteinil

bylo vzdy ptidano ptislusné mnoZstvi antibiotika G418.

4.4.4 Stabilni transfekce HEK293T bunécéné linie

Jako transfek¢ni €inidlo byl pouzit 25kDa IPEI v hmotnostnim poméru IPELDNA = 3:1.
V 50ml zkumavkach s vickem bylo centrifugovéano vzdy celkem 55-10° bunék po dobu 5 min
pii 100 x g, 25 °C. Pelety byly resuspendovany ve 27 ml media F17.

Transfekéni smési obsahovaly 64 pl plasmidu pOPINTTGneo PIN1 (¢ = 0,9 pg/ul) nebo
108 ul plasmidu pOPINTTGneo PIN7 (c = 1,56 ug/ul, dle agarosové elektroforézy je vSak
koncentrace pfiblizné 3x mensi) a 1,2 ml sterilniho PBS-TK. Smési byly zfiltrovany pomoci
0,22um sterilniho filtru. Poté bylo pfidano 16,5 ul IPEI (10x konc.). Transfekéni smési byly
inkubovany pifesné 5 min a poté piidany k bunéénym suspenzim. Suspenze byly inkubovany

4 h pt1 37 °C a poté bylo pfidano 27 ml media ExCELL293.
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Den po transfekci bylo do kazdé suspenze piidano antibiotikum G418 v koncentraci

1000 pg/ml, 16 dni poté byla koncentrace G418 snizena na 800 ug/ml

4.5 Imunofluorescence

Pfi prvnim pokusu byly pouZity bun&éné kultury o hustotd 3,92:10° ml?* (kultura
transfekovana plasmidem pOPINTTGneo PINI) a 3,53:10° ml? (kultura transfekovana
plasmidem pOPINTTGneo PIN7). Pfi druhém pokusu byly pouzity bunécné kultury o
hustot& 3,38-10° mI™ (kultura transfekovana plasmidem pOPINTTGneo PIN1), 2,65-10° mI™
(kultura transfekovana plasmidem pOPINTTGneo PIN7) a 3,79-10° ml™? (netransfekovana

kultura). Casovy odstup obou pokusti byl p¥iblizné dva mésice.

4.5.1 Permeabilizované bunky

Pracovni postup probihal dle ¢lanku [52]. Byl odebran vzdy 1 ml ze vSech bunéénych
suspenzi. Suspenze byly v mikrozkumavce centrifugovany 5 min pfi 100 % g. Supernatant byl
slit a pelety byly resuspendovany v 0,5 ml 4% paraformaldehydu v PBS-TK a inkubovany
30 min pfi pokojové teploté. Suspenze byly centrifugovany 5 min pfi 100 % g a pelety byly
pomoci centrifugace dvakrat oplachnuty 0,5 ml PBS-TK. Poté bylo k suspenzim ptidano
200 pl 0,01% roztoku Triton X-100 v 1% BSA v PBS-TK. Smési byly ponechany inkubovat
30 min pii pokojové teplote. Nasledovala centrifugace 5 min pii 100 % g a pelety byly jednou
oplachnuty PBS-TK. Pelety byly resuspendovéany v 0,5 ml roztoku primérni kozi polyklonani
IgG protilatky proti PIN1 v 1% BSA vPBS-TK fedéné v poméru 1:100 pro bunky
exprimujici transportér PIN1, resp. krali¢i protilatky proti PIN7 fedéné v poméru 1:500 pro
buniky exprimujici transportér PIN7. Suspenze byly inkubovany 1 h pti pokojové teploté. Poté
byly suspenze centrifugovany 5 min pii 100 x g a tfikrat oplachnuty 0,5 ml 1% BSA v PBS-
TK. Pelety byly resuspendovéany v 0,5 ml roztoku sekundérni osli protilatky proti kozimu IgG
znacené fluoroforem Alexa Fluor 488 v 1% BSA v PBS-TK v poméru 1:1000 pro burnky
exprimujici transportér PIN1, resp. kozi protilatky proti kralicimu IgG znacené fluoroforem
Alexa Fluor 488 v poméru 1:1000 pro buiky exprimujici transportér PIN7. Smési byly
inkubovany 30 min pfi pokojové teploté. Suspenze byly centrifugovany 5 min pii 100 x g a
tiikrat oplachnuty v 0,5 ml PBS-TK. Na podlozni sklo bylo naneseno nékolik kapek bunécné
suspenze a bunky byly pozorovany konfokdlnim mikroskopem. Tato prace probihala ve
spolupraci s RNDr. Martinou Lankovou, Ph.D. v Laboratotfi hormonalnich regulaci u rostlin

Ustavu experimentalni botaniky AV CR.
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4.5.2 Nepermeabilizované burky

Pracovni postup probihal dle ¢lanku [52]. Byl odebran vzdy 1 ml ze vSech bunécnych
suspenzi. Suspenze byly v mikrozkumavce centrifugovany 5 min pti 100 x g. Supernatant byl
slit a pelety byly resuspendovany v 0,5 ml 1% paraformaldehydu v PBS-TK a inkubovany
10 min pfi pokojové teploté. Suspenze byly centrifugovany 5 min pti 100 % g a pelety byly
pomoci centrifugace dvakrat oplachnuty 0,5 ml PBS-TK. Pelety byly resuspendovany
v 0,5 ml roztoku primarni kozi polyklonalni IgG protilatky proti PIN1 v 1% BSA v PBS-TK
fedéné v poméru 1:100 pro bunky exprimujici transportér PIN1, resp. kralic¢i protilatky proti
PIN7 tedéné v pomeéru 1:500 pro bunky exprimujici transportér PIN7. Suspenze byly
inkubovany 1 h pii pokojové teploté. Poté byly suspenze centrifugovany 5 min pii 100 x g a
tiikrat oplachnuty 0,5 ml 1% BSA v PBS-TK. Pelety byly resuspendovany v 0,5 ml roztoku
sekundarni osli protilatky proti kozimu IgG znacené fluoroforem Alexa Fluor 488 v 1% BSA
v PBS-TK v poméru 1:1000 pro buiky exprimujici transportér PIN1, resp. kozi protilatky
proti kralicimu IgG znacené fluoroforem Alexa Fluor 488 v poméru 1:1000 pro buiky
exprimujici transportér PIN7. Smési byly inkubovany 30 min pii pokojové teploté. Suspenze
byly centrifugovany 5 min pii 100 x g a tfikrat oplachnuty v 0,5 ml PBS-TK. Na podlozni
sklo bylo naneseno nékolik kapek bunétné suspenze a buiiky byly pozorovany konfokalnim
mikroskopem. Tato prace probihala ve spolupraci s RNDr. Martinou Lankovou, Ph.D.

v Laboratofi hormonélnich regulaci u rostlin Ustavu experimentélni botaniky AV CR.

