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Seznam zkratek

ANOVA - analyza rozptylu

DB - délka bunck

GFP - zeleny fluorescenc¢ni protein
HyPRP - hybridni prolinem bohaty protein
MI - mitoticky index

PCD - programovand bunéénd smrt
SBI - subkultiva¢ni interval

VIA - viabilita



1. Uvod

Bunécné linie kultivované in-vitro maji zésadni vyznam v bunééné biologii

zivoCichll 1 rostlin. Prvni rostlinné linie byly izolovany napt. z tabdku (Nicotiana

tabacum), sOji (Glycine max), topolu (Populus sp.), javoru klenu (Acer

pseudoplatanus) a nékterych dalSich rostlin jiz v 60. letech 20. stoleti (ptehled viz

Nagata 1992, Opatrny et al. 2014). Z hlediska biologického a biochemického vyzkumu

vykazuji bunééné linie nékteré zadsadni ptednosti oproti jinym modelovym systémiim:

Buiiky rostou izolovanég, poptipadé¢ v jednoduchych shlucich, fetizcich nebo
jednobunécénych vrstvach. Davaji tak moZnost detailni mikroskopické analyzy
v nepoSkozeném stavu v porovnani s histologickymi fezy, jejichz buniky byvaji
z4sadnim zptisobem ovlivnény mechanicky a Casto 1 fixazi.

Buriky jsou piimo piistupné experimentalnimu osetieni libovolnymi latkami.
Tato vlastnost je naprosto kli¢ova naptiklad ve farmaceutickém vyzkumu, jelikoz
velké mnozstvi latek neni do cilovych tkani ¢i pletiv propusténo, ptipadné jsou
tyto latky organismem metabolizovany. In-vitro kultivované bun&cné linie nejsou
bariérami celistvého organismu chranény a reaguji na experimentalni oSetfeni
ptimo. Jejich reakce navic neni maskovana fyziologickym prostfedim celistvého
organismu. Vzhledem k témto faktim je vSak systém bunécnych linii do urcité
miry vzdaleny fyziologickym podminkam (artificialni). To klade zvySené naroky
na spravné formulovani pracovnich hypotéz a adekvatni interpretaci ziskanych
experimentalnich dat.

Experimentaln¢ zavedené modelové linie vykazuji vysokou rychlost
bunééného déleni. Dostupnost velkého mnoZstvi bunék v kratkém Casovém tseku
umoziuje potizovani velkych soubori experimentalnich dat a relativné rychlé
opakovani experimentli, které jinak mize byt u mnohobunéénych organismu
limitovano jejich generacni dobou a tedy ptipravou pokusnych jedincti.

Nejlépe zavedené modely jako napft. zivocisné HelLa buiiky nebo tabakové
linie VBI-0 a BY-2 mohou byt navic efektivné fyziologicky synchronizovany a to

dokonce az na urovni jednotlivych fazi bunééného cyklu. To vyznamné rozsituje



moznosti analyzy bunéénych pochodii a genové exprese v nejriiznéjSich
kontextech.

o Neékteré z modelovych bunéénych linii jsou snadno pfistupné tranzientni
piipadn¢ téz stabilni transformaci. Uméle navozena exprese vnesenych gent nebo
naopak cilené umlCovani internich genl (zpravidla prostiednictvim RNA
interference; RNAi) md zédsadni vyznam pro popis genové funkce, urceni
bunécné lokalizace studovanych proteini a miize mit rovnéz i biotechnologické

vyuziti.

Neustale se zvySujici dostupnost genomickych, transkriptomickych a
proteomickych dat s sebou nese poptavku po zjisténi mechanismti regulace exprese
gend a objasnéni funkce jimi kdédovanych proteinii. Zaroven komplexita soucasnych
biologickych znalosti zvySuje naroky na piesnou kvantifikaci pozorovanych déjii a téz
jejich ovéreni. Ackoliv stéZejni cytologické ptistupy byly znamy jiz v dobé odvozeni
linii jako HeLa (1951) nebo BY-2 (1972), teprve nyni s odstupem nékolika desetileti
jsou publikovany podrobné manudly, které poskytuji navody, jak s diive zavedenymi
modely pracovat vkontextu vysokych pozadavkli soucasné biologie. Pro
plnohodnotnou interpretaci ziskanych dat je v soufasné dobé nezbytnd presna
kvantifikace pozorovanych déji (dynamiky genové exprese, bunééné morfogeneze,
apod.), spravné stanovend frekvence pozorovanych d&ji (viabilita vs. mortalita,
internalizace vacka, apod.), a také statisticky ovéfena spolehlivost ziskanych vysledka.

Souhrnnym cilem prace je optimalizace technik fenotypového hodnoceni
transgennich linii odvozenych z bunééné linie tabdku BY-2 s pfihlédnutim k mife a
zdrojim vnitini variability tohoto modelového systému. Prezentované postupy byly
zavedeny a ovéfeny na modelovém systému bunééné linie tabdku v ramci dvou
samostatnych molekularné biologickych projekti, studia funkce hybridnich prolinem
bohatych proteinli a signaliza¢ni role heterotrimernich G-proteinti. Vybrané vysledky
téchto projektl vztahujici se k hodnoceni linii ¢i poznani jejich fyziologie jsou rovnéz

prezentovany.



