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ZOZNAM SKRATIEK

3MA 3-metyladenin

35S Silny promoétor izolovany z virusu CaMV
AD Activation domain

Arabidopsis Arabidopsis thaliana

AVI Antokyanové vakuoldrne inkluzie

BD Binding domain

BS Bunkova stena

CDNB 1-Chloro-2,4-dinitrobenzén

CGS Glukozilkeramid syntaza

DELTA-TIP Akvaporin vo vakuole

DMSO Dimetylsulfoxyd

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DTT Ditiotreytol

ER Endoplazmatické retikulum

FL RabG3b Cela forma RabG3b

FRET Forsterov rezonan¢ny prenos energie
GFP Zeleny fluorescencny protein

GTPaza guanozintrifosfataza

HDEL Tetrapeptid (hstidin, aspartat, glutamat, leucin) na C konci

proteinov, ktoré smeruju do ER

MPA Misopeponovy agar

MPB Maisopeptonovy bujon

MS Murashige a Skoog (1962)
NAR Naringenin

PI-3K Fosfatidylinozitol-3-kinaza
Pl Ffosfatidylinositol

PtdIns3K Ffosfatidylinositol 3-kinaza
PCD Programovana bunkova smrt’


https://cs.wikipedia.org/wiki/Murashige_a_Skoog_%281962%29

PDMP

RFP
RNA
PCR
SNARE

UPR
WT
v-TIP

D-L-threo-1-phenyl-2-decanoyl amino-3-morpholino-1-
propanol

Cerveny fluorescenény protein

Ribonukleova kyselina

Polymerase chain reaction

Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein
receptor

Unfolded protein response

Wild type — divoky typ

tonoplastovy vnutorny protein
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ABSTRAKT

Exocyst je puataci proteinovy komplex, ktory je evolu¢ne konzervovany v zivocisnych,
kvasinkovych, ale aj rastlinnych bunkach. Ma doélezitd tlohu v riadeni bunkovej
morfogenézy a polarity. Funkciou tohto puataciecho komplexu je naviazat’ sekrétoricku
vezikulu na spravne miesto v plazmatickej membrane v predposlednom kroku
exocytozy. Tento proces je pre fungovanie a prezitie bunky esencialny. Dal§im
doélezitym procesom prebiehajucim v bunke, na ktorom sa podiel’a exocyst je autofagia.
V rastlinach ma podstatnii tlohu v odpovedi na hladovanie, starnutie, abioticky a
bioticky stres a doleziti ulohu tu hra podjednotka exocystu v Arabidopsis thaliana
Exo70B1. RabG3b je mala GTPaza, ktora ma pozitivnu tlohu v iniciacii autofagie v
Arabidopsis. Preto sa v tejto praci zaoberam interakciou tejto aj niektorych d’alSich
RabGTPaz s podjednotkami komplexu exocyst Exo70B1, Exo70B2 a Ex084b. Dalej
som sa v tejto praci venovala zmenam morfologie topnolastu pri indukcii a inhibicii

autofagie a pri indukcii tvorby a ukladania antokyanov v Arabdopsis thaliana.

KPucové slova: exocyst, autofagia, Rab GTPaza, interakcie proteinov, dvojhybridny

kvasinkovy test, Arabidopsis thaliana, vakuola, vakuolarne invaginacie
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ABSTRACT

Exocyst is a binding protein complex, which is evolutionary conserved in yeast, animal
and in plant cells. It has crucial role in regulation of cell morfogenesis and cell polarity.
The function of the exocyst complex is binding of secretoric vesicle to the proper side
on plasma membrane in penultimate step of exocytosis. This process is essecial for
function and survival of cell. Another process crucial for the cell is autophagy. In plants
autophagy plays important role in the responses to nutrient starvation, senescence,
abiotic and biotic stress. RabG3b are small GTPases, which have positive role in
autophagy. In this work | described the interaction between RabG3b and some of
subunits of exocyst complex: Exo70B1, Exo70B2 and Exo084b. | also studied changes in
morfogenesis of tonoplast by induction and inhibition of authophagy and induction of

anthocyans synthesis in Arabidopsis thaliana.

Keywords: exocyst, autophagy, Rab GTPase, interactions of proteins, yeast
doublehybrid screen, Arabidopsis thaliana, vacuole, vacuolar invaginations
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TEORETICKY UVOD

1.1 Uloha komplexu exocyst vo vezikuldrnom transporte
Transport vezikal je proces, ktory je Zivotne dolezity pre vSetky eukaryotné

organizmy. Zahfna Specificky transport a fiziu makromolekil membranovych
kompartmentov v ramci bunky, ale aj pri transporte von z bunky. Procesy ako su
splyvanie vezikul, ale aj transport z donorovej membrany na cielené miesto a nakoniec
aj samotna flzia membran, musia byt presne regulované. Klucovu ulohu v tejto
regulacii maji malé proteiny Rab GTPazy a ich efektorové proteiny. Napriklad Rab
GTPazy lokalizované na povrchu vezikul Specificky interaguju s putacim komplexom,
ktory sa nachadza na cielenej membrane. Tato interakcia umoznuje priputanie vezikuly
k membrane a ich faziu cez putaci komplex N-ethylmaleimide - sensitive factor
attachment proteine receptor (SNARE) (Carter et al., 2004; Jurgens, 2004; Sutter et al.,
2006).

Dalsi komplex, ktory je zahrnuty v putani sekrétorickych vezikiil odvodenych z

Golgiho aparatu, je oktamtricky komplex exocyst. (obrazok review The exocyst
complex in polarized exocytosis)
Exocyst interaguje s putacim komplexom SNARE a mé& vplyv na jeho spravne
zostavenie: cicavéi exocyst nachadzajuci sa v mozgu Kko-imunoprecipituje s
neuronalnym syntaxinom Secl, ktory sa viaze na SNARE a stimuluje fiziu membran
(Hsu et al., 1996; Wiederkehr et al., 2004). V kasinkach sa in vitro ukazala interakcia
kvasinkovej podjednotky exocyst Sec6 s podjednotkou komplexu t-SNARE Sec9. Prave
tato interakcia moZe sposobovat inhibiciu interakcie Sec9 s d’alsim t-SNARE proteinom
Ssol. Dalsia podjednotka komplexu exocyst Exo84 interagije s kvasinkovym
homologom Sro7/77, ktory sa viaze na Sec9 a aktivuje ho. Sro7/77 je downsteam-ovy
efektor Rab GTPazy Sec4, ktora reguluje troven post-Golgi v exocytoze (Grosshans et
al., 2006; Lehman et al., 1999; Sivaram et al., 2005; Zhang et al., 2005b).

V bunkach cicavcov, podjednotka komplexu exocyst Exo70 interaguje s t-

SNARE viazucim proteinom Snapin (Bao et al., 2008).
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1.1.1Komplex exocyst
Je to oktametricky putaci komplex, ktory pozostdva z 8 proteinovych

podjednotiek: Sec3, Secb, Sec6, Sec8, Sec10, Secl5, Exo70 a Exo84 (Hsu et al., 1996;
TerBush and Novick, 1995; TerBush et al., 1996).

Povodne boli prvé tri podjednotky komplexu exocyst objavené v modelovom
organizme Saccharomyces cerevisiae: Sec6, Sec8 a Sec15 (TerBush and Novick, 1995).
O rok neskor boli objavené dalSie Styri podjednotky: Sec3, Sec5, Secl0 a Exo70,
takisto v kvasinkach (TerBush et al., 1996). Cicav¢i komplex exocyst pozostava
Z homologov vsetkych tychto proteinov (Hsu et al., 1996; Kee et al., 1997).

Tento putaci komplex bol popisany na nerastlinnom eukaryotickom modely
(patria tam organizmy ako napriklad kvasinky, Drosophila melanogaster, mys, potkan,
Clovek...), kde napomaha cielenému putaniu sekrétorickych vezikal k plazmatickej
membrane. Vd'aka tejto jeho funkcii je zahrnuty v réznych fyziologickych procesoch,
vratane polarizovanej exocytozy: dokazuju to exocysticky mutanti, ktori maji
zablokovanu sekréciu a sekrétorické vezikuly akumulujt vo vnutri (Guo et al., 2001; He
etal., 2007; Novick et al., 1980; Zhang et al., 2005a)

Putaci komplex exocyst je zahrnuty v roznych procesoch bunky ako je
cytokenéza, pohyby bunky, vznik tumoru, ciliogenéza. M4 doéleziti ulohu v rade
vyvojovych procesov ako napriklad zaloZenie, alebo zmena epitelidrnej polarity,
determinacia embrya, vyvoj oka, oogenézia. V rastlinach je doleZity pre polarizovany
rast buniek, napriklad v pelovych vrecuSkach, alebo predlZzovaci rast hypokotylu. Je
dolezité si uvedomit’, Ze komplex exocyst mé funkciu nielen na tkanivovej (pletivovej)

urovni, ale aj na organovej urovni (He and Guo, 2009).