4.6 Akumulace auxint a testovani inhibitori prenosu auxinu

Pro akumulaéni testy byly vzdy pouzity bunétné suspenze HEK293T transfekované
plasmidy pOPINTTGneo PINI, pOPINTTGneo PIN7 a buiky netransfekované jako
kontrola. Suspenze byly centrifugovany 5 min, 100 x g pii 25 °C, poté byly pelety
resuspendovany v5 ml PBS(5,5) a znovu centrifugovany. Nasledné byly pelety
resuspendovany v takovém objemu PBS(5,5), aby bunécné suspenze obsahovaly vzdy
6:10°mI* bungk. Akumulacni testy byly provadény ve spolupraci s RNDr. Martinou
Lankovou, Ph.D. v Laboratofi hormonalnich regulaci u rostlin v Ustavu experimentalni

botaniky AV CR

4.6.1 Akumulace [*H]IAA
K bunééné suspenzi bylo ptidano [*H]IAA ve vysledné koncentraci 10 nM. Odbéry Cinily
vzdy 0,5 ml suspenze. Nejprve byl proveden 4% nulty odbér. Nasledovaly vzdy 4x Ctyfi
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odbéry s ¢asovym odstupem piiblizn¢ 3 minut. Odebrané mnozstvi suspenze bylo ihned
odsato na filtru a filtr byl vlozen do scintila¢ni nadobky. K filtru bylo déle pfidano 0,5 ml
96% ethanolu a vSe bylo 30 minut inkubovéno pii pokojové teploté. Do nadobky byly ptidany
4 ml scintilacniho roztoku a filtr byl inkubovan 20 minut pfi pokojové teploté a za stalého
ttepani. Scintilatni nadobky byly vlozeny do kazet a aktivita méfena scintildtorem vzdy po

dobu 2 minut.

4.6.2 Akumulace [*H]IAA a NPA

K bunécné suspenzi bylo ptidano [3H]IAA ve vysledné koncentraci 10 nM. Odbéry Cinily
vzdy 0,5 ml suspenze. Suspenze byla rozdélena do dvou kadinek. Do jedné bylo ptidano NPA
o vysledné koncentraci 10 uM, do druhé DMSO také o koncentraci 10 pM. Suspenze byly
ponechdny 5 minut inkubovat pii pokojové teploté. Nasledovaly vzdy 4x ctyii odbéry
s ¢asovym odstupem piiblizn€ 7 minut. Odebrané mnozstvi suspenze bylo ihned odsato na
filtru a filtr byl vloZen do scintila¢ni nadobky. K filtru bylo dale ptidano 0,5 ml 96% ethanolu
a vSe bylo 30 minut inkubovano pii pokojové teploté. Do nadobky byly pfiddny 4 ml
scintilacniho roztoku a filtr byl inkubovan 20 minut pfi pokojové teploté a za stalého tiepani.
Scintila¢ni nadobky byly vlozeny do kazet a aktivita byla méfena scintilatorem vzdy po dobu

2 minut.

4.6.3 Akumulace [*H]IAA a [*H]2,4-D

Bunécné suspenze byla rozdélena do dvou kéadinek. Do jedné bylo pfidano [*H]IAA ve
vysledné koncentraci 10 nM a do druhé [°H]2,4-D také o vysledné koncentraci 10 nM.
Odbéry Cinily vzdy 0,5 ml suspenze. Nejprve byl proveden 4% nulty odbér. Nasledovaly vzdy
4x ¢tyti odbéry s Casovym odstupem pfiblizn€ 6 minut. Odebrané mnozstvi suspenze bylo
thned odsato na filtru a filtr byl vloZen do scintila¢ni nadobky. K filtru bylo dale pfidano
0,5 ml 96% ethanolu a vSe bylo 30 minut inkubovano pii pokojové teploté. Do nadobky byly
piidany 4 ml scintilaéniho roztoku a filtr byl inkubovan 20 minut pii pokojové teploté a za
stalého tfepani. Scintilacni nadobky byly vlozeny do kazet a aktivita byla méfena

scintilatorem vZdy po dobu 2 minut.

4.6.4 Akumulace [*H]NAA
K bunééné suspenzi bylo ptidano [PHINAA ve vysledné koncentraci 10 nM. Odbéry Cinily
vzdy 0,5 ml suspenze. Bylo provedeno vzdy deset odbérii. Odebrané mnozstvi suspenze bylo

ihned odsato na filtru a filtr byl vloZen do scintilacni nadobky. K filtru bylo déale ptidano
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0,5 ml 96% ethanolu a vSe bylo 30 minut inkubovano pfi pokojové teploté. Do nadobky byly
ptidany 4 ml scintila¢niho roztoku a filtr byl inkubovan 20 minut pii pokojové teploté a za
stalého tfepani. Scintilacni nadobky byly vlozeny do kazet a aktivita byla méfena

scintilatorem vzdy po dobu 2 minut.