2. Cile

e Optimalizace fenotypového hodnoceni linii odvozenych od bun&tné linie
tabaku BY-2
e Aplikace a ovéfeni zavedenych postupli pii charakterizaci transgennich
bunécnych linii tabaku
o pfiprava a charakterizace linii exprimujicich geny kddujici hybridni
prolinem bohaté proteiny
o priiprava a charakterizace linii exprimujicich geny pro regulator G-

proteinové signalizace NtRGS1 a jeho zkracené varianty



3. Vysledky a diskuse

3.1. Metody fenotypové charakterizace bunéénych linii tabaku

3.1.1. Stanoveni zakladnich cytologickych parametrt

Vzhledem k jednobunécéné az ,,nékolikabunécéné® povaze tabdkové linie BY-2
lze fenotyp individui, tj. bun¢k nebo jednoduchych bunéénych tetizki popisovat
zavedenymi cytologickymi metodami (Nagata et al. 1992, Richard et al. 2001).
V porovnani se suspenzemi kvasinek nebo krevnich bunék je vSak tfeba nékteré
techniky do urcité miry adaptovat, aby bylo mozné dosahnout pozadované presnosti
meéfeni a srovnatelné efektivity zpracovani vzorka jako u bunéénych typt, pro které
byly metody piivodné optimalizovany (Seifertova et al. 2014).

Mezi primarni parametry, kterymi lze fenotyp bunéénych linii odvozenych od linie
BY-2 popisovat patfi: viabilita, mitoticky index, rozméry bunék, tj. délka a Sitka, denzita
bunécné suspenze (tj. mnozstvi bun¢k v jednotce objemu kultivaéniho média)

Stanoveni viability a mitotického indexu lze u bunék linie BY-2 provadét zcela
standardnimi metodami, které byly shrnuty napf. v pracech Nagata et al. (1992),
Seifertova et al. (2014), Srba et al. (v tisku)

3.1.2. Stanoveni denzity suspenzni kultury

Stanoveni denzity, tj. poc¢tu bun¢k v jednotce kultivaéniho média je v pripadé
linie BY-2 komplikovano piedevS§im rozméry bun€k a jejich fetizk. Standardni
pocitaci komtrky uzivané v mikrobiologii a hematologii jsou dimenzovany pro
stanoveni pfiblizné isodiametrickych ¢astic, které jsou v optiméalnim piipadé mensi,
nez je polovina vysky pocitaci komirky (Kouri et al. 2003), coz je u nejcastéji
uzivanych modeld 100 pm (Biirker, Neubauer, Thoma) nebo 200 pm (Fuchs-
Rosenthal). Buniky tabdkové linie BY-2 vSak naptiklad ve stacionarni fazi dosahuji
délky piiblizné 80 um a byvaji spojené do vicebunécénych fetizkl, jejichz délka
dosahuje stovek um a muize presahnout i jeden milimetr. Zna¢né rozméry bunécnych

fetizkli vedouci k nesourodé struktuie bunécné suspenze BY-2 Ize z pohledu stanoveni



bunécné denzity fesit technikami macerace (Johansen 1940, Brown & Rickless 1949,
Richard et al. 2001). Tyto vSak zvySuji naroky na pfipravu vzorki a pfedevs§im jsou
pomé&rné destruktivni, tzn. znemoziuji stanoveni dalSich cytologickych parametr na
jednom vzorku, popft. ze spoleénych obrazovych dat.

Z tohoto diivodu byl pro tcely stanoveni denzity bunécné linie BY-2 adaptovan
protokol pouziti pocitaci komilrky Fuchs-Rosenthal, ktery je zaloZzen na definované
aplikaci vzorka do séitaciho prostoru komirky. Nasledné hodnoceni pocita s rutinni
fotodokumentaci komiirek snimacim zafizenim mikroskopu a ¢asové odlozenym a do
znacné miry automatizovanym potfizenim numerickych dat pomoci softwaru obrazové

analyzy. Detaily protokolu byly popsany v praci Srba et al. (v tisku).

3.1.3. Méreni délky a Sifrky bunék

Délka bunék je jednim ze zakladnich znak, kterym Ize charakterizovat
morfologii bunék BY-2. Jednd se o velmi variabilni parametr, ktery se cyklicky méni
béhem subkultiva¢niho intervalu a na néjz pusobi dva protichtidné procesy. Dé&leni
bunék a jejich elongace (obr. 1A). Pfipadné naméiené¢ zmény v délce bunck mezi
experimentalnimi variantami proto mohou byt odrazem ovlivnéni jak délivé aktivity
bun¢k, tak zménami v dynamice bunécné elongace.