1.1.2 Zavislost’ funkcie exocystu na aktine
Zavislost na aktine nie je uUplne jednoznacna. Zavisi hlavne na funkcii danej

podjednotky exocystu. V kvasinkach je Sec3 lokalizovany na $picke pucika nezavisle
od aktinovych vlakien (pozdiz nich sa transportuju vezikuly), ale polarizacia Exo70 sa
zda byt Ciastocne zavisld od aktinu. Ostatné podjednotky komplexu exocyst su

asociované s exocytickymi vezikulami a st zavislé od aktinovych filamentov, aby mohli
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byt prenesené k miestam exocytozy (Boyd et al., 2004; Finger et al., 1998; Zajac et al.,
2005; Zhang et al., 2005b).

1.1.3 Mechanizmus pripojenia Sec3 a Exo70 k plazmatickej membrane
Fosfoinozitidy mézu mat’ funkciu zhromazd’ovania putacich proteinov k Specifickym

membranovym kompartmentom, ktoré putaju vezikuly (Guo et al., 2001; Zhang et al.,
2001).

Stadie odhalili, Ze obe podjednotky komplexu exocyst sa viazu na fosfatidylinozitol 4,5-
bisfosfat (P1(4,5)P2), ktory je lokalizovany na vnuatornej strane plazmatickej membany.
Dokazali to experimenty s mutantnymi kavasinkami Saccharomyces cerevisiae, ktoré
mali znizené mnozstvo PI(4,5)P, v plazmatickej membrane, v dosledku ¢oho sa
komplex exocyst nemohol naviazat' na plazmaticki membranu. Narusenie interakcie
P1(4,5)P, s proteinmi Sec3 a Exo70 spdsobilo blokovanie asociacie plazmatickej
membrany s komplexom exocyst, ¢o zapriCinilo naruSenie celkovej sekrécie, rastu
bunky a dokonca az bunkovu smrt’.

Sec3 interaguje s PI(4,5)P, cez polybazické oblasti na N-terminalnej doméne.
Exo70 interaguje s P1(4,5)P, skrz mnozstvo bazickych oblasti na C-terminalnej doméne.
Tieto oblasti st konzervované a popisané boli jednak v Saccharomyces sp., ale aj v
cicavéich bunkach (He et al., 2007; Liu et al., 2007; Zhang et al., 2008). Tieto bazické
oblasti su malo distribuované v primarnej sekvencii, si ulozené v klastroch a tvoria
pozitivne nabity povrch na C-terminalnom konci Exo70 (Dong et al., 2005; Hamburger
et al., 2006; Moore et al., 2007).

1.1.4 Recyklacia plazmatickej membrany cez endozomy
V zZivocisnych bunkach sa exocyst zlcastiiuje recykldcie membran cez endozomy a

vel'mi pravdepodobne aj v rastlinach. Typ nékladu v recyklujucich vezikulach je ureny
réznym typom buniek. Von sa naklad dostane exocytézou a do vnutra bunky sa naklad
dostane vd’aka internalizacii (Casto cez receptory) plazmatickej membrany klatrinovou
¢i Kklatrin-nezavislou endocytézou. Loss off function komplexu exocyst spdsobuje

blokovanie recyklacie a hromadenie nékladu v recyklujucich endozémoch.
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V zivocisnych bunkach je exocyst lokalizovany jednak na plazmatickej membrane, ale
aj na perinuklearnych membranovych kompartmentoch. Méze to umoznit’ r6znorodost’
funkcii komplexu exocyst v roznych trovniach vezikularneho transportu. NaruSenie
Specifického palu komplexu exocyst vedie k defektom vezikularneho transportu (Oztan

et al., 2007; Prigent et al., 2003; Yeaman et al., 2001; Zhang et al., 2004).

1.2 EXOCYST U RASTLIN
V rastlinach boli exocystu podobné Struktary objavené vroku 2004

elektronovou topografickou analyzou, ktorou sledovali formovanie plazmatickej
platni¢ky pocas cytokynézy v A. thaliana. Vedci si v8imli pritomnost’ $truktar o dizke
24 nm, ktoré putaju vezikuly. Tieto Struktiry sa vel'mi podobali pataciemu komplexu
exocyst v bunkach cicavcov a v bunkdch kvasiniek, v ktorych boli pozorované
elektronovou mikroskopiou (Hsu et al., 1998).

Hlavnym rozdielom medzi rastlinnym a nerastlinnym exocystom je ten, Ze v

rastlinnych bunkach sa vdc¢Sina génov komplexu exocyst nachddza v mnohopocetnych
kopiach (Elias et al., 2003; Synek et al., 2006). Rastlina tak ziska vysSiu plasticitu pri
vyrovnavani sa so stresovymi podmienkami, a tieZ to znaci, ze exocyst je pre rastlinu
skutocne dolezity.
Komplex exocyst ma podstatni ulohu v morfogenézii rastlin. Potvrdili to viaceré
experimenty a mutacie v podjednotkach exocystu: v kukurici (Zea mays) to bola
transpozonova inzercia do homologu SEC3, ktora spdsobila mutaciu roothairlessl, a ta
sposobila zlyhanie predlZzovacieho rastu koreniovych vlaskov, poskodeny rast buniek
a znizené mnozstvo buniek (Tsui-Jung Wen, 1994; Wen et al., 2005). V Arabidopsis
thaliana mutacia exo70Al vykazovala podobny fenotyp ako mutacia v kukurici
roothairlessl. Mutanti mali poskodeny rast buniek (predlzovaci rast etiolovaného
hypokotylu, predlZovanie stigamtickych papil) a znizené mnozstvo buniek (Synek et al.,
2006). A. thaliana sec8 mutant mal poskodené klicenie a rast Spicky pel'ového vrecuska
(Cole et al., 2005)

Vroku 2007 Lavy aspol. demonstrovali interakcie medzi rastlinnym
komplexom exocyst a malymi GTPazami. Ako modelovy organizmus pouzili A.

thaliana a pomocou metédy dvojhybridného kvasinkového testu objavili interakciu
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medzi ICR1 adaptorom a aktivnou Rop GTPazou a tiez SEC3 podjednotkou exocystu
7da sa, ze na rozdiel od priamych interakcii exocysta s aktivovanymi Rho GTPazami u
zivo¢ichov a kvasiniek, interakcie u rastlin mozu byt sprosredkované adaptorovymi
bielkovinami.

Na zdklade tychto Studii modzeme povedat, Ze exocyst je zapojeny
V polarizovanom raste buniek. Ale je rastlinny exocyst funkény komplex? Hypotéza
existencie exocystu ako komplexu v rastlinach bola navrhnutd na zaklade objavenych
ortolognych génov, ktoré koduju 8 podjednotieck exocystu v bunkach kvasiniek
a cicavcoch. Nakoniec sa potvrdila ich pritomnost’ aj v rastlinnom genome. V roku 2008
Michal Hala a d’alsi z nasho laboratéria spracovali mnozstvo dat z analyz v oblasti
genetiky, bunkovej bioldgie a biochémie a zistili, Ze podjednotky rastlinného exocystu
naozaj pracuju ako funkény komplex, a je potrebny pre polarizovany rast buniek jednak
v sporofyte, ale aj v gametofyte.

Dalsie ich data odhalili, Ze schopnost’ podjednotick pracovat’ ako komplex je
potrebny pre udrzanie, a zaroven zvysuje efektivitu funkcie exocystu v mechanizmoch
rastu v pelovych vrectiskach - sam¢om gametofyte (Hala et al., 2008; Hsu et al., 1998;
Lavy et al., 2007; Otegui and Staehelin, 2003; Segui-Simarro et al., 2004).

1.3 AUTOFAGIA

Rastliny si vyvinuli sofistikované mechanizmy, ktoré im umoziuju prezit' v
nepriaznivom prostredi, dokonca aj s nevyhodou ich sesilného spdsobu zivota. Jednym
takym mechanizmom je autofagia, proces degradacie makromolekul, ktoré recykluju
poskodeny, alebo nepotrebny bunkovy material. Ale rastliny nie s jediné organizmy,
ktoré tento mechanizmus vyuZzivaji. Zakladné procesy autofagie su konzerované v
eukaryotickych organizmoch od kvasiniek cez Zivocichy, az k rastlinam (Bassham,

2007; Mehrpour et al., 2010; Yang and Klionsky, 2009). Obrazok autofagie

1.3.1 Typy autofagie
Autofégia je zlozity mechanizmus a zahfia viacero typov odvodenych od funkcie alebo

cielenia autofagie. Zatial’ boli popisane len typy, ktoré a zahrituji mikroautofagiu

17



(Mijaljica et al., 2011), makroautofagiu (Klionsky, 2005), autofagiu sprostredkovant
cez chaperony (Orenstein and Cuervo, 2010) a autofagiu zamerana na organely
(Reumann et al., 2010). V rastlinach bola najcastejSie pozorovana mikroautofagia a
makroautofagia (Bassham et al., 2006). Mikroautofagia zahffia formovanie malych
intravakuolarnych vezikul nazyvanych autofagické telieska, ktoré vznikaju
invaginaciami do tonoplastu. Makroautofagia zahfna cytoplazmatické autofagozomy,

ktorych obsah je preduréeny k degradacii (Bassham et al., 2006).