4.6.5 Akumulace [*H]NAA a NPA

K bun&ené suspenzi bylo pridano [PH]NAA ve vysledné koncentraci 10 nM. Odbéry &inily
vzdy 0,5 ml suspenze. Nejprve byl proveden 4x nulty odbér. Nasledn¢ byla suspenze
rozdélena do dvou kadinek. Do jedné bylo pfiddno NPA o vysledné koncentraci 10 uM a do
druhé DMSO také o vysledné koncentraci 10 uM. Poté byly provedeny vzdy 4% ¢tyti odbéry
s Casovym odstupem piiblizn¢ 3 minut. Odebrané mnozstvi suspenze bylo ihned odsato na
filtru a filtr byl vlozen do scintilaéni nadobky. K filtru bylo dale ptidano 0,5 ml 96% ethanolu
a vSe bylo 30 minut inkubovano pfi pokojové teploté. Do nadobky byly pfidany 4 ml
scintila¢niho roztoku a filtr byl inkubovan 20 minut pfi pokojové teploté a za stalého tfepani.
Scintilaéni nadobky byly vlozeny do kazet a aktivita byla méfena scintilatorem vzdy po dobu

2 minut.

4.6.6 Akumulace [*H]NAA, CHPAA a BFA

K bunécné suspenzi bylo ptidano [PHINAA ve vysledné koncentraci 10 nM. Odbéry Cinily
vzdy 0,5 ml suspenze. Nejprve byl proveden 4x nulty odbér. Nasledné¢ byla suspenze
rozdélena do tfi kadinek. Do jedné bylo ptidano BFA o vysledné koncentraci 20 uM, do druhé
CHPAA o vysledné koncentraci 10 uM a DMSO o vysledné koncentraci 10 uM a do tteti
DMSO také o vysledné koncentraci 10 puM. Poté byly provedeny vzdy 4x Ctyfi odbéry
s ¢asovym odstupem piiblizné¢ 10 minut. Odebrané mnozZstvi suspenze bylo ihned odsato na
filtru a filtr byl vloZen do scintilacni nddobky. K filtru bylo déle ptfidano 0,5 ml 96% ethanolu
a vSe bylo 30 minut inkubovano pfi pokojové teploté. Do nadobky byly ptidany 4 ml
scintila¢niho roztoku a filtr byl inkubovéan 20 minut pfi pokojové teploté a za stalého tfepani.
Scintila¢ni nadobky byly vlozeny do kazet a aktivita byla méfena scintilatorem vzdy po dobu

2 minut.
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5 VYSLEDKY

5.1 Mutace restrikénich mist v PIN7
Jako vychozi materidl byl pouzit plasmid pJET PIN7 poskytnuty RNDr. Martinou
Laiikovou, Ph.D. z Laboratofe hormonalnich regulaci u rostlin Ustavu experimentalni
botaniky, AV CR a plasmid pTW5_PINI, ktery byl pfipraven jiz v ramci bakalatské prace.
Jelikoz DNA sekvence PIN7 obsahovala tfi restrikéni mista pro endonukleasu Agel
(obr. 13), byla tato mista mutovana pomoci PCR amplifikace (4.1). Vzniklé¢ useky byly
stejnym zpusobem spojeny dohromady. Spravnost PCR amplifikace byla vzdy ovéfena

agarosovou elektroforézou (obr. 14 - 18, str. 42 - 43).

ATCACATGGCACGACCTCTACACCGTCCTCACGGCGGTGATACCACTCTACGTAGCCATGATCCTCGCTTACGGCTCAGT
CCGGTGGTGGAAAATCTTCTCACCAGACCAATGTTCCGGCATAAACCGCTTCGTCGCTATTTTCGCCGTCCCTCTTCTCTCTT
TCCACTTCATCTCCTCAAACAATCCTTACGCAATGAATCTCCGATTCATCGCAGCCGATACACTCCAAAAACTAATCATGCTC
ACTCTCCTAATCATCTGGGCTAACTTCACTCGCTCCGGTAGTCTTGAATGGAGCATCACAATCTTCTCTCTTTCAACACTTCC
CAACACTCTCGTTATGGGAATACCTCTCTTGATCGCCATGTACGGAGAATATTCCGGCTCACTCATGGTTCAGATCGTTGTTC
TTCAGTGTATAATCTGGTACACGCTTCTTCTCTTTCTTTTCGAATACAGAGGAGCTAAGATCTTGATCATGGAACAGTTTCCA
GAGACTGGTGCTTCGATTGTATCGTTCAAAGTTGAGTCCGATGTTGTTTCTTTAGATGGACATGATTTTCTTGAAACTGATGC
TCAAATCGGTGACGATGGTAAGCTTCATGTTACGGTGAGAAAATCAAACGCTTCTCGGAGATCTTTTTACGGTGGTGGTGGTA
CTAATATGACTCCTCGTCCGTCTAATCTCACCGGAGCTGAGATTTATAGTCTTAACACTACTCCAAGAGGATCTAACTTCAAT
CATTCTGATTTTTACTCTATGATGGGGTTTCCCGGTGGCCGGCTTTCGAACTTTGGTCCGGCGGATATGTACTCTGTTCAGTC
CTCGAGAGGACCTACTCCTAGACCTTCGAATTTTGAGGAGAGTTGTGCTATGGCTTCTTCGCCAAGATTCGGGTATTACCCGG
GAGGAGCTCCCGGGTCGTACCCAGCTCCTAATCCGGAGTTTTCTACCGGTAATAAAACCGGTAGTAAAGCTCCAAAAGAGAAT

CATCATCATGTAGGAAAATCAAATAGTAATGATGCTAAGGAGCTTCATATGTTTGTTTGGGGATCCAACGGATCACCCGTTTC
GGACCGAGCTGGTCTTCAAGTTGATAATGGAGCCAATGAACAAGTCGGAAAATCCGATCAAGGCGGTGCAAAAGAGATTCGAA
TGTTGATCTCTGATCATACTCAAAATGGTGAAAACAAAGCTGGTCCGATGAACGGGGACTATGGCGGGGAAGAAGAGTCGGAG
AGGGTAAAGGAAGTGCCTAACGGACTACACAAGCTTCGGTGTAACTCCACAGCAGAGCTAAACCCTAAAGAAGCTATAGAAAC
GGGTGAAACTGTACCGGTAAAACATATGCCACCAGCGAGTGTGATGACTCGGCTGATATTGATAATGGTGTGGAGGAAACTCA