V praci Srba et al. (v tisku) byla demonstrovana dynamika zmén bunécéné délky
v kontextu délivé aktivity standardné kultivované linie BY-2 v zavislosti na velikosti
inokula. Prace rovnéZz popisuje optimalizovanou metodiku méfeni délky bunck a
vhodné pfistupy statistického zpracovani dat, které v pfipadé¢ tohoto parametru
nevykazuji normalni rozlozeni (buiiky jsou zfidka kdy kratsi nez 30 um, mohou vSak
dosahovat vysokych odlehlych hodnot) a zaroven vykazuji uritou miru vnitini
zavislosti danou fyziologickou synchronizaci bunék vramci bunéénych fetizkl
(Laporte et al. 2003, Campanoni ef al. 2003, Maisch a Nick 2007).

Sitku bunék lze stanovovat obdobnymi metodami obrazové analyzy. Tento
parametr je vSak v porovnani s délkou bunék zpravidla velmi konstantni, zejména pak

u kultur, které prosly klonovanim, viz kapitola 3.2. Vzhledem ktomu, ze data
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popisyjici Sitku bun¢k vykazuji normalni rozlozeni, lze je bez problému srovnévat

analyzou rozptylu (ANOVA), poptipadé paroveé parametrickym t-testem.
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Obr. 1: Zmény vybranych parametrii v pribéhu subkultiva¢niho intervalu u standardné kultivované
linie BY-2. Ctyfi varianty lisici se vychozim fedénim pfi inokulaci. A) Mitoticky index a délka bunék.
B) Denzita bunécné suspenze. C) Vypoctend biomasa (vypocet na zakladé znamé velikosti bunék a

jejich denzity).
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3.1.4. Vypocet druhotnych popisnych veli€in

Druhotnou popisnou veli¢inou miiZzeme rozumét parametr charakterizujici studovanou
buné¢nou linii, ktery byl ziskdn vypoctem z parametrii primarnich. Prikladem muze
byt stanoveni ristové kiivky, vypocet doby bunééné¢ho cyklu nebo téz stanoveni
cerstvé biomasy, kterou Ize u obvyklych rostlinnych vzorkli snadno stanovit vaZzenim,

ale v ptipad¢ linie BY-2 je takovy pfistup metodicky komplikovany a spolehlivéjsich

vysledkl bylo dosazeno matematickym vypoctem tohoto parametru.

3.1.5. Kalkulace biomasy

Stanoveni Cerstvé biomasy bunék linie BY-2 je zna¢né komplikovdno obtiznou
standardizaci separace vlastni biomasy bun€k od kultivaéniho média. Sedimentace
bun€ék nebo zakladni filtrace zanechava ve vzorcich nedefinované reziduum média,
naopak vakuovi filtrace odsaje z ¢asti bunék 1 jejich vnitini obsah, diky ¢emuz neni
nasledn€ mozné stanovit hmotnost biomasy studovaného vzorku.

Jako alternativni pfistup se proto jevi moznost spocitat objem bunék v suspenzi
ze znalosti jejich rozméri a denzity. Takto kalkulované kiivky pfedstavuje obrazek
1C. Je zde patrny dramaticky nartist vypoctené biomasy cca uprostied subkultiva¢niho
intervalu, ktery je dany synergickym efektem vysoké mitotické aktivity meétené
kultury a pocinajici fazi elongace bunék. Tuto dramatickou zménu lze pozorovat i
makroskopicky, kdy kultura témét béhem jediného dne zméni svoji konzistenci
z fidké, prisvitné suspenze na hustou kaSovitou hmotu. Lze proto usuzovat, Ze
vypocteny pribéh realn€ odrazi ristovou dynamiku suspenze bunék BY-2 a nejedna se
o efekt nasobeni technické chyby pii méfeni dvou vychozich veli¢in. Navic lze
uvazovat o mozném vztahu s dynamikou metabolizace cukri v médiu, kdy mezi 3. a 5.
dnem ma kultura k dispozici nejveétsi mnozstvi dostupnych hexdz viz obr. 2, které jsou

buinikami linie BY-2 pfednostné metabolizovany (Hartig a Beck 2006).

11



w
o

—&—sachardza
——glukoza
fruktéza

N N
(=] [@)]
-

s
[@)]

N
o

Sacharidy [mg * cm-3]

o w
‘%
|
m)/k

Obr. 2: Koncentrace sacharidi v kultivaénim médiu standardné kultivované linie BY-2 béhem

subkultivacniho intervalu (Srba a Lipavska nepublikované vysledky).

3.1.6. Stanoveni rastové krivky — matematicky odhad

Primérni data stanoveni denzity bunécnych suspenzi s pomoci pocitacich
komtlrek vykazuji pomérné¢ vysokou variabilitu. I s pouzitim optimalizovaného
postupu je primérny variacni koeficient téchto dat 23 % (Srba et al. v tisku).
Rekonstrukce rstové kiivky plnym pokrytim primarnimi daty denzity suspenzi je
proto mimotadné pracné. Jednotlivé udaje o denzité suspenzi navic zpravidla nejsou
cilem experimentalniho srovnavani. Vét§i vypovédni hodnotu pro popis rlstové
dynamiky suspenzi ma celkovy prub¢h riastoveé kiivky, popfipadé sklon jeji
exponencidlni faze a zn¢j odvoditelna délka bunéného cyklu. Nabizi se proto
moznost redukovat vzorkovani rastové kiivky v prubéhu SBI a celou ristovou kiivku
matematicky odhadnout prolozenim logistické kiivky (tzv. ,,data fitting*).