1.3.2 Makroautofagia
Principom makroautofégie je tvorba autofagozomov (Struktur s dvojitou membranou),

ktoré vznikaju pri indukcii autofagie. Autofagozém sa za¢ne formovat’ okolo
bunkového materidlu predurc¢en¢ho k degradécii a nasledne je doruceny k vakuole.
VonkajSia membrana po priputani k vakuole splyva s tonoplastom a naklad vovnutry
autofagozému je rozlozeny vakuolarnymi hydroldzami aj spolu s vnatornou

membranou.

1.3.4 Mikroautofagia
Je menej znama a funguje na principe vchlipovania membrany lyzozému (v Zivo¢iSnych

bunkéch), alebo vakuoly (v rastlinnych bunkach a v hubach). Membréna zac¢ne tvorit’
invaginacie tvarované do autofagického tunela, ktory je vyplneny cytoplazmou (De
Duve and Wattiaux, 1966)

Mikroautofagiu delime na neselektivnu (v Zivo¢isnych bunkach) a selektivnu (v
kvasinkach). Neselektivna zahfiia rozpustné vnutrobunkové substraty v tunelovych
invagindcidch. Na druhej strane selektivna autofagia oddel'uje Specifické organely s
pahylovitymi vybezkami. T4 sa d’alej Cleni na: mikropexofagia (degradéacia
peroxyzdmov), postupna mikroautofagia jadra (PMN), mikromitofagia (degradacia

mitochondrii) (Li et al., 2012).
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Aj napriek tomu ze vedci $tudujt autofagiu uz dlhé roky, tak o jej molekularnych
mechanizmoch zatial’ vieme len vel'mi malo - a to prave u rastlin. Zatial’ sa podarilo
odhalit’ niekol’ko funk¢énych génov popisanych hlavne na kvasinkach.

Vedci identifikovali viac ako 30 génov: kindzovy komplex Atgl - Atgl3, Atg9 a
asociované proteiny ako st komplex fosfatidylinositol 3-kinaza (PtdIns3K) a dva

systémy podobné ubiquitinovym modifikaciam (Yang and Klionsky, 2010).

1.3.5 Uloha SNARE v autofagii
Aby sa auofagozoém dosal do vakuoly, musi jeho vonkajSia membréna splynuat’ s

vakuolarnou membranou. Tento mechanizmus sprostredkuje komplex SNARE, ktory
som spominala aj v kapitole literarneho prehl'adu o komplexe exocyst. V mechanizme
autofagie v kvasinkach je zodpovedny za procesy fuzie a expanzie autofagozému do

vakuoly cez regulaciu organizacie Atg9 (Nair et al., 2011; Yang and Klionsky, 2009)

1.3.6 Fosfoinositid 3 - kinaza (PI3K) a jej inhibitor 3MA
PI3K je lipidick4 kinaza, ktora fosforiluje fosfatidilinositol (PI). Je dolezitym

regulatorom rastu buniek, metabolizmu a podiel’a sa na samotnom preziti bunky (Knight
and Shokat, 2007). Je aktivovana receptorovou tyrozin - kinazou a inymi receptormi
nachadzajucimi sa na povrchu bunky. PI3K syntetizuja PI3P, PI(3,4,5)P3 (memranové
lipidy (Vanhaesebroeck et al., 2001).

V zivoc¢iSnych bunkach sa vyskytuju 3 druhy PI3K: I PI3K fosforyluje hlavne PI
4,5-bisfosfat, pricom vznikne fosfatidylinositol 3,4,5-trifosfat (P1(3,4,5)P3), zatial’ ¢o 111
P13K/hVps34 fosforyluje iba P1 za vzniku fosfatidylinositol 3-fosfat (PI3P). Skupina IT
PI3K katalyzuje PI3P a P13,4-bisfosfat (Backer, 2008; Engelman et al., 2006).

III PI3K/hVps34 je pozitivny regulator autofagie, konkrétne ma funkciu vo
vezikularnom transporte a v endozomalnom alebo lyzozomalnom procese. Pri indukcii
autofagie, Vps34 sa zaktivuje a zo skorého endosomalneho kompartmentu prejde na
novo vznikajlcu autofagicki membranu (Backer, 2008; Chang et al., 2009)

3-metyladenin (3MA) je latka, ktora sa pouziva ako bezny inhibitor autofagie,

pretoze inhibuje prave aktivitu 111 PI3K (Wu et al., 2010).
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1.4 VAKUOLA

Vakuola je organela, ktord je nevyhnutne potrebna pre sesilny sposob zivota rastlin.
Vykonava vela funkcii: udrziava turgor, protoplazmicku homeostazu, ukladanie
metabolickych produktov, pohlcuje xenobiotikd, travenie zloziek cyplazmy.

Material vovnutry rastlinnej vakuoly pochddza z dvoch drah a to z
intracelularnej biosyntetickej drahy a koordinovanej endocytickej drahy. Biosynteticka
dradha zahfnia triedenie proteinov uréenych vakuole od tych, ktoré maji byt
transportované na povrch bunky. Druhd zahfila endocytézu materidlov z plazmaticke;j
membrany, autofagicki drahu formovania vakuoly a samotny transport materialu do

vakuoly (Battey et al., 1999; Marty, 1999; Sanderfoot and Raikhel, 1999)

1.4.1 Akvaporiny a-TIP, y-TIP, A-TIP

V jednej bunke sa mdze nachadzat’ viacero vakuol s odli$nou funkciou. Tato diverzita je
definovana pritomnostou odlisSnych akvaporinov na tonoplaste: a-TIP (tonoplastovy
vnutorny protein) a A-TIP sa nachddzaju na tonoplaste zasobnej vakuoly a y-TIP na
tonoplaste lytickej vakuoly (Jauh et al., 1999). Vdaka ich pocetnosti sa pouzivaju ako
znacky pre vizualizaciu tonoplastu. Vizualizované su bud’ imunofluorescenciou (Jauh et
al.,, 1998, 1999), alebo stabilnou pripadne tranzientnou expresiou fluorescenénej

proteinovej fuzie (Mitsuhashi et al., 2001; Oufattole et al., 2005).

1.4.2 Antokyany

Spolu s betalainmi a karotenooidmi tvoria najvacsiu skupinu rastlinnych pigmentov a
vykonavaji réznorodé funkcie v oblasti ekofyziologie (Grotewold, 2006). Syntetizuja
sa fenylpropanoidovym metabolizmom v kooperacii medzi plastidmi a Vv
endoplazmatickom retikule (ER). Akumuluja sa v centrdlnej vakuole, kde vykonavaju
antioxidativne funkcie (Hrazdina and Wagner, 1985). Aby mohli vykonavat’ funkciu
pigmentu, potrebuju kyslé vakuolarne pH (Yoshida et al., 1995). Preto je dolezité aby sa
antokyanové prekurzory dostali z ER do vakuoly. Antokyany mdézu vstupovat do
vakuoly dvomi cestami. Jedna cesta je sprostredkovana cez GST-ligandinové

transportéry. U Arabidopsis je to TT19 (Sun et al., 2012). Zablokovanim importu
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antokyanov do vakuoly inhibiciou GST-ligandinovych transportérov napriklad 1-
Chléro-2-4-dinitrobenzénom sa nezabranilo akumulacii antokyanov vo vakuole, ale
narastol poc¢et AVIs (Poustka et al., 2007). To znamena, Ze pre transport a akumulaciu
antokyanov existuje d’alSia alternativna cesta, ktora zahfa autofagiu. Takze antokyany

mozu do vakuoly vstupovat priamo z ER a nejdu cez Golgi drahu (Poustka et al., 2007)

1.4.3 Vakuolarne invaginacie
Vakuola tvori vchlipeniny (invaginacie), ktoré boli popisané v kvasinkach (Miiller et

al., 2000). V rastlinach su zrejme vysledkom akumula¢ného mechanizmu vnosu
nakladu, v priebehu ktorého sa tvoria invagindcie. Va¢Sinou su rozvetvené. V zuZenych
miestach su zlozené skor z proteinov a naopak v Spickach, ktoré maji schopnost’ pucat’
su bohaté na lipidy (Miiller et al., 2000). Zaujimavé je, ze sa o tychto vchlipeninach
vela nevie, vlastne iba to, Ze existujd. SG prace, ktoré naznacuju, Ze su
mikroautofagneho charaktru (Conn et al., 2010) Cez vakuolarne invaginacie sa mozu
transportovat’ do vakuoly antokyany, vakuolarne ATPazy, ale mozno sa takto
trasportuji aj iné latky s fenypropanoidovym metabolizmom podobné antokyanom

(Kulich and Zérsk}'/, 2014; Poustka et al., 2007; Viotti et al., 2013).
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2.CIELE

V ramci usilia o pochopenie mechanizmov Gcasti komplexu exocyst v regulacii

autofagie:

1. Charakterizovat’ moznu interakciu autofagickej Rab GTPazy RABG3b pomocou
dvojhybridného systému v kvasinke s vybranymi podjednotkami exocystu.