TAAGAAACCCAAACACTTACTCTAGTCTCATTGGTCTCATTTGGGCTCTTGTTGCTTTCAGGTGGGATGTGGCAATGCCTAAA
ATTATTCAACAATCAATCTCAATTCTTTCTGATGCTGGTCTTGGTATGGCAATGTTCAGTTTGGGGTTGTTCATGGCATTGCA
ACCGAAATTAATTGCTTGCGGAAATTCGACGGCGACTTTTGCGATGGCGGTGAGATTCTTTACTGGACCAGCGGTAATGGCCG
TGGCAGCAATGGCTATTGGATTACGTGGAGACCTATTGCGTGTGGCCATTGTTCAAGCTGCATTGCCTCAAGGGATCGTGCCG
TTTGTGTTTGCAAAAGAGTATAATGTTCATCCCGCAATCTTGAGTACAGGGGTAATATTTGGAATGCTTATCGCACTACCGAT
TACACTTGTTTACTACATTTTACTCGGGCTATAA

Obr. 13: Sekvence PIN7

je vyznaen start kodon; cervené stop kodon; ruzové mutovana restrikéni mista pro
endonukleasu Agel; podtrZzena jsou mista nasedani primerai PIN7 FW a PIN7 REV; podtrzeno je
misto nasedani primert PIN7a_ FW a PIN7a_REV; podtrzeno je misto nasedani primerd PIN7b_FW a

PIN7b_REV; zluté je vyznacena ¢ast sekvence, ktera chybi v mutované verzi genu
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Obr. 14: Mutace restrikéniho mista v useku PIN7_FW - PIN7a_REV
Draha M prestavuje 100bp DNA standard, v draze 1 se nachazi PCR produkt (o¢ekavana velikost je
979 bp)

Obr. 15: Mutace restrik¢éniho mista v useku PIN7a_FW - PIN7b_REV
Draha M predstavuje 100bp DNA standard, draha 1 predstavuje PCR produkt (ocekavana velikost je
408 bp)
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Obr. 16: Mutace restrikéniho mista v useku PIN7b_FW - PIN7_REV
V draze M se nachazi 100bp DNA standard, v draze se nachazi PCR produkt (o¢ekavana velikost je
528 bp)

Obr. 17: Spojeni mutovanych tisekii PIN7a_FW - PIN7b_REV a PIN7b_FW - PIN7_REV
V draze M se nachéazi 100bp DNA standard, v draze 1 PCR produkt (ocekavand velikost je 936 bp)

M 1

3000

2000
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Obr. 18: Spojeni celého PIN7
V draze M se nachazi 1kb DNA standard, v draze 1 PCR produkt (ocekavana velikost je 1842 bp)
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5.2 Priprava plasmidové DNA

Inzert PIN7 byl klonovan do plasmidu pTWS5. Tato vznikld plasmidovd DNA byla
nasledné sekvenovana, pficemz bylo zjiSténo, ze v ptivodni aminokyselinové sekvenci chybi
¢tyfi AMK (viz. obr. 13, str. 41). Bylo zjisténo, Ze se jedna o pfirozené se vyskytujici
isoformu PIN7 (publikovano v [53]).

Plasmidy pTW5_PIN7 a pTW5_PIN1 byly pouzity jako vychozi materialy pro piipravu
plasmidové DNA pouzité k piipravé stabilnich linii HEK293. Pomoci PCR amplifikace byla
plasmidova DNA upravena (4.2.1, obr. 19) tak, aby byla vhodna pro klonovani do expresniho
vektoru pPOPINTTGneo (obr. 22 - 23, str. 46 - 47). Inzerty byly vyc¢istény pomoci kitu (4.2.2)
a ligovany do vektoru pomoci komeréni smési InFusion (4.2.3) a touto ligaéni smési byly
transformovany kompetentni bakteriec = Escherichia coli ZH50 (4.2.4). Bakterie byly
kultivovany na LB agaru a poté byla provedena PCR z kolonii (4.2.5, obr. 20, str. 45).
Z pozitivnich klont (drahy 1 - 4 a 6 - 11) byl vybran vzdy jeden pro kazdy vzorek a byla
izolovana plasmidovda DNA (4.2.6), ktera byla nasledné sekvenovéana (4.2.7). Z divodu
velkého poctu bazi obou konstruktd byly vyuzity také vnitini primery. VSechny sekvenace

daného konstruktu byly proloZeny, a tim byla zjiSténa spravnost obou sekvenci.

Obr. 19: Uprava plasmidové DNA pomoci PCR

Drdha M predstavuje 1kb DNA standard, ve draze 1 se nachdzi plasmid pTW5 PIN1, drdhy 2 - 3
obsahuji PCR produkt konstruktu PIN1 (ocekavand velikost je 1863 bp), draha 4 obsahuje plasmid
pTWS5_PIN7, ve drahach 5 - 6 se nachdzi PCR produkt konstruktu PIN7 (ocekavana velikost je 1842

bp)
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Obr. 20: PCR z kolonii
V draze M se nachazi 1kb DNA standard, drahy 1 - 6 obsahuji vzorky pro konstrukt PIN1 (ocekavana
velikost je 1863 bp), drahy 7 - 12 obsahuji vzorky pro konstrukt PIN7 (o¢ekavana velikost je 1842 bp)

5.3 Priprava zasobniho mnozstvi plasmida

Kompetentni bakteric E. coli ZH5o0. byly transformovany piipravenymi plasmidy a
nasledné¢ kultivovany vzdy v 500 ml LB media (4.3.1). Pro velkoobjemovou pfipravu
plasmidové DNA byla pouzita komer¢ni souprava (4.3.2). Celistvost vzniklych plasmidi byla
ovéfena pomoci agarosové elektroforézy (4.3.4, obr. 21). Koncentrace a Cistota plasmidové
DNA byla zmétena spektrofotometricky (4.3.3, Tab. 1, str. 46). Pravdépodobné doslo ke
kontaminaci plasmidové DNA pOPINTTGneo PIN1 bilkovinami, jelikoz pomér Aeo/Azso

byl nizsi nez 1,8 (pomér klesa diky vétsi absorpci svétla bilkovinami pti 280 nm).