Prolozeni logistické kiivky potfizenymi daty ma nékteré kritické body. Prvnim
z nich je pocateCni faze rastu, resp. ,,zakofenéni kiivky*. To je dano kratkou dobou
lag-faze zdravé rostoucich kultur, ktera je pii typickém vzorkovani 1 den popsana
nedostatecnym mnozstvim dat. Tento problém lze odstranit hustéjSim vzorkovanim
pocateni faze ristu (napi. po 8 nebo 12 hodinach), pokud je tato dynamika
pfedmétem experimentdlniho zajmu. Alternativou je nastaveni mantineld (hrani¢nich

hodnot) pro odhad pribéhu kiivky v bodu 0. Jako velmi efektivni a z biologického

12



hlediska téz korektni se ukdzalo pouziti intervalu spolehlivosti primarnich dat
popisujicich denzitu v bod¢ 0 (Srba et al. v tisku).

Obrazek 1B srovnava pribéh riastovych kiivek rozdilné fedénych variant
bunécné linie BY-2. Pro srovnani jsou téz zatazeny logistické kiivky odhadnuté dle
postupu publikovaného v praci Srba et al. (v tisku). Vzhledem k tomu, ze cilem
prokladani namétenych dat logistickou kiivkou je redukce manualni experimentalni
prace, byla kombinatoricky testovana vyznamnost jednotlivych méteni pro spravnost
matematického odhadu pribéhu kiivky. Pro vypocet byla tedy postupné vynechavéana
jednotlivda méfeni a nésledné byla stanovena odchylka vypoctené kiivky od kiivky
realné naméfené a to metodou sumy druhych mocnin odchylek (sum of squares). Tuto
relativni diilezitost méfeni v jednotlivych dnech znazoriiuje obr. 3. Je zde partné, Ze
meéfeni napt. v 6. dni mé pro podobu odhadnuté kiivky minimdlni vyznam. Naopak
méfeni ve dnech 4 a 5, kdy kultura zpravidla opousti fazi exponencialniho ristu a

prechazi do faze stacionarni, se zdaji byt pro adekvatni odhad tvaru kiivky klicova.
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Obr. 3: Relativni dilezitost méfeni denzity bunééné suspenze v jednotlivych dnech SBI. Ctyii
varianty standardné kultivované linie BY-2 liSici se pocateCnim fedénim pfi inokulaci. Sloupecky
vyjadfuji nartst sumy druhych mocnin odchylky (v kazdém dnu) mezi kiivkou sestavenou ze vSech

dat a mezi vypoctenou kiivkou s vynechanim daného dne.
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3.1.7 Stanoveni doby bunééného cyklu a trvani mitézy

Exponencialni faze riistu bunééné linie se projevuje pfi logaritmickém vyneseni
rustové kiivky jako linearni usek, ve kterém se prakticky kazda bunka pravidelné déli
v uréitém ¢asovém intervalu. Cas (t) zdvojeni podtu bun&k Ize stanovit podle Richarda
et al. (2001) jako t = (t, — t;) / logy(denzita,, / denzita,). Hodnoty mezi 18,6 a 20,2
vypoctené na zéklad¢ ndmi publikovanych dat (Srba et al. v tisku) dobie koresponduji
s praci Nagaty et al. (1992).

Ze znamé doby bunécného cyklu lze rovnéZz odhadnout dobu mitdzy jako
nasobek doby trvani bunéfného cyklu a mitotického indexu. Doba vypoctend na
zakladé naSich dat odpovida ptiblizné¢ dvéma hodindm, coz je opét v souladu s diive

publikovanymi daty (Granger a Cyr 2000).

3.2. Studium vlivu zvysSené exprese HyPRP gent jako
modelova situace analyzy fenotypové variability.

Vzorova situace fenotypoveé analyzy byla feSena v ramci projektu zaméteného
na odhaleni funkce hybridnich prolinem bohatych proteini bunééné stény. Jednim
zcili daného projektu byla pfiprava transgennich linii tabdku exprimujicich
modifikovany gen NtHyPRPI, zn¢jz byla deletovana sekvence kodujici prolinem
bohatou doménu. Piedpokladalo se, Ze spravné lokalizovany protein bude kompetovat
s nativnim proteinem o domnélé ligandy a vzhledem k absenci jedné z domén tak
v bunkéch narusi pfirozenou funkci proteinu.

Bunééna linie tabaku BY-2 vykazuje v porovnani se srovnatelnymi modely
nejvyssi fyziologickou 1 morfologickou homogenitu. Piesto vSak zbyvajici variabilita
bunc¢k neni nulovd a mlize maskovat zmény navozené experimentdlnim oSetfenim
nebo transgenozi. Z tohoto divodu se ukazalo jako kliCové stanoveni vnitini
variability systému (kontrolnich linii, kterd byla dale srovnavana s variabilitou
testovanych linii.