2. Sledovat’ dynamiku tonoplastu a endoplazmatického retikula po farmakologicke;j

indukcii ¢i inhibicii autofagie vo WT Arabidopsis thaliana.
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3. METODY

3.1 PESTOVANIE RASTLIN A BAKTERII

3.1.1 Sterilna kultivacia Arabidopsis thaliana

Semena Arabidopsis som 20 minat nechala trepat’ v sterilizaénom roztoku, ktory bol
zlozeny z 1,5 ml 20 % SAVA a 1 ul detergentu JAR. Po uplynuti sterilizaénej doby som
semena za sterilnych podmienok vo flow-boxe ALPINA trikrat premyla sterilnou
destilovanou vodou a nésledne preniesla do chladnicky, kde 2 dni prebiehala ich
vernalizacia pri 4 °C. Potom som semend vysiala pomocou mikropipety na polovi¢né
MS médium (Murashige and Skoog, 1962) v Stvorcovych Petriho miskéch, ktoré som
nasledne umiestnila v zvislej polohe do kultiva¢nej miestnosti, kde sa udrziavalo
konstantné prostredie: 20 °C, vlhkost’ 40 %, 16 hod. svetlo/8 hod. tma, oziarenie 100

pumol/m?/s.

3.1.2 Nesterilna kultivacia Arabidopsis thaliana
Nesterilnu kultivaciu som vyuzila pre zber semien. Semena Arabidopsis som vysiala po
5 ks na raselinové pelety (Jiffy) a na dva dni uloZila do chladovej miestnosti pri 4 °C.

Nasledne som ich preniesla do kultiva¢nej miestnosti, kde sa udrziavalo konStantné

prostredie: 20 °C, vlhkost’ 40%, 16 hod. svetlo/8 hod. tma, oziarenie 100pumol/m?/s.

3.1.3 Média

¥ MS médium (Murashige and Skoog, 1962):
Zmiesala som 1,1 g MS média + B5 vitamin (Duchefa M0231), 8 g rastlinného agaru, 5
g sachar6zy, doplnila destilovanou vodou do 500 ml a pH som upravila na hodnotu 5,4.

Pre niektoré experimenty som pouzila 2 MS médium bez sachardzy.
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YEPD médium:

Zmiesala som 2,75 g kvasinkového extraktu, 5,5 g pepténu a 5,5 mg adeninu, doplnila
destilovanou vodou do 250 ml, po autoklavovani (121°C, 0,144 MPa, 20 min. v
autoklave Omega™Media alebo v autokldve SYSTEC) som pridala sterilna 50 %
glukéza (10ml).

SD médium:

Zmiesala som 2,68 g yeast nitrogen base bez aminokyselin, 8 g rastlinného agaru,
vhodny drop out, doplnila do 400 ml destilovanou vodou, po autoklavovani som pridala
16 ml 50% sterilnej glukézy.

MPB médium (Ames et al., 1999; Postgate, 1963):

ZmieSala som 25g zivného bujonu €. 2 s destilovanou vodou, ktort som doplnila do 11

a nakoniec som upravila pH na hodnotu 7,5.

MPA médium:

Zmiesala som 23 g zivného agaru a 10 g NaCl a doplnila destilovanou vodou do 1 I.

3.1.4 Priprava kompetentnych buniek Escherichia coli, kmeii DH5a (E.coli)

Najskor som zaockovala Petriho misku s MPB médiom kompetentnymi bunkami E.coli
Z laboratornych zbierok. Cez noc som ju nechala inkubovat’ v 37 °C v termostate Q-
CELL. Nasledujuci den som za sterilnych podmienok vo flow-boxe ALPINA odobrala
jednu koléniu pomocou sterilného Sparadla (v autoklave Omega™Media, alebo
v autoklave SYSTEC pri 121°C, 0,144 MPa, 20 min.) a preniesla ju do 10 ml sterilného
MPB média. Za staleho mieSania (210 rcf) som ju nechala inkubovat’ cez noc v 37 °C v
trepacke (GFL 3005). Na druhy den som cely objem narastenej kultiry premiestnila do
1 I MPB média a nechala ju kultivovat’ v 37 °C v trepacke (GFL 3005) pri 210 rcf po
dobu, kedy ODgyp dosiahlo hodnotu 0,5 az 0,8. Narastenu kultiru so spravnym ODggo
som nasledne rozdelila do 50 ml skimaviek a nechala ju oddychovat’ 15 min na Tl'ade.
Potom som ju centrifugovala pri 4 °C d’al$ich 15 min pri 3 600 rcf. Pelet som rozpustila

v1 | destilovanej vody anechala som to centrifugovat 15 min pri 4 °C. Tento
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precisteny pelet som rozpustila v 0,5 | destilovanej vody a znovu som to centrifugovala
15 min pri 4 °C pri 3 600 rcf. Druhykrat precisteny pelet som rozsuspendovala v 20 ml
10% glycerolu. Zmerala som ODggo, na zaklade ktorého som neskor urcila kone¢né
mnozstvo glycerolu tak, aby vysledna koncentracia buniek E.coli bola vyssSia ako 3 x
10" buniek (pokial 108 bunieck méa hodnotu ODgg 0,1 ) Bunky v glycerole som
centrifugovala pri 4 600 rcf v 4 °C a pelet som rozsuspendovala v rozmedzi 2 az 3 ml
10 % glycerolu na zdklade zmeranej hodnoty ODggg. Takto nariedené bunky som po 50
ul rozdelila do mikrocentrifuga¢nych skiimaviek a zmrazila tekutym dusikom. Potom

som ich skladovala v chladiacom boxe pri -80 °C.

3.1.5 KrizZenie Arabidopsis thaliana

Pre krizenie Arabodopsis thaliana som pouzila rastliny, ktoré boli staré priblizne 3 - 4
tyzdne. Materskej rastline som odstranila vSetky kvetné puciky okrem 3 - 5 vécsich
okrajovych kvetnych pucikov, ktorym som nésledne pomocou ostrej pinzety odstranila
vSetky kvetné listky, lupienky a tyCinky tak, aby zostala len neopelena blizna piestiku. Z
druhej rastliny som odobrala zrelu tyCinku, alebo cely kvet, ktorym som opelila
obnazenu bliznu. Po opeleni vSetkych 3 - 5 blizien z ponechanych pucikov som vrchol
rastliny zabalila do potravinovej folie a priviazala na Spajlu. Zabranila som tak
vyschnutiu, alebo napadnutiu $kodcami. Féliu som po dvoch ditoch odstrénila a nechala
Arabidopsis rast a zriet. Po vyschnuti SeSuli som zoZzala semend, z ktorych som
vypestovala heterozygotnu generaciu Arabidopsis. Z druhej generacie som pomocou
metddy genotypovania vybrala rastliny majice rodicovsky mutantny genotyp. Z ich

semien som vypestovala tretiu generaciu.

3.2 PRACA SDNA

3.2.1 1zolacia genémickej DNA

Z Arabidopsis thaliana som odobrala mlady listok s priemerom priblizne 1 ¢cm a v

mikroskimavke som ho pomocou homogenizacnej tyCinky rozmlela. Nasledne som
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pridala 400 pl extrakéného pufru (200 mM Tris-HCI, pH 7,5, 250 mM NaCl, 25 mM
EDTA, 0,5 % SDS) a o chvil'u som pridala 300 pl chloroformu. Zmes som vortexovala
par minat a potom som ju centrifugovala 3 min pri 16 000 rcf. Hornu fazu som opatrne
(nesmelo dojst’ k premieSaniu faz) preniesla do novej mikroskiimavky a pridala 300 pl
izopropanolu. DNA som nechala 10 min zrazat’ na l'ade. Po uplynuti doby zrazania som
zmes centrifugovala 5 min pri 6 000 rcf. Supernatant som vyliala a skimavky som
nechala max 10 min schnut’ oto¢ené dnom hore na Cistom papierovom obrusku, aby sa

odparili posledné pozostatky izopropanolu. Potom som pelet rozpustila v 100 ul 4 mM

Tris pH 8,0.

3.2.2 Genotypovanie

Genomicku DNA, ktori som vyizolovala z listov Arabidopsis, som pouzila ako templat
pre PCR. V tejto reakcii som pouzila DreamTaq polymerazu a univerzalne primery zo

zbierok.

Primery zo zbierok pouzité pri genotypovani:

EXO70B1-2 LP CGTGGCAGGAGTTAGAAGATG
EXO70B1-2RP TTGTCTGCGTTTTTCCCTATG
Gabi LB 08409 ATATTGACCATCATACTCATTGC
Exo70Al-2 LP TCCATGGACACAAATTTCATG
Exo70A1-2 RP TCTACTGGCATTTTCCCAATG
Salk Lbb1.3  ATTTTGCCGATTTCGGAAC

3.2.3 Klonovanie kon§truktov

Klonovanie pozostavalo z viacerych krokov. Najskor som si PCR produkt namnozila
(reamplifikovala) pomocou vybranej dvojice spravnych primerov a spradvneho programu

pre PCR reakciu. NamnozZeny PCR produkt som vizualizovala pomocou agar6zového
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gélu, z ktorého som vyrezala prizok pozadovanej velkosti a nasledne som vyizolovala
DNA z gélu.

Dal§im krokom bola restrikcia vektoru, ale aj inzertu rovnakymi restriktazami, aby
mohla prebehnit’ ligacia inzertu a vektoru. Nasledovala elektroporacia do E.coli a
narastenie bakterianych kolonii na selektivnych Petriho miskach s MPA médiom so

spravnym selekénym antibiotikom.