M

Obr. 21: Kontrola celistvosti plasmida

V draze M se nachazi 1kb DNA standard, draha 1 obsahuje plasmid pOPINTTGneo PIN7 (nanaSka
10 pg, 9996 bp) a draha 2 plasmid pPOPINTTGneo PIN1 (nanaska 10 pg, 10005 bp), draha 3 obsahuje
plasmid pOPINTTGneo_PIN7 (c = 1,56 ng/ul, 9996 bp) a draha 4 plasmid pPOPINTTGneo_ PIN1 (c =
0,9 ng/ul, 10005 bp)
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Tab. 1: Stanoveni koncentrace a Cistoty plasmidi
Plasmid Koncentrace [pg/ul] Cistota
pPOPINTTGneo_PIN1 0,9 1,54
pPOPINTTGneo_PIN7 1,56 1,76

(9896) BstZ171 BsrGI (112)
(9844) BsmI ‘ |

(9606) Nrul

CMV promoter

(9438) RsrIl
(9319) BSSFHII 3 BsmBI (1053)
NeoR/KanR|———__ EcoRI (1286)

' _(GTART)

(9040) PIFI-Tth111l—
~ Agel (1326)

(8828) Eagl —_—~_
(8712) AvrIl -

(8711) Stul
__BstBI (2019)

MizTey -
(lac operator)
(CAP binding site| | PmII (2076)
__— PshAI (2215)
__ Acc65I (3195)
(6752) Pvul ) Kpnli(5199)
8xHis

SaclIl (3737)
BspDI* - Clal* (3974)

Dralll (4181)

Hpal (4413)
EcoRV (4553)

(5229) Mlul

Obr. 22: Plasmid pOPINTTGneo_PIN1
Vlozeni PIN1 do expresniho vektoru pOPINTTGneo vcetné histidinové kotvy a WPRE signalu

Z ptivodniho vektoru pTWS5
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(9887) BstZ171 BsrGI (112)
(9597) Nrul |
(9310) BssHII
BlpI (570)
ELETED \ | ( BsmBI (1053)
(5031) PfIFI-Tth111I
(8916) PIUTI EcoRL;(1286)
(8914) Sfol ——— START!
(8913) Narl —_———
(8912) KasI _
(8813) Eagl
(8703) AvrIL
(8702) Stul
(8470) SexAI*
M13 rev]
|‘Iac operator|
(CAP binding site]

CMV promoter

BSpEI (2273)

"= Acc65I (3186)
“ KpnI (3190)

(6743) Pvul 8xHis

Sacll (3728)
BspDI* - ClaI* (3965)

Dralll (4172)
PasI (4285)
Hpal (4404)
Bsu36I (4530)
(5220) Miul ECORV (4544)

Obr. 23: Plasmid pOPINTTGneo_PIN7
Vlozeni PIN7 do expresniho vektoru pOPINTTGneo vcetné histidinové kotvy a WPRE signdlu
Z ptvodniho vektoru pTW5

5.4 Priprava stabilné transfekovanych bunéénych linii

Bunééna linie HEK293T byla transfekovana plasmidy pOPINTTGneo PIN1 a
POPINTTGneo_PIN7 (4.4.4). Kobéma kulturam bylo pfidano antibiotikum G418
Vv koncentraci 1000 pg/ml, 16. den po transfekci byla koncentrace antibiotika sniZzena na
800 png/ml. Viabilita bunétné kultury postupné¢ klesala, coz bylo zplsobeno selekci
transfekovanych a netransfekovanych bunck. Po této selekci zacala viabilita opét stoupat a
udrzovany byly pouze kultury obsahujici plasmidy pOPINTTGneo PIN1 a
POPINTTGneo_PIN7.

5.5 Imunofluorescence

Exprese obou proteint byla potvrzena pomoci imunofluorescence se specifickou primarni
protilatkou a fluorescencné znacenou sekundarni protildtkou. Pokus probihal vzdy ve dvou
variantach. V jedné byly buiky fixovany 4% paraformaldehydem a permeabilizovany
detergentem (4.5.1), ve druhé byly pouze fixovany 1% paraformaldehydem a
permeabilizovany nebyly (4.5.2). Imunofluorescence byla provedena nejprve pred
akumulaénimi pokusy (obr. 24 - 25, str. 48 - 49) a poté znovu po nich (obr. 26 - 29, str. 50 -
53).
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Obr. 24: Lokalizace transportéru PIN1

Bunky byly znaceny primarni protilatkou proti PIN1 a fluorescencné znac¢enou sekundarni protilatkou.
Fluorescence byla detekovana pomoci konfokalniho fluorescenéniho mikroskopu. A -
nepermeabilizované buiky, vlevo fluorescence, uprostied viditelné svétlo, vpravo proloZzeni obou
obrazil; B - nepermeabilizovana d€lici se bunka, vlevo fluorescence, uprostred viditelné svétlo, vpravo

proloZeni obou obrazli; C, D - permeabilizované bunky



Obr. 25: Lokalizace transportéru PIN7
Bunky byly zna¢eny primarni protilatkou proti PIN7 a fluorescenéné znac¢enou sekundarni protilatkou.
Fluorescence byla detekovana pomoci konfokalniho fluorescenéniho mikroskopu. Vlevo fluorescence,

uprostied viditelné svétlo, vpravo prolozeni obou obrazll. A, B - nepermeabilizované bunky; C, D -

permeabilizované bunky
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Imunofluorescence byla provedena po selekci transfekovanych a netransfekovanych bunck
linii exprimujicich transportéry PIN1 a PIN7. Je zde patrna lokalizace PIN1 na plasmatické
membrang ¢i v jejim okoli, a to u permeabilizované i nepermeabilizované varianty (obr. 24,
str. 48). Protein PIN1 se také pravdépodobné kumuluje v misté déleni bunky (obr. 24b,
str. 48). Lokalizace na plasmatické membrané je viditelna také u transportéru PIN7 (obr. 25,
str. 49). Toto ovSem nelze potvrdit u permeabilizované varianty, jelikoz z nasledujiciho
pokusu vyplyva, ze v buiice miize dochdzet k nespecifickému nasedani primarni protilatky

proti PIN7.