Prace Dvotédkové et al. (2012) dokumentuje vyznam dvou stupnt kontrol —

Cerstvé roztrepane kalusy vychozi linie BY-2, které odraZeji variabilitu vzniklou
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pfechodem kalus <> suspenzni kultura a dale kontrolou efektu samotné transformace,
v tomto pitipad¢ linie exprimujici gen pro cytoplasmaticky lokalizované GFP, které by
nemélo plsobit zmény fenotypu (Seth et al. 1998, Stewart 2001). Lze vSak téz
doporucit transformaci ,,prazdnym* binarnim vektorem.

Pfi srovnani fenotypu suspenzi vychozi linie BY-2, linii exprimujicich GFP a
linii exprimujicich modifikovany gen NtHyPRPI bylo prokazano mnoho statisticky
vyznamnych rozdili v ramei kontrolni skupiny 1 v rdmci testované skupiny HyPRP.
Podstatné vsak bylo zjisténi, Ze populace transformanti mela rozptyl hodnot priimérné
délky bun€k oproti kontroldm statisticky vyznamné posunuty (Dvoiakova et al. 2012).
Analyza hladiny exprese vneseného modifikovaného genu NtHPRPI piekvapivé
ukazala, Ze pozorovany fenotypovy projev neodpovidal stanovené mife exprese.
Tésnéjsi vztah byl vSak pozorovan mezi souctem exprese vnesen¢ho genu + exprese
genu internitho a mezi pozorovanym fenotypem. Linie, které¢ zfeymé& druhotné snizily
expresi interni nemodifikované verze genu, se tak fenotypové blizily liniim
kontrolnim. Dané pozorovani proto muze byt piikladem kompenza¢nich mechanismii,
jez je tieba brat pti hodnoceni transgennich linii v ivahu.

Druhym ptikladem hodnoceni fenotypovych rozdili miize byt hodnoceni Sitky
bunék, které bylo v rdmci stejného projektu rovnéZz provedeno, a to stejnym zpiisobem
jako hodnoceni S$itky bunék popsané vySe. I zde byly zaznamenany statisticky
vyznamné rozdily mezi jednotlivymi liniemi. Dané rozdily vznikly zfejmé
,klonovacim efektem* transformacéniho procesu, kdy se z piivodni bunécné populace
vystépily klony s rtiznou bunécnou Sifkou, kterou si nadidle pomérné uniformné
zachovavaly. Tento fenomén je pomérné biologicky zajimavy, jelikoz miize souviset
s morfologickou paméti bun€k danou vztahem kortikdlniho mikrotubulového
cytoskeletu a mikrofibril primarni bunééné stény (Paredez et al. 2006), a rovnéz mlze
byt zajimavym modelem pro studium orientace bunécného rastu (Pena a Heinlein
2013, Ambrose a Wasteneys 2014). Vzhledem k tomu, Ze se rozptyl primérnych
hodnot bunécné Sitky statisticky vyznamné neliSil mezi kontrolni a testovanou HyPRP
skupinou, 1ze pozorované rozdily hodnotit z hlediska funkce protein rodiny HyPRP

jako irelevantni.
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3.3. Studium heterotrimernich G-proteinu

Vedle dobfe zndmé moznosti synchronizace ve fazi bunécného cyklu (Nagata et
al. 1992) mize byt linie BY-2 uZitetnym modelem i pifi studiu fyziologie a
metabolismu bunék. Béhem SBI kultura prochdzi fazi exponencidlniho bunécného
dé€leni, které mlize simulovat situaci v aktivnim meristému. Nasledné piechazi do faze
stacionarni, kdy se builky prodluzuji a mohou tak pfipominat buniky dlouzivé zony
kotene popt. stonku. Pokud neni kultura po 7 dnech pasdzovana, zacinaji buiky
vykazovat zndmky senescence a pozdéji odumiraji (prostfednictvim programované
bunécné smrti). Takto fyziologicky synchronni systém je vhodny pro charakterizaci
metabolismu rostlinnych bunék v urcité fazi vyvoje, vC. analyzy exprese fady gend.
Z téchto diivodi byla bunécéna linie tabaku nasim tymem vyuZita pro studium ulohy
heterotrimernich G-proteinii v regulaci déleni rostlinnych bunék.

Prvotnim ukolem bylo charakterizovat vyznam jednotlivych domén proteinu
RGS1 pro nativni bunécnou lokalizaci proteinu a dale pro endocytdézu v reakci na
ptitomnost cukrii. Protein RGS1 je nejpravdépodobnéjsim kandiddtem na funkci
receptoru vazaného na G-proteiny (tzv. GPCR) u rostlin. Cést z téchto vysledki jiz
byla publikovéana (Phan et al. 2014).