3.2.4 Agarozova elektroforéza

Tato metdodu som pouzila k separacii, vizualizacii a purifikdcii DNA fragmentov. V
TBE pufry (10 mM Tris, 20 mM kyselina borita, | mM EDTA, pH 8,0) som rozpustila
praskovu agardzu v koncentrécii 0,1 g/ml a povarila som ju v mikrovinnej rare, kym sa
agaroza uplne rozpustila v TBE. Pockala som 2 - 3 min, kym sa gél trochu ochladi a
nasledne som pridala fluorescenc¢nu farbicku GelRed (Biotium, 10 000x v destilovanej
vode) vo findlnej koncentracii 1 pul GelRed na 10 ml gélu. Potom som gél naliala do
utesnenej vanicky s hrebeiiom vhodnej velkosti a hriibky a nechala gél tuhnut’ priblizne
20 - 25 min. Potom som hrebeni vybrala a gél spolu s vani¢kou som premiestnila do
elektorforéznej nadrzky s TBE pufrom. Vzorky som zmieSala v pomere 1 : 5 so 6x
Loading Dye (Fermentas) a naniesla do jamiek v gély. Aby som mohla vzorky
analyzovat, tak som do prvej jamky dala 1 - 2 pl (0,5 pg/ul) markru GeneRuler DNA
Ladder Mix (Fermentas). Elektroforéza prebiehala pri 90 V. Na vizualizaciu DNA a
vyhodnotenie vysledkov som pouzila digitalny zobrazovaci systém G:BOX (Syngene) a
program GeneSnap (Syngene).

Aby som mohla vyizolovat’ DNA fragmenty z agar6zového gélu,
najskor som musela gél umiestnit’ pod UV lampu v temnej miestnosti, a az potom z
vizualizovanych prizkov vybrat’ fragment pozadovanej velkosti. Sterilnym skalpelom
som ho vyrezala a umiestnila do 2 ml dopredu odvaZenej mikroskimavky. DNA som
izolovala pomocou kitu MinElute Gel Extraction Kit (250) Cat. No. 28606 (Quiagen).
Vysledkom bol 10 pl eluat v eluanom pufry.
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3.2.5 Polymerazova ret'azova reakcia

Polymerazova retazova reakcia (PCR) prebiechala v 200 pl mikroskimavkach v
termocyklery TPersonal (Biometra) alebo v gradientovom cyklery TGradient
(Biometra). Ked’ som pouzila polymerazu DreamTaq (Fermentas), tak som do reak¢nej
zmesi s objemom 20 pl pridala 0,04 ul DreamTaq DNA polymerazy (5 U/ ul), 2 ul 10x
DreamTaq pufru, 0,25 ul ANTP (kazdy 2,5 mM), 0,2 ul P'avého primeru (100 uM), 0,2
ul pravého primeru (100 uM), 1 pl templatovej DNA a 16,3 ul destilovanej vody.
Reakcia prebiehala v tomto teplotnom programe: 96 °C 30 s, 57 - 63 °C (T -2) 30 s,
72 °C 1 min/ 1 kbp, 72 °C 10 min, krok 2 - 4 sa opakoval 28x. Pokial som pouzila
Phusion High-Fidelity (Finnzymes), tak som do reakénej zmesi s objemom 20 pl pridala
0.2 pl Phusion DNA polymerazy (2 U/ul), 4 ul 5x Phusion HF pufru, 0,4 ul dNTP
(kazdy 2,5 mM), 0,5 ul l'avého primeru (100 uM), 0,5 ul pravého primeru (100 pM), 1
ul tempatovej DNA a 13,4 ul destilovanej vody. Reakcia prebiehala v tomto teplotnom
programe: 96 °C 30 s, 98 °C 10 s, 62 °C 30 s, 72 °C 30 s/1 kbp, 72 °C 10 min, kroky
Cislo 2 - 4 sa opakovali 30x.

Produkty PCR reakcii som vizualizovala metodou elektroforézy,
ktort som popisala vysSie. Na vizualizaciu DNA a vyhodnotenie vysledkov som pouZila

digitadlny zobrazovaci systém G:BOX (Syngene) a program GeneSnap (Syngene).
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Moje primery pouzité pri PCR:

RabG3f_XHO_REV TTAGCTCGAGAACCCTGTAGACCTCTGTTGATTG
RabG3f_Bam_FOR GATGGATCCCGATGCCGTCCCGTAGACGTAC
RabB1lb_Xma_FOR AAACCCGGGAATGTCTTACGATTATCTCTTCAAG
RabBlb_Sal REV TTTGTCGACCCTCTGTAGTATGATCTGGT
RabG3B BAM FOR CTCGGATCCACATGTCGACGCGAAGACG
RabG3B XHO REV CAGCTCGAGAAACCTCCTCTTTGCTCAGG

Pouzité vektory

(12) Sbfl KasI (144)
" Narl (145)
(7698) NSII.I . / SFol (146}
(7342) BsaAl - SnaBI / / < _PIuTI (148)
\ A Iy ~ NgoMIV (210)
Nael (212)
__—Bpul0I (291)
" ___—-Bsml (325)
——  ——BtgZI (351)

Pacl (685)
- BsaBI (1008)

(6900) BmgBI

(6568) Aatll. : __—|ADH1 promoter
(6566) Zral - __Bsgl (1421)

~ _  [Sv4ONIS
— Acc651 (1548)

—__ KpnI (1552)

“RsrII (1626)
~ " SexAI* (1766)
~——___ MluI (1795)
~.__  BgIII (1897)
h T7 promater|
HA

(6016) Pvul —— — pGADT? AD

7987 bp

(5794) NmeAIll —

(5686) Bmrl ™~ —
(5646) AhdI ~ .
“_ . Ndel (1%69)
\ . Sfil (1380)
\ .\, " EcoRI (1989)
Y\ TspMI - Xmal (1997)
'\ AleI - Smal (15599)
" BspDI - ClaI (2009)
| | | BamHI (2017)
| | Eco53KI (2028)
| PaeR7I - PspXI - TIiI - XhoI (2029)
BanII - Sacl (2030)

(5169) AIWNI

(4637) BspQL-Sapl  _— -
(4526) BspEI*~ -~
(4517) NotI .~
(4459) Bmtl /
(4495) Nhel |

: | \ N\ AfIIT (3494)
lac promoter Y \

[lac operator| | | \ PFIMIBLS;QEJJI} (3774)
PpuMI (3219)
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Pvul (0)

(7031) DraIIl.. ‘BsaBI (268)

PaeR7I - TIilI - Xhol (972)
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Zdroj obrazkov:
http://www.snapgene.com/resources/plasmid_files/yeast plasmids/pGBKT7/

http://www.snapgene.com/resources/plasmid_files/yeast_plasmids/pGADT7_AD/

3.2.6 Stiepenie DNA

Kontrolé sStiepenie

Kontrolné Stiepenie som vyuzila k tomu, aby som zistila, ¢i sa dominantne negativna a
konstitutivne aktivna forma RabG3b zaklonovala spravne. Pouzila som k tomu umelo
vnesené miesto Stiepenia v primery, aby bolo mozné cez tieto miesta inzert postiepit’. 20
ul reakcia obsahovala 2 pul DNA, 2 ul spravneho pufru podl'a pouzitej restriktazy a 0.2

ul spravne;j restriktazy a 15,8 pl destilovanej vody.
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Stiepenie pred ligdciou

Pouzila som do jednej reakcie bud’ plazmidovit DNA 5 pl, alebo PCR produkt 12 ul a
zmie$ala spolu s 2 ul optimalneho restrikéného pufru. Potom som pridala 0,5 pl (5 U)
restrikéného enzymu, ktory Stiepi Specifické miesto na jednom konci inzertu a vo
vektore, 0,5 ul (10 U) restrikéného enzymu, ktory Stiepi na druhom konci inzertu a vo
vektore. Reakciu som doplnila destilovanou vodou do objemu 20 pl. Potom som
reak¢éntl zmes nechala inkubovat’ v 37 °C cez noc v termostate (Q-CELL).

Vysledok som analyzovala pomocou metddy agardzovej gélovej

elektroforézy, ktori som popisala vyssie.

3.2.7 Ligacia fragmentov DNA

Liga¢na zmes obsahovala: 5 ul plazmidovej DNA, 12 ul inzerénej DNA, 0,5 ul T4
DNA ligazy (Fermentas), 2 pl 10x T4 liga¢ného pufru (Fermentas). Po jej namieSani
som ju nechala hodinu inkubovat’ pri 21 °C a potom pri 16 °C cez noc. Na druhy den
som ligazu inaktivovala zohriatim liga¢nej zmesi v termobloku (BioSan CH-100)

zahriatim na 65 °C po dobu 10 min.