A

Obr. 26: Lokalizace transportéru PIN1 v nepermeabilizovanych buiikach

Fluorescence byla detekovana pomoci konfokalniho fluorescenéniho mikroskopu. Vlevo fluorescence,
uprostied viditelné svétlo, vpravo prolozeni obou obrazii. A - kontrolni netransfekované bunky
znacené primarni protilatkou proti PIN1 a fluorescenéné znacenou sekundarni protilatkou B - bunky
transfekované plasmidem pOPINTTGneo PIN1 znafené primarni protilatkou proti PINI a
fluorescencné znacenou sekundarni protilatkou; C - Dbuiky transfekované plasmidem

pOPINTTGneo_ PIN1 znacené pouze fluorescencéné znacenou sekundarni protilatkou
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Obr. 27: Lokalizace transportéru PIN1 v permeabilizovanych buiikach

Fluorescence byla detekovana pomoci konfokalniho fluorescen¢niho mikroskopu. Vlevo fluorescence,
uprostied viditelné svétlo, vpravo prolozeni obou obrazi. A - kontrolni netransfekované buiky
znacené primarni protilatkou proti PIN1 a fluorescencné znacenou sekundarni protilatkou B - buiiky
transfekované plasmidem pOPINTTGneo PIN1 znafené primarni protilatkou proti PINI a
fluorescencné znaCenou sekunddrni protilatkou; C - buiky transfekované plasmidem

pOPINTTGneo_ PIN1 znacené pouze fluorescencné znacenou sekundarni protilatkou

Dalsi imunofluorescen¢ni pokus byl proveden pfiblizné po dvou mésicich. Z vysledkt
tohoto experimentu vyplyva, ze pravdépodobné dochazi K utiSeni exprese proteint. Exprese
proteinu PIN1 byla patrné Gplné zastavena, tudiz nebyl detekovan zadny signal (obr. 26 - 27,
str. 50 - 51).
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Obr. 28: Lokalizace transportéru PIN7 v nepermeabilizovanych buiikach

Fluorescence byla detekovana pomoci konfokalniho fluorescenéniho mikroskopu. Vlevo fluorescence,
uprostied viditelné svétlo, vpravo prolozeni obou obrazii. A - kontrolni netransfekované bunky
znacené primarni protilatkou proti PIN7 a fluorescencné znacenou sekundarni protilatkou B, C -
bunky transfekované plasmidem pOPINTTGneo PIN7 znacCené primarni protilatkou proti PIN7 a
fluorescencné znacenou sekundarni protilatkou; D - Dbunky transfekované plasmidem

pOPINTTGneo_ PIN7 znacené pouze fluorescenéné znacenou sekundarni protilatkou
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Obr. 29: Lokalizace transportéru PIN7 v permeabilizovanych buiikach

Fluorescence byla detekovana pomoci konfokalniho fluorescenéniho mikroskopu. Vlevo fluorescence,
uprostied viditelné svétlo, vpravo prolozeni obou obrazii. A - kontrolni netransfekované bunky
znacené primarni protilatkou proti PIN7 a fluorescencné znacenou sekundarni protilatkou B, C -
bunky transfekované plasmidem pOPINTTGneo PIN7 znacené primarni protilatkou proti PIN7 a
fluorescencné znacenou sekundarni protilatkou; D - Dbunky transfekované plasmidem

POPINTTGneo PIN7 znacené pouze fluorescen¢né znacenou sekundarni protilatkou
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Z mnozstvi bun€k exprimujicich transportér PIN7 je patrné, Ze oproti prvnimu provedeni
imunofluorescence, je protein exprimovan v mensi mife. Na rozdil od proteinu PIN1 ovSem
nedoslo K uplnému zastaveni exprese. Lokalizace PIN7 je nadale viditelna na plasmatické
membrané nebo v jejim okoli, coz je opét prokazatelné pouze u nepermeabilizované varianty
(obr. 28, str. 52). U varianty permeabilizované bylo zjisténo nespecifické nasedani primarni
protilatky proti PIN7 na buiku. Signal tedy vykazuji i netransfekované kontrolni bunky
(obr. 293, str. 53).

Z téchto pokust vyplyva, ze oba transportéry byly exprimovany. Je patrné, ze kultivované

stabilni linie exprimuji oba proteiny pouze z ¢asti.

5.6 Akumulace auxint a testovani inhibitori prenosu auxinu
Pro zjisténi biologické aktivity obou transportérti a vlivu inhibitorti transportu auxinu na
proteiny PIN1 a PIN7 bylo provedeno nékolik akumulaénich testt (4.6). Pro tyto pokusy byly

pouzity auxiny, které byly radioaktivné zna¢ené na aromatickém kruhu.
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Obr. 30: Akumulace [*H]IAA

Jako kontrola byly pouzity netransfekované buiiky. A, B - akumulace [*H]IAA, C - vliv inhibitoru

NPA na akumulaci [*H]IAA
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Z grafii je patrné, Ze transportér PIN7 je biologicky aktivni, ov§em nema zde funkci
exportéru. Jeho aktivita je obracend a presouva auxin do bunky. Vzhledem k pravdépodobné
ztraté exprese nelze potvrdit také biologickou aktivitu transportéru PIN1. Protein PIN1 byl jiz
zpocatku exprimovan v mnohem mensi mitfe nez protein PIN1. Mensi rozdil akumulace bunék
exprimujicich PIN7 a kontrolnimi buiitkami (obr. 30, str. 55) miize byt zplisoben snizujici se

mirou exprese. Inhibitor NPA nema na pienos IAA zadny vliv (obr. 30c, str. 55).
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Obr. 31: Akumulace [*H]2,4-D

Pti akumulaci [3H]2,4-D nebyl zaznamenan rozdil hodnot pro transportér PIN1, PIN7 a

netransfekované buiky (obr. 31). To potvrzuje, ze 2,4-D je Spatnym substratem pro auxinové

exportéry.
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Obr. 32: Akumulace [PH]NAA
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Obr. 33: Akumulace [°*H]NAA a inhibitoru NPA
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Obr. 34: Akumulace [°H]NAA a inhibitord CHPAA a BFA

Pfi akumulaci [PHINAA nebyl pfili§ patrny rozdil naméfenych hodnot pro transportér
PIN1, PIN7 a netransfekované buinky (obr. 32 - 34, str. 56 - 57). Z grafu je patrné, Ze
inhibitory NPA, CHPAA a BFA nemaji na transport NAA piili§ patrny vliv (obr. 33 - 34).
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6 DISKUZE

Cilem této prace byla heterogenni exprese auxinovych transportéra PIN1 a PIN7
v lidskych embryonalnich ledvinnych bunkach 293 a dale testy jejich biologické aktivity a
vlivu inhibitort pfenosu auxinu.