Pti analyzach linii transformovanych konstruktem RGSI:GFP byly pozorovany
cyklické zmény v lokalizaci fluorescen¢niho signalu. Zatimco u exponencidlné se
délicich bunék byla pozorovéna ocekdvand lokalizace v plazmatické membrané, ve
fazi stacionarni tento signal z membrany mizi a masivné se objevuje ve vakuole (obr.
4). Vakuolarni lokalizace GFP velmi pravdépodobné souvisi s autofagickou degradaci
fazniho proteinu RGS1:GFP a mlZe byt interpretovana jako nespecifickd reakce na
stres (Toyooka et al. 2006). V ptipadé staciondrnich bun€k linie BY-2 lze
predpokladat stres zpisobeny vycCerpanim nckterych Zivin. Pro lepSi pochopeni
fyziologie a metabolismu linie BY-2 a optimalni nastaveni provadénych experimenti
bylo vhodné identifikovat podminky, které jsou za pozorované zmény zodpovédné.
Byly proto vytipovany potencionalné limitujici zZiviny, které byly stacionarnim,
hladovéjicim bunkdm externé doddny do vycerpaného média ve formé a mnozstvi
v jakém jsou dostupné ve standardnim kultivatnim médiu. Témito Zivinami byl dusik

(dodéan jako NH4NOs), cukry (testovana jak sachardza, tak glukoza) a fosfor (dodan
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jako K,;HPO,), u néjz je literarn€ publikovano, ze je pfi standardnim kultivacnim
protokolu limitujicim faktorem ristu bunék linie BY-2 (Nagata et al. 1992).
Staciondrni kultura exprimujici RGSI:GFP byla filtrovana, vyCerpané médium bylo
obohaceno vZzdy jednou zuvedenych zivin a do upraveného meédia byly nasazeny
(vraceny) vzorky bun¢k odpovidajici ptiblizné 10 % denzity stacionarni suspenze resp.
denzit¢ 2. az 3. dne SBI scilem umoznit obnoveni délivé aktivity bunék.
Nejmarkantnéj§i reakce spojena snavratem signalu RGS1:GFP do plasmatické
membrany a obnovenim dé€livé aktivity byla pozorovéana u aplikace cukrti a fosforu.
Aplikace dusiku naopak tuto obnovu inhibovala. Prekvapivym zji§t€énim bylo, Ze
k ¢astecné relokalizaci signdlu do membrany a naznakiim mitotické aktivity (MI <
2%) doslo téz u kontroly, kde doSlo pouze k nafedéni stacionarnich bunék ve
vy&erpaném médiu (Sonka a Srba nepublikované vysledky). Z toho lze vyvozovat, e
stacionarni, pln¢ narostla kultura bunééné linie BY-2 neni stresovana jen absenci
nekterych zivin (napf. cukry nebo fosfor), ale také nedostatkem kysliku (hypoxie).
Cyklicka relokalizace, pravdépodobné spojend s degradaci RGS1:GFP by mohla
ukazovat na moznost, Ze systém heterotrimernich G-proteinii je néjakym zpiisobem
2012). Za pravdépodobnéjsi vysvétleni piesunu fluorescencéniho signalu RGS1:GFP do
vakuoly vSak lze povazovat nespecifickou reakci na stres spojenou s autofagii
(Toyooka et al. 2006).

Zjisténi, ze je mozné u hladovéjicich bun€k obnovit nativni lokalizaci
RGS1:GFP v plazmatické membrané¢ pouhym zfedénim a dodénim K,HPO, bylo
kli¢ové pro dalsi experimentalni praci pii studiu ulohy RGS1 v cukerné signalizaci.
Podatilo se tak nalézt podminky, kdy se cukerné¢ vyhladovélé buiiky nachazeji
v prostifedi zcela bez cukrli a zarovenn vykazuji nativni lokalizaci fluorescencné
znaéeného RGS1 (Sonka a Srba nepublikované vysledky). Toto uspotadani umoziuje
sledovat reakci bun€k (zmény lokalizace RGS1) po definované aplikaci vybranych
cukrti.

Prvotni charakterizace linii exprimujicich Ga podjednotku heterotrimerniho G-
proteinového komplexu naznacila mozné zmény v riistové dynamice téchto linii a dale

pak zmény v pfijmu cukri. Aby bylo mozné dat pozorované zmény v rastu do
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kontextu s pfijmem cukrii, byla provedena nejdiive analyza pribéhu metabolizace 3%
sachar6zy standardni, netransformovanou linii BY-2. Vysledky ukézaly, Ze sachar6za
je kulturou nejdfive hydrolyzovdna na glukézu a fruktdézu, nacez je prednostné
spotfebovana glukdza, nasledné fruktdza az se hladina sacharidii v médiu ke konci SBI
ptiblizi uplné nule, viz obr. 2 (Srba a Lipavské nepublikované vysledky, Hartig a Beck
2006). Tento systém, ve kterém se kazdym dnem méni koncentrace a proporce tii
sacharidl je pro experimentalni praci ptili§ slozity. Takto komplexni situaci 1ze jen
nejasné ovliviiovat a pfedevsim interpretace ziskanych vysledkii by byla velmi obtizna
(Hartig a Beck 2006). Proto bylo ptistoupeno k pilotnimu zjednoduseni tohoto modelu
a linie BY-2 (jak kontrolni, tak transgenni) byly experimentalné¢ zasobovany 1,5%
gluk6zou namisto 3% sachardzy (zachovani osmolarity prostiedi). Reakce kultur byly
piekvapivé velmi ptiznivé — rast linii byl téméf normdlni. Byla pozorovana pouze
nepatrné niz8i denzita na konci SBI. Napadnéj$i odchylky od standardné
kultivovanych bunécnych linii byly pozorovany az v pozdéjsich fazich senescence - od
10. dne od nasazeni, napf. nestandardni lokalizace jader v ramci bunéénych fetizkl
(Sonka a Srba nepublikované vysledky). Takto zjednoduseny systém jiz bude mozné
Iépe vyuzit pro métfeni piijmu cukri bunkami, v¢. néasledného méfeni obsahu
rozpustnych cukrii nebo akumulovaného skrobu uvnitt bunék. Namétené hodnoty bude
mozné davat do kontextu s fenotypovymi projevy transgennich linii se zvySenou
expresi genl pro slozky heterotrimerniho G-proteinového komplexu, pfedev§im pak