3.2.8 Elektroporacia Escherichia coli, kmei DH5a (E.coli)

K este zmrazenym kompetentnym baktériam E.coli v mikrocentrifugacnej skiimavke
som pridala 1,5 — 2 ul plazmidovej DNA, ktorou som chcela bunky transformovat’
a preniesla do vychladenej elektroporacnej kyvety. Cely proces som robila na l'ade, aby
boli baktérie E.coli stale v chlade. Nasledne som ich elektropérovala pomocou
elektroporatoru Gene Pulser Xcell (BIORAD), alebo Eporator (Eppendorf) pri 2 500 V.
Tymto procesom sa DNA vniesla do E.coli. Po elektrickom pulze som do kyvety
s baktériami pridala 500 ul MPB média a nechala som ich hodinu kultivovat’ pri 37 °C v
termostate Q-CELL. Po uplynuti kultiva¢nej doby som natransformované baktérie za
sterilnych podmienok laminarneho flowboxu ALPINA vyliala na misky s MPA médiom
s pridanymi vhodnymi selekénymi antibiotikami. Potom som ich nechala cez noc

kultivovat’ pri 37 °C v termostate Q-CELL.
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3.2.9 1zolécia plazmidovej DNA

Sterilnym $paradlom som preniesla jednu koloniu natransformovanych baktérii E.coli z
petriho misky do skimavky s 2 ml MPB s pridanymi antibiotikami podl'a plazmidu v
koncentracii 15-100pug/ml (podl'a antibiotika). Nechala som toto inokulum kultivovat
cez noc pri 37 °C za staleho mieSania v trepacke (GFL 3005) pri 180 ot./min.. Na druhy
dent som narastent bakteridlnu kultiru 1 minatu centrifugovala pri 6 000 X ¢. K izolacii
plazmidovej DNA z baktérii som pouzila High Pure Plasmid Isolation Kit (250) Cat. no.
11 754 785 001 (Roche). Vyizolovani plazmidova DNA z kitu som mala v 100 pl
eluéného pufru (10 mM Tris-HCI, pH 8,5). Vyizolovanii DNA som overila kontrolnou

restrikciou a sekvenovanim.

3.2.10 Sekvenovanie

Najskor som vyhodnotila koncentraciu DNA vzorku, ktory som chcela osekvenovat
pomocou spektrofotometru (NanoDrop 2000). Potom som namiesala sekvena¢ni zmes,
ktord obsahovala: 5 pM sekvena¢ného primeru, plazmidovi DNA 4 ng/100 bp a
doplnila som to destilovanou vodou do celkového objemu 8 pl. Vlastné sekvenovanie
urobila sekvenaéné laboratérium Prirodovedeckej fakulty Univerzity Karlove;.

Vysledky zo sekvenovania som vyhodnotila v programe Geneious.

Primery pozité pri skvenovani:

pGADT7 For Seq TACGACGTACCAGATTACGC
pGBKT7 For Seq CGCCGGAATTTGTAATACGA
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3.3 DVOJHYBRIDNY KVASINKOVY TEST

3.3.1 Transformacia kvasiniek

K transformacii som pouzila kvasinky Saccharomyces cerevisiae, kmein AH109.

Za sterilnych podmienok vo flow-boxe ALPINA som obodbrala 2
- 3 koloénie kvasiniek do 50 ml YEPD média a rozsuspendovala som ich. Nechala som
ich cez noc inkubovat’ na 30 °C v trepacke GFL 3005 pri 250 ot./min, aby dosiahli
stacionarnu fazu. Na druhy den som z inokula odobrala 30 ml a preliala do 300 ml
nového YEPD média. Kvasinky som inkubovala pri 30 °C v trepacke na 250 ot./min
priblizne 4 hodiny, pokial’ nedosiahli ODgy 0,4 - 0,6. Kvasinkovua kultiru so spravnym
ODggo som rozdelila do 50 ml centrifuga¢nych skiimaviek a nechala ich centrifugovat’ 5
min pri 21 °C pri 1 000 X g. Médium som vyliala a kvasinkovy pelet som
rozsuspendovala v 50 ml destilovanej vody a opat’ som ich nechala centrifugovat’ pri
izbovej teplote 5 min pri 1 000 x g. Supernatant som vyliala a do kvasinkového peletu
som pridala 1,5 ml ¢erstvo pripraveného sterilného roztoku TE/LiAc. Medzicasom som
si pripravila v mikroskimavke zmes zlozenej z 3 pul DNA vo vektore pGADT7
(obsahuje aktivaéni doménu AD a reportérovy gén LEU2, ktory umoziuje kvasinkdm
rast’ na médiu bez leucinu) a 3 pl plazmidove; DNA vo vektore pGBKT7 (obsahuje
vdzobni doménu BD a reportérovy gén TRPI1, ktory umoziuje rast kvasinkdm na
médiu bez tryptofanu) + herring testes carrier DNA (na 20 min zohriaty v 96 °C, potom
sa chladil 2 min na l'ade) a nakoniec som pridala 100 pl pripravenych kvasiniek v
TE/LiAc. Jemne som mikroskimavku parkrat pretrepala a pridala 600 pl sterilného
roztoku PEG/LiAc a nechala vortexovat 10 s na maximalnej rychlosti. Potom som tato
zmes nechala inkubovat’ 30 min za staleho mieSania 200 ot/min. Po uplynuti inkubacnej
doby som pridala 70 ul DMSO a indukovala tepelny stres 42 °C po dobu 15 min. vo
vodnom kupeli a po nasledne som nechala kvasinky max 2 min na 'ade. Nakoniec som
zmes centrifugovala 5s (max 6000 x @) a supernatant som vyliala. Do kvasinkového
peletu som pridala 200 pl TE pufru a cely objem som vyliala na Petriho misky s SD
médiom so selekciou -LEU -TRP. Petriho misky som nechala inkubovat’ 2 - 4 dni v 30
°C v termostate Q-CELL.
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3.3.2 Vykvapkavaci experiment

Odobrala som 2 - 3 kolonie z narastenych kvasiniek na selekénom SD médiu -LEU, -
TRP a zmieSala som ich s 500 pl sterilnej destilovanej vody v mikroskiimavke. Zmerala
som ODggo a nariedila vzorky tak, aby kazda mala ODggo 0,1. Z tohto roztoku som
potom pripravila koncentracny gradient ODggo 0,1, 0,01, a 0,001. Z kazdého riedenia
som odobrala 10 pul a nakvapkala na selekéné SD médium v Petriho miske so selekciou

-ADE, -HIS, -LEU, -TRP a nechala som ich kultivovat’ 3 - 7 dni v 30 °C.

3.4 MIKROSKOPOVANIE

Pozorovania som robila na spining disc mikroskope NikonTE200E s Yokogawa Andor
spining disc jednotkou a kamerou iXON emCCD ultra897. Pouzila som lasery: 488
(zelené) pre vizualizdciu GFP znacenych DELTA-TIP akvaporinov (tonoplast),
561(Cervené) pre vizualizaciu RFP znaceného HDEL (endoplazmatické retikulum), 640
(dlhovlnné Cervené) pre sledovanie autofluorescencie plastidov. PouZila som objektiv
63x svodnou imerziou NA 1,2. Sledovala som etiolovany hypokotyl Arabidopsis
thaliana v cCasti, kde sa zacinaja tvorit’ klicne listy. Dokumentaciu som robila v ¢ase a to
s 3 sekundovym intervalom a snimala som 10 - 2 minaty v zavislosti od dynamiky

sledovaného systému.

3.4.1. Zoznam a vysvetlenie u¢inku aplikovanych chemikalii

DTT (1,4-dithio-DL-threitol) (2 mM) (Schroder, 2007) - redukuje disulfidové mostiky a
interferuje s oxidativnym skladanim proteinov v endoplazatickom retikule. Spdsobuje
tak reakciu bunky na zle poskladané proteiny v endoplazmatickom retikule (UPR -

unfolded protein response) a tym indukciu autofagie.
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CDNB (1-chloro-2,4-dinitrobensene) (0,1 mM) (Poustka et al., 2007) - je to GST
substrat, ktory saturuje enzymy, ¢im inhibuje vakuoldrne transportéry GST-ligandinu.

Zvysuje akumulaciu antokyanov a tvorbu inklazii vo vakuole.

3MA (3-methyladenine) (5 mM) (Wu et al., 2010) - inhibuje autofagiu blokovanim
formacie autofagozomov tym, ze inhibuje typ PI-3K (11 Phosphatidylinositol), ktory je

potrebny pre nukleaciu preautofagickych Struktur.

Naringenin (100 uM) (Poustka et al., 2007) — medziprodukt sekundarneho
metabolizmu prekurzor antokyanov a produkt chalkon izomerazy. Jeho pridanim sa

indukuje tvorba antokyanov.

3.4.2 Aplikacia chemikalii na rastliny

Etiolované semenace Arabidopsis thaliana som kultivovala 3 dni v tme v tekutom 1/2
MS médiu bez sachardzy. Den pred sledovanim na konfokalnom mikroskope som ich
osetrila prislusSnymi drogami (oSetrené rastliny som roztriedila do kategorii v zavislosti
od pouzitej drogy), pricom jednu kategoriu som nechala len ako kontrolu bez oSetrenia.
Pre vyvolanie autofagie som pouzila DTT (2 mM) a nechala inkubovat’ cez noc, pre
indukciu antokyanov som pouzila naringenin (0,1 mM), ktory som tiez nechala
inkubovat’ cez noc. CDNB som pouzila 1 h pred pridanim naringeninu, semenace
Arabidopsis som nechala inkubovat’ v tejto droge 1 h, potom som médium s drogou
odsala a pridala cerstvé tekuté 1/2 MS médium bez sachardzy s pridanym naringeninom
a nechala inkubovat’ cez noc. 3MA som pridala 1 h pred pozorovanim na konfokalnom

mikroskope.