Nejprve byl ptipraven expresni vektor pTWS5 PIN7. Nukleotidova sekvence PIN7 byla
nejprve pomoci PCR amplifikaci mutovana (obr. 14 - 18, str. 42 - 43), jelikoz se v sekvenci
nachazela tii restrikéni mista pro endonukleasu Agel (obr. 13, str. 41), ktera byla spolu
s endonukleasou Kpnl pouzita k vyjmuti inzertu PIN7 z vychoziho vektoru pJET_PIN7. Ten
byl poskytnut Ustavem experimentalni botaniky AV CR. Expresni vektor pTW5 obsahuje
histidinovou kotvu a WPRE signal. Tyto dva useky byly nasledné spolu s inzerty PIN7 a
PIN1 (plasmid pTW5_PIN1 byl pfipraven v ramci bakalaiské prace) preneseny do vektort
POPINTTGneo (obr. 22 - 23, str. 46 - 47). Tento expresni vektor je vhodny pro tvorbu
stabiln¢ transfekovanych linii HEK293. Pro klonovani téchto vektorti bylo pouzito bakterii E.
coli ZH50 a plasmidova DNA byla po izolaci z bakterii vzdy ovéfovana sekvenaci. Pii
sekvenaci bylo zjisténo, ze jiz vychozi plasmid pJET_PIN7 obsahuje verzi isoformy
transportéru PIN7, ktera postrada ctyii AMK. Tato isoforma by ovSem méla byt plné funkéni
[53].

Bylo pfipraveno zdsobni mnozstvi plasmidové DNA. Tato DNA byla izolovana s pomérné
malym vytézkem a plasmid pOPINTTGneo PIN1 také se Spatnou Cistotou. Pomér Azgo/Azgo
byl nizsi nez 1,8, a tudiz doslo ke kontaminaci proteiny (tab. 1, str. 46). Pro izolaci DNA byly
pouzity komeré¢né dodavané recyklované kolony. Kontaminace tedy mohla byt zptisobena
nedostate¢nym promytim kolony.

Po transfekci bunék HEK293T bylo ke kulturdam pfiddano antibiotikum G418. Plasmid
pOPINTTGneo zajiStuje bunkam rezistenci na toto antibiotikum. Béhem kultivace bunék
zpocatku dochazelo k selekci transfekovanych a netransfekovanych bunék. Viabilita se tedy
postupné snizovala. Kultivované linie po urcité dobé obsahovaly pouze buiiky obsahujici
plasmidy pOPINTTGneo_PIN1 a pOPINTTGneo PIN7.

Pro ovéfeni exprese obou proteinli byla provedena imunofluorescence, ktera zaroven
poukdazala na umisténi PIN1 a PIN7 v bunice. Oba proteiny jsou pravdépodobné lokalizovany
na plasmatické membrané (obr. 24 - 25, str. 48 - 49). Bunky byly vlivem fixace
paraformaldehydem viditeln€ poskozené, a to pfedevsim u permeabilizované varianty, u které
byla navic detergentem poruSena plasmaticki membrina. Z tohoto divodu je u

permeabilizovanych bunék patrné nespecifické znaceni také u kontrolnich variant (obr. 29,
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str. 53). Exprese PIN1 a PIN7 je tedy patrna spiSe u nepermeabilizovanych bunék
(obr. 24a,b - 25a,b a 28; str. 48 - 49 a 52). Béhem kultivace bun¢k pravdépodobné doslo
k utiSeni exprese proteinu PIN1, proto pfi druhém opakovani imunofluorescenéniho pokusu
nebyl protein PIN1 detekovan (obr. 26 - 27, str. 50 - 51). Oproti tomu signal proteinu PIN7
byl patrny v okoli ¢i na plasmatické membrané (obr. 28, str. 52). Kuplnému objasnéni
subcelularni lokalizace proteinit by bylo tfeba pouzit metodu kolokalizace s markery
jednotlivych bunéénych kompartmentd.

Ke zjisténi biologické aktivity proteind byly provedeny akumula¢ni pokusy. Pti nich byla
méiena akumulace radioaktivné znaCenych auxind uvnitt bunky, a to nativniho [3H]IAA a
syntetickych [*HJNAA a [°H]2,4-D. Auxin IAA vstupuje do buiiky pasivné a je dobrym
substratem pro pienaSece auxinu do builky i z buiikky. Auxin NAA vstupuje do buiky
pfedevsim pasivné a je exportovan z buiikky pomoci pienasece. Oproti tomu 2,4-D je dobry
substrat pro pienasece do bunky a do burniky vstupuje pouze timto zptisobem. Spolu s nimi byl
testovan vliv prokazanych inhibitor pfenosu auxinu. Béhem testi bylo pouzito PBS o pH
5,5. Tento pufr byl pouzit z divodu pouze castecné disociace auxinu pii tomto pH, kdy
nedisociovand forma mlze piechazet do buné¢k difuzi. V rostlinnych buiikach bylo prokazano,
ze prenaseCe z rodiny PIN , které maji dlouhou hydrofilni smycku, tzv. dlouhé PIN proteiny,
jsou lokalizovany na plasmatické membrané a pfenasi auxin ven z bunky [30]. V buiikach
obsahujicich navic transportéry PIN1 a PIN7 by mélo byt akumulovano mensi mnozZstvi
radioaktivné znacenych auxini [3H]IAA a [3H]NAA, coZ jsou substraty pro pienasece auxinu
neobsahuji. Akumulace [*H]IAA byla u bun&k exprimujicich protein PIN7 piekvapivé
zvySena (obr. 30, str. 55). U bunék s proteinem PIN1 nebyl tento rozdil prikazny, patrné
z diivodu sniZzovani exprese proteinu PIN1 béhem kultivace bun¢k. Z akumulaci [3H]IAA je
patrné, Ze PIN7 je biologicky aktivni, ov§em jeho aktivita je obracena, coz bylo jiz difive
v bunkach HEK293 prokazano i s transportérem PIN1 [54]. Vysvétlenim malého rozdilu
v akumulaci auxinu u linie transfekované PIN7 a linie kontrolni by mohla byt neptitomnost
D6PK kinas v HEK293 bunkach. Bylo popsano, ze PIN1 a PIN3 proteiny exprimované
V heterolognim systému oocyttt Xenopus leavis (Drapatka vodni) transportuji auxin pouze
v ptitomnosti D6PK kinas, které fosforyluji PIN proteiny [55]. Naopak byly jiz diive popsany
experimenty V heterolognim systému HeLa bunék, které popisuji, ze proteiny PIN jsou
schopné transportovat auxin i bez D6PK kinas [30], coZ naznacuje pfitomnost jinych kinas,
schopnych aktivovat funkci proteintit PIN. Oproti akumulacim u tabakovych BY-2 bun¢k
(obr. 35b) dochéazi v HEK293 bunkach k velmi rychlému nartstu akumulace [*H]IAA, a to Jiz