RGSI a GPAI (=Go).

18



Obr. 6: Bunécna linie tabaku exprimujici RGSI:GFP. A) Exponencialni kultura s proteinem
lokalizovanym v plazmetické membran¢. B) Stacionarni kultura s fluorescencnim signalem ve

vakuole. Méfitko 100 pm.

3.4. Obecna doporucéeni pro hodnoceni fenotypu transgennich
linii odvozenych od linie BY-2

Celkové metodické ptistupy optimalizujici hodnoceni fenotypu bunéénych linii
tabaku byla shrnuta v publikaci Srba et al. (v tisku).

Mezi hlavni diskutované pfistupy lze zatadit nutnost maximalniho mozného
fedéni suspenznich kultur pti subkultivaci. Tento faktor bez dalSich detailli zminuje jiz
Nagata a Kumagai (1999) jako klicovy pro dostateCnou efektivitu synchronizace
bunécéného déleni aplikaci aphidicolinu. Vysledky prezentované v préaci Srba et al. (v
tisku) ukézaly dalsi pozitivni efekty vysokého fedéni bunck. Dlouhy casovy usek
exponencidlniho déleni pomaha ptesné;si kalkulaci parametri, jako je doba buné¢éného
cyklu. Jak bylo popsano v kapitole 3.1.3. elongace a déleni bun¢k jsou dva déje, které
protichlidné plisobi na bunécnou morfologii. Kultura, kterd je maximalnim zptisobem

ziedéna setrvava ve fazi exponencialniho déleni az ¢tyfi dny ze sedmi dnit SBI. Béhem
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této doby dosdhne naprosta vétSina bun¢k minimalni fyziologické délky, kterd je u
vychozi bunééné linie BY-2 pfiblizné¢ 30 um. Po vycCerpani limitujicich Zivin v médiu
se takto morfologicky unifikované buiikky zacnou prodluzovat, ¢imz se zvysi
morfologicka uniformita 1 ve staciondrni fazi. SniZzend variabilita parametrii bunék
dovoluje pofizovani menSich datovych soubor ptfi zachovéni jejich vypovédni
hodnoty a statistické vyznamnosti provadénych testa.

S ohledem na planovani pokusl 1ze doporucit maximalni zefektivnéni postupti
pofizovani primarnich popisnych parametrii. Cas a pracovni nasazeni usetiené pfi
hodnoceni vzorkii je mozné vyuZzit pro zafazeni vétSiho mnozstvi individualnich
transgennich linii nebo jinych variant ¢i opakovani do experimentalniho uspotadani.
To lze povazovat za kliCové pro diavéryhodné odliSeni relevantnich fenotypovych
projevl od vnitini, rozmanité generované variability modelového systému, jez byla
diskutovana vyse.

V tomto sméru Ize velmi doporucit casové odlozené provadeéni cytologické
analyzy, které pocitd s pfipravou vzorkl a jejich fotodokumentaci v prvnim kroku.
Odecitani ¢iselnych hodnot miize byt pak provadéno s vétSim casovym odstupem
z obrazovych dat, Casto automaticky nebo poloautomaticky pouzitim softwaru
obrazové analyzy. V urcitych piipadech lze rovnéz potizovat viceuceloveé snimky, na
nichz lze hodnotit vice parametrl, napi. rozméry bunck, mitoticky index a zaroven
stanovit denzitu analyzované suspenze. Casové oddéleni fotodokumentace a
cytologického hodnoceni umoznuje zpracovani vétSiho mnozstvi vzorka v dostupném
casovém useku. Zaroven redukuje Cas mezi zpracovanim jednotlivych vzorkd, které
mohou mimo kultivaéni zdzemi podléhat nezddoucim zméndm, které¢ by mohly

ovlivnit findlni vystupy.
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4. Zaveéry:

Fenotypové projevy bunétné linie BY-2 a zni odvozenych transgennich
linii 1ze popisovat fadou cytologickych znakli. Mezi zakladni parametry
patii viabilita, mitoticky index nebo rozméry bunck. Pfimé stanoveni
biomasy a jejiho nartstu je problematické. Bylo vSak ukdzéno, ze tento
zakladni parametr lze vérohodné spoclitat ze znalosti rozmérti bunék a
aktualni denzity bunécné suspenze. U dobte synchronnich linii 1ze vypoctem
stanovit n¢které dal$i sekundarni parametry jako je doba trvani bunécného
cyklu ¢i mitozy.