3.4.3 Kvantifikacia povrchu tonoplastu

Meranie som uskuto€nila v programe Fiji. Ziskané hodnoty som zaznamenavala do
tabul’ky v programe Microsoft Office Excel 2007, kde som data d’alej spracovala do

pomeru a aritmetického priemeru a nasledne do grafu.
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Na optickych rezoch som merala obvod tonoplastu a obvod
bunkovej steny (BS) a nasledne som vypocitala ich pomer, ktory vypoveda o pomere

ploch tonoplastu a bunkovej steny a teda o komplexite vakuolarneho povrchu.
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4. VYSLEDKY

4.1 TESTOVANIE MOZNEJ INTERAKCIE
VYBRANYCH PODJEDNOTIEK KOMPLEXU EXOCYST S GTPdzou
RabG3B

Mali GTPazu RabG3b ako mozného interaktora exocystu v Arabidopsis som si
vybrala z viacerych dovodov. V prvom rade je to pozitivny regulator vyvoja xylému a
cez autofagiu reguluje diferenciaciu cievnych zvizkov. Jeho nadmerna expresia
sposobila zvySenie expresie génov pre programovu bunkovu smrt’ (PCD), pre autofagiu,
a tiez sposobila zvySenie expresie génov pre biosyntézu komponentov sekundarnej
bunkovej steny. Rastliny s nadmernou expresiou RabG3b mali zvySeny rast stonky a
posilneny xylém (Chua et al., 2011; Kwon et al., 2010).

Daldim dévodom, pre¢o som si vybrala RabG3b bol predbezny vysledkok
kvasinkového dvojhybridného testu (v spolupraci s Mgr. Ivanom Kulichom PhD), v
ktorom N - terminalna ¢ast RabG3b (Obr. C 1) interagovala s niektorymi
podjednotkami komplexu exocyst: Exo70B1, Exo70B2, N - terminalna Cast Exo84b
(Obr.4).

Cielom prvej Casti mojej prace bolo overit’ interakcie vybranych podjednotiek
exocystu s N - terminalnou ¢ast'ou a celou formou bielkoviny RabG3b (FL RabG3b) a
to dvojhybridnym kvasinkovym testom. Pokial’ by vysiel pozitivne, tak by nasledovalo
overenie interakcii aj Forsterovym rezonan¢nym prenosom energie (FRET) a metdédou
pull-down assay.

Dalej som sledovala ako kontrolu interakcie medzi podjednotkami exocyst
Exo70B1, Exo70B2, Ex084b a N - terminalnym fragmentom RabB1b. RabB1b je mala
GTPaza z proteinovej rodiny Rab2 v podskupine Rab-B v Arabidopsis. Je to vzdialena a
funkéne odliSnd GTPaza od RabG3b. Jej funkcia je dolezitd pri skorych Stadiach
biosyntetického transportu nakladu z ER do Golgi (Rutherford and Moore, 2002).
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4.1.1 Kvasinkovy dvojhybridny test interakcii bielkovin medzi N - terminalnouo &
FL RabG3b a Exo70B1, Exo70B2, C - terminalnym fragmentom Exo84b a N -
terminalnym fragmentom Exo84b

FL RabG3b som zaklonovala do dvoch roznych vektorov pre dvojhybridny
kvasinkovy test: pGADT7 AD (obsahuje GAL4 aktivaéni doménu TF), pGBKT7
(obsahuje GAL4 DNA vizobni doménu TF). Plazmidy s EXO70B1 a EXO70B2 som
pouzila z laboratornych zbierok, kde boli zaklonované iba do vektoru pGBKT7. N -
terminalny fragment Exo84b a C - terminalny fragment Exo84b, ktory je zaklonovany v
oboch vektoroch, ako aj dalsie konStrukty st dostupné v laboratornych zbierkach.
Pozitivna kontrola so silnou interakciou bola tieZz z laboratérnych zbierok: interakcia
Ex070H4 zaklonovana v pGADT?7 s C - terminalnym fragmentom Exo084b zaklonovany
v pGBKT7.

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae kmen AH109 som transformovala
pripravenou DNA. Transformované kvasinky som nechala rast’ na selekénom SD médiu
bez leucinu a tryptofanu. Dvojhybridny kvasinkovy test som robila na selekénom SD
médiu bez adeninu, histidinu, leucinu a tryptofanu, pricom som kvasinky nechala rast’
pri 30 °C. a kazdy den som kontrolovala kvasinkové kolonie. Prvé drobné kolonie sa
objavili aZ o 8 - 9 dni, zatial' Co pozitivna kontrola z laboratornych zbierok (interakcia
Exo70H4 zaklonovana v pGADT7 s C - termindlnym fragmentom Exo84b zaklonovany
v pGBKT?7) naréstla uz na treti den, pri€om za pozitivne interakcie sa obecne povazuji
kvasinky, ktoré vytvoria vidite'né kolonie do 5 dni od transformécie. Narastené kolonie
transformovanych kvasiniek po siedmich dnoch boli aj na negativnej kontrole, ¢o
znacdilo bud’ kontaminaciu, alebo rast pozadia. Transformaciu kvasiniek a dvojhybridny
test som zopakovala 4x a zakazdym mi vySiel rovnaky vysledok, kde narastla aj
negativna kontrola. Na zdklade tvaru kvasinieck pod mikroskopom neSlo o
kontaminaciu. RabG3b s podjednotkami komplexu exocyst neinteragoval (Orazok ¢.3).

Test som sa pokusila zopakovat s odliSnym selekénym SD médiom bez
histidinu, leucinu a tryptofanu a s pridanym inhibitorom histidinového metabolizmu 3-
aminotriazolom (10 mM). Na tejto selekcii mi nerastla dobre ani pozitivna kontrola v
porovnani s koloniami na selekénom SD médiu bez adeninu, histidinu, leucinu a

tryptofanu.
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Test som nasledne zopakovala na vel'mi slabom selekénom SD médiu bez
histidinu, leucinu a tryptofanu. Na tomto SD médiu vyrastli vSetky transformované
kvasinky vo vel'mi vysokej koncentracii vratane pozitivnej a aj negativnej kontroly.

Kvasinkovy dvojhybridny test som robila aj s konStruktom RabG3f za
rovnakych podmienok ako RabG3b. RabG3f takisto neinteragoval s vybranymi
podjednotkami exocystu (Obr. C 2).

Ziadna ztestovanych GTPaz vo FL forme teda nevykazovala pomocou
kvasinkového dvojhybridného testu interakciu s podjednotkami exocystu. Tieto
pozorovania vsak nevylucuji slab$iu interakciu malych GTPaz a a niektorou z
podjednotiek exocystu in situ v rastlinnej bunke.

Moznu slabu interakciu som sa pokusila overit s pomocou Mgr. Martiny
Ruzi¢kovej metdédou pull-down assay, avsak sa mi nepodarilo Gspesne ukoncit’ expresiu
rekombinantnej bielkoviny v baktériach E.coli kmenn BL21(DE3)RIPL a kmen DH5a.
Test sme robili pri dvoch roznych teplotach 28 °C a 37 °C s 0,1 mM IPTG, alebo 1 mM
IPTG ako induktorom a kultivovali sme ich bud’ 4 h alebo 8 h. Po konzultacii so
Skolitelom som nakoniec ukonéila tGto cCast’ experimentov, pretoze priprava
rekombinantnej bielkoviny méze narazit’ na tazko prekonatel'né problémy a vysledky

z kvasinkového dvojhybridného testu neboli povzbudzujuce.

RabG3b

STOP

N\ / N/ N/ \ / \ / \ /
\\// \v/ /

Obrdzok ¢ 1: N - termindlny fragment RabG3b
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-

Exo70H4 AD “e RabG3b AD
+

Exo84b C . \Ir BD
Obrdzok ¢ 3: FL RabG3b neinteraguje s

Obrazok ¢. 2: FL RabG3f neinteraguje s vybranymi vybranymi podjednotkami exocystu
podjednotkami exocystu

4.1.2 Kvasinkovy dvojhybridny test interakcie medzi N - terminalnym
fragmentom RabB1b ako kontrolou vzdialene pribuznej bielkoviny k
RabG3b a Exo70B1, Exo70B2, C - terminalnym fragmentom Exo84b a N -
terminalnym fragmentom Exo84b podjednotkami exocystu

Ked'ze N-koniec RabG3b vykazoval interkaciu s podjednotkami exocystu na rozdiel od
FL verzie, bolo zaujimavé zistit', ¢i je tato interakcia vS§eobecna a spolo¢na s inymi Rab.
GTPazami, alebo Specifickd pre RabG3B. Overila som preto interakciu medzi
podjednotkami exocystu a evolu¢ne vziadenym RabB1b (Obr. ¢.4).

Postupovala som rovnako ako pri predoSlom dvojhybridnom teste. N -
termindlny fragment RabBlb som zaklonovala do dvoch réznych vektorov pre
dvojhybridny kvasinkovy test: pGADT7 (obsahuje aktivaénii doménu), pGBKT7

(obsahuje vdzobni doménu). Exo70B1, Exo70B2, C - terminalny a N - terminalny
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fragment Exo84b som pouzila z laboratdérnych zbierok. Transformované kvasinky som
vykvapkala na selekéné SD médium bez adeninu, histidinu, leucinu a tryptofanu a
nechala kultivovat’ pri 30 °C. Po troch diioch narastli kolonie rovnako velké ako
pozitivna kontrola, zatial’ ¢o negativna kontrola nenarastla.

Moje vysledky indikuju, Ze N - terminalna Cast Rab GTPaz mé pravdepodobne
vSeobecnu schopnost’ interagovat’ s niektorymi podjednotkami exocystu a nejednd sa

teda o vlastnost’ $pecificka pre RabB1B.

(BD)pGBKT7 y f N-terminal
+ fragment
(AD)pGADT7

RabB1b AD RabG3b AD

+ +

Exo70B1BD Exo70B1 BD
RabB1bAD RabG3b AD

+ +

Exo70B2 BD ; Exo70B2 BD
RabB1b AD RAbG3b AD

+ -

Exo84bC BD Exo084bC BD
RAbB1bAD RAbG3b AD

+ +
Exo084bN BD 0BD

RAbG3fAD Exo70H4 AD
+ “

08D 84bC BD

Obrdazok ¢.4: Nalavo: N-termindlny fragment RabB1b interaguje s Exo70B1,
Ex070B2 a s Exo84b C-termindlnym koncom; Napravo: N-termindlny
fragment RabG3b
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4.2 SLEDOVANIE MORFOLOGIE TONOPLASTU PRI
INDUKCII A INHIBICII AUTOFAGIE

Experimenty a pozorovanie som robila na 3 - 4-dennych semenacoch
Arabidopsis thaliana. Semena Arabidopsis som nechala rast’ v tme v tekutom 1/2 MS
médiu bez sacharézy po dobu 2 - troch dni (v zavislosti od oSetrenia). Vyrastli tak
etiolované semenace, na ktorych som sledovala bunky hypokotylu v casti, kde
hypokotyl prechadza do klicnych listov.

Sledovala som mnozstvo invaginacii (vchlipenin) do vakuoly, ktort som vizualizovala
vakuolovou znackou: akvaporin A - TIP - GFP pod prom6torom 35S, ktory sa nachadza
na tonoplaste.

Spolu s tonoplastom som sledovala aj endoplazmatické retikulum (ER). Vizualizovala
som ho naviazanim RFP znacky na tetrapeptid HDEL (retenény signal pre ER
lokalizaciu) pod silnym 35S promaétorom.

Tonoplast a jeho pripadné invaginacie som sledovala pri pouziti réznych drog a
oSetreni ovplyviiujicich autofagiu: DTT (indukuje autofagiu), 3MA (inhibuje
autofagiu), NAR (indukuje tvorbu antokyanov), CDNB (blokuje GST enzimaticka
aktivitu). Vysledky som vyhodnotila do jednoduchého grafu, ktory vyjadruje
aritmeticky priemer pomeru obvodu vnutornej membrany vakuoly (invaginacie) k
obvodu bunkovej stene (BS) (Obrazok ¢.5)

Graf a Statistiku som robila v programe Microsoft Office Excel a One - way
Anova with post - hoc Tukey HSD Calculator (http://statistica.mooo.com).
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Obrdzok ¢.5 : VM - vnutornda membrdana, BS - bunkovd stena; napravo
bunka bez invagindcii, napravo bunka s vakuoldrnymi invagindciami.

4.2.1 Spravanie tonoplastu pri kontrolnej vzorke

Vakuola v kontrolnych semenacoch mala vo vicsine buniek len niekolko, az
Ziadne invaginécie, ale v malo bunkéch boli pocetné. Vakuola je veI'mi dynamicka a v
Case sa vel'mi meni (tvar a mnoZzstvo invaginacii). Snimala som ¢asové série po dobu 2 -
10 min v zavislosti od dynamiky sledované¢ho systému. V niektorych pripadoch sa v
sledovanom casovom useku pocet invaginacii rapidne zvysil, alebo naopak rapidne
znizil. Z tohto dovodu som do Statistiky ratala 3 - 4 snimky jednej bunky v réznom case.
Niekedy bol systém menej dynamicky a pocet invaginacii, ani ich tvar sa prili§ nemenil.
Kompletna tabulku s podrobnymi vysledkami vSetkych buniek (kontrolnych, aj
oSetrenych buniek) som prilozila v prilohe. Aritmeticky priemer vysledkov buniek

hypokotylu kontrolnych semenacov vysiel 1,24 (Graf ¢. 1).

4.2.2 Spravanie tonoplastu pri indukcii autofagie

Vecer pred pozorovanim (priblizne 12 h) som do tekutého 1/2 MS média so
semena¢mi Arabidospis pridala redukéné ¢inidlo DTT (1,4-dithio-DL-threitol) (2 mM),
ktora sposobuje indukciu autofagie tak, ze redukuje disulfidové mostiky a interferuje s

oxidativnym skladanim proteinov v endoplazatickom retikule. Spdsobuje tak reakciu
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bunky na zle konformaéne poskladané proteiny v endoplazmatickom retikule (UPR -
unfolded protein response) (Schroder, 2007).

Dynamika (mnozstvo invaginacii a ich schopnost’ menit’ sa v ¢ase) vakuoly bola
na rovnakej urovni ako pri kontrolnych bunkach hypokotylu. Niektoré bunky mali vac¢si
pocet invaginacii ako iné, priCom sa cely systém menil v Case. Opit’ som bunky
hypokotylu snimala v ¢ase po dobu 2 - 10 min v zavislosti od dynamiky vakuoly. Do
Statistiky som pocitala pomer vnitornej membrany (vchlipenin) k BS z 3 - 4 snimok
jednej bunky v roznom case. Na rozdiel od kontrolnych buniek, bunky s indukovanou
autofagiou pomocou DTT mali vac$i pomer vnutornej membrany vakuoly k BS.
Aritmeticky priemer hodndt pomerov membrany vakuoly k BS ma hodnotu 1,8 (Graf ¢.
1).

4.2.3 Spravanie tonoplastu pri inhibicia autofagie pouzitim 3MA

Dalsie oSetrenie suviselo s inhibiciou autofigie pomocou drogy 3MA, ktora
inhibuje autofagiu blokovanim formacie autofagozomov tym, Ze inhibuje typ PI-3K (11
Phosphatidylinositol) (Wu et al., 2010). Tato drogu som pridala do média v
koncentracii 5 mM a nechala posobit 1 h pred pozorovanim na konfokalnom
mikroskope. Dynamika tonoplastu sa zmenila a vakuola sa stala takmer nehybnou a bez
invaginacii Vyjadruje to aj aritmeticky priemer nameranych hodn6t pomeru vnutornej

membrany vakuoly k BS, ktorého hodnota bola 1,0 (Graf ¢1).
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Obrdzok ¢. 6: Bunky hypokotylu znacené makrom 35S::GFP-DELTA-TIP, A - kontrola; B - 2 mM
DTT; C-2mM DTT + 5 mM 3MA; mierka 20 um

4.2.4 Spravanie tonoplastu pri indukcii tvorby a ukladania antokyanov

Vecer pred pozorovanim (priblizne 12 h) som do 1/2 MS média so semendc¢mi
Arabidospis pridala drogu NAR (100 uM) (naringenin) (Poustka et al., 2007). Tato
droga sposobuje indukciu antokyanov, priCom som sledovala zmeny v morfologii
tonoplastu v zavislosti od ich indukcii. Aj pri tomto oSetreni bola vakuola vel'mi
dynamicka, a preto som snimala bunky hypokotylu v ¢ase po dobu 2 - 10 min. Opat’
som do Statistiky ratala pomer vnttornej membrany vakuoly k BS a aritmeticky priemer
tychto hodnét (3 - 4 snimky z kazdej vhodnej bunky) zodpoveda hodnote 1,77 - teda
podobne ako pri indukcii autofagie (Graf ¢ 1).

4.2.5 Spravanie tonoplastu pri pouziti CDNB

CDBN  (1-chloro-2,4-dinitrobensene)  inhibuje  vakuolarne
transportéry GST-ligandinu. ZvySuje akumuldciu antokydnov a tvorbu inklizii vo
vakuole (Poustka et al., 2007).

CDNB sa pouziva ako "pretreatment", takze som 2 - dnové semenace Arabodopsis

inkubovala najskor 1 h v CDNB (0,1 mM), ten som po uplynuti doby odstranila aj spolu
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s tekutym 1/2 MS médiom bez sacharozy a k oSetrenym semenacom Arabidopsis som
pridala nové tekuté 1/2 MS médium bez sachar6zy.

Dynamika vakuoly zodpovedala kontrole a ostatnym oSetreniam okrem 3MA.
Aritmeticky priemer pomerov vnatornych membran vakuol k BS meranych buniek

hypokotylu dosahuje hodnotu 1,77 (graf ¢ 1).

Obrazok ¢ 7: A - kontrola; B- 0,1 mM CDNB; C - 100 uM NAR. Mierka 20 um

4.2.6 Vyhodnotenie pomeru vnitornej membrany vakuoly k BS