-60 -

v ramci sekund po pfidani auxinu (obr. 30, str. 55), coz je pravdépodobné zpiisobeno absenci
bun&ené stny. To plati i pro akumulace [*H]2,4-D a [*H]NAA (obr. 45a a 45c). Z grafu pro
akumulace [°H]2,4-D neni patrny rozdil mezi hodnotami pro buiiky exprimujici proteiny
PIN1 a PIN7 a negativni kontrolu (obr. 31, str. 56) coZ neni pfili§ piekvapivé, jelikoz 2,4-D je
pro exportéry auxinu Spatnym substratem. Tento auxin se do rostlinnych bunék dostava pouze
transportem pomoci pienasectt do buiiky napf. proteinti z rodiny AUX1/LAX u Arabidopsis
thaliana. Bunky HEK293 maji pravdépodobné pro 2,4-D vlastni pfenasece. Grafy akumulaci
[PH]NAA také naznaduji biologickou aktivitu PIN7 (obr. 32 - 34, str. 56 - 57), ovSem rozdil
hodnot pro tento transportér a pro negativni kontrolu neni pfili§ velky, a proto z téchto pokust
nelze aktivitu surcitosti prokazat. Klesajici tendence hodnot grafii je pravdépodobné
zpusobena tim, ze je NAA nebo néktery z jejich metaboliti exportovan z bunék pomoci MDR
transportért.

Dle akumulaci [*H]IAA a [PH]NAA inhibovanych pomoci NPA (obr. 30 a 33, str. 55 a 57) je
patrné, Ze inhibitor na proteiny z rodiny PIN pravdépodobné nepisobi. Mechanismus piisobeni NPA
neni v rostlinnych bunikach pfesné znam. Jednou z teorii je existence tzv. NPA-binding proteinu. Je
mozné, Ze NPA pusobi na jiny protein spolupracujici s PIN proteiny, ktery se ovSem v HEK293
bunikach pravdépodobné nevyskytuje. Dal§imi testovanymi inhibitory byly CHPAA a BFA (obr. 34,
str. 57). CHPAA by jako inhibitor pfenaSeCe auxinu z buniky neméla mit vliv na export auxinu.
Brefeldin A zabranuje cyklovani proteini mezi plasmatickou membranou a endosomalnimi
kompartmenty, konkrétné dorufovani proteini na plasmatickou membranu, a mél by pisobit v
rostlinnych i Vv Zivo¢isnych bunikach. Neucinnost tohoto inhibitoru béhem akumulace muize byt

zpusobena nizkou expresi proteind.

Akumulace [*H]2,4-D Akumulace PH]NAA Akumulace [PH]IAA
14
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Obr. 35: Grafy akumulaci auxini v BY-2 burikach
a) akumulace [*H]2,4-D, b) akumulace [*H]INAA — pievzato a upraveno z [36], ¢) akumulace [*H]IAA

— pievzato a upraveno z [30]

Negativni vysledky pro transportér PIN1 1ze vysvétlit mnohem niZz§i mirou exprese oproti

PIN7. To vyplyva i z imunofluorescen¢nich pokusi, kdy pii druhém experimentu jiz protein
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PIN1 nebyl vibec detekovan (obr. 26 - 27, str. 50 - 51).

Exprese PIN7 je prokazatelna pfedev§im u nepermeabilizované varianty bunék (obr. 28,
str. 52). U permeabilizované varianty byl viditelny signal také u netransfekovanych bunék
kontroly (obr. 29, str. 53). To lze vysvétlit nespecifickym nasedanim primarni protilatky
uvnitf buniky. Podobnych vysledki bylo dosazeno také v HelLa bunkach [30].

Byl také proveden expresni test s protildtkou specifickou proti histidinové kotvé a
s protilatkami specifickymi proti PINI a PIN7. Ani jeden ztestl neprokdzal pozitivni
vysledky. Vzhledem Kk nizké mife exprese pravdépodobné nebylo mozné proteiny timto

zpusobem detekovat.
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7 ZAVER

e Byly pfipraveny expresni vektory pPOPINTTGneo PIN1 a pOPINTTGneo PIN7

e Podafilo se exprimovat pfenasece auxinu z bunky AtPIN1 a AtPIN7 (z Arabidopsis
thaliana) v savéim heterolognim expresnim systému HEK293

e Pravdépodobna lokalizace AtPIN1 a AtPIN7 je na plasmatické membrané

e Byla prokazéana biologickd aktivita AtPIN7 v HEK293 bunkach, aktivitu AtPIN1 se
diky utiSeni exprese prokazat nepodafilo

e Nebyla prokazéana funkce NPA, CHPAA a BFA jako inhibitori pfenosu auxinu
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