Pro charakterizaci fenotypu transgennich linii je kliCové pfesné stanoveni
variability kontrolnich linii. Kontrolami je doporuceno simulovat i pechod
z kalusoveé podoby do suspenzni kultury. Do experimentalniho uspotfadani je
nezbytné zaradit transgenni linie transformované prazdnym vektorem nebo
reportérovym genem (napi. GFP; Seth et al 1998) s neutralnim
fenotypovym projevem pro srovnani vlivu samotné transformace na
fenotypovou variabilitu studovanych linii. Metody fenotypového hodnoceni
bunéénych linii je vhodné maximalné¢ zefektivnit, aby bylo mozné do
experimentalnich modelll zatradit co nejvice nezdvisle transformovanych
linii. Je to =zikladni piedpoklad spolehlivého odliSeni relevantnich
fenotypovych projevii od ndhodnych a tézko interpretovatelnych zmén.
Morfologickou 1 fyziologickou wvariabilitu bunék testovanych linii lze
snizovat maximalnim fedénim bunécnych suspenzi pii subkultivaci. Tento
efekt byl jiz diive publikovan (Nagata a Kumagai 1999), v aktudlni praci je
vSak blize charakterizovan vliv vysokého ftedéni na fyziologickou
synchronizaci bunék. Rovnéz je dokladovan pozitivni vyznam maximalné
uniformnich a fyziologicky synchronnich linii pro stanovovani nékterych
parametrl (napt. délka bunééného cyklu).

Pti studiu fenotypovych projevll zvySené exprese genu pro hybridni
prolinem bohaty protein NtHyPRP1 byla prokazana nadmérna elongace

transgennich linii v porovnani s kontrolami. Modelovad situace rovnéz
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ukdzala na moznost maskovani projevii modulované exprese genu
zpétnovazebnym snizenim exprese internich gent téZe rodiny.

Pti charakterizaci transgennich linii exprimujicich geny pro proteiny RGS1
a jeho zkracené varianty fuzované s GFP byl potvrzen vyznam C-termindlni
domény tohoto proteinu pro jeho schopnost vytvaret vacky v reakci na
zvySeni extracelularni koncentrace glukézy. Pro dalsi studium vyznamu
hetrotrimernich G-proteinli v cukerné signalizaci a regulaci bunécné
proliferace byl modifikovan kultivaéni postup linii BY-2 - sacharéza byla
nahrazena glukézou, ¢imZz bylo zjednoduSeno heterogenni ,,cukerné
prostiedi* spojené s  pozvolnym  Stépenim  sacharézy  a
naslednou nerovnomérnou utilizaci hexo6z. Suspenzni kultury se tak staly
efektivnim, fyziologicky synchronnim modelem pro studium vlivu
jednotlivych komponent heterotrimerniho G-proteinového systému na

metabolismus cukrl a regulaci bunééného déleni.
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ad 2) Priprava konstruktl a nasledné transgennich linii tabdku exprimujicich
NtRGS1 a jeho zkracené varianty fuzované s GFP. Cytologicka analyza
transgennich linii.

ad 3) Ptiprava rukopisu. Optimalizace metod. Cytologickd analyza bunécnych
linii tabdku. Zakladni statistické zpracovani biometrickych dat. Podil

uvedenych spoluautorti byl ptedev§im konzultacni.
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Plakatova prezentace

Srba M., Fischer L.: Metody hodnoceni pfirozené a transgenozi navozené
morfologické variability bunéénych linii BY-2, klonovéni transgennich linii BY-2.
Konference fesiteldi centra zidkladniho vyzkumu REMOROST, Cejkovice 13.-14.9.
2007. Prednaska

Srba M.: Vyvoj aerenchymu v kofenech moktadnich rostlin a metodické ptistupy k
jeho studiu. Konference fesitell centra zakladniho vyzkumu REMOROST, Kitiny 11.-
12.9. 2008. Prednaska

Srba M.: Zmény symplastického propojeni bun¢k primarni kliry rostoucich kotenti
kukutice a rdkosu. Konference feSiteltl centra zakladniho vyzkumu REMOROST,

Pod¢brady 14.-15.9. 2009. Prednaska

Srba M., Vaskova K., Soukup A.: The symplastic cell interconnection changes during
maize and reed root cortex development. 7th. Root Research and Application, Viden,

4.9. 2009, Sbornik abstrakt s. 57. Plakatova prezentace
Sonka J., Srba M., Fischer L.: Heterotrimeric G-proteins in plant signaling.

Conference on Biotechnology and Biomedicine - 13. 4. 2012 Brno. Piednaska s

abstraktem v publikovaném sborniku (ISBN 978-80-210-5811-8; str. 80)
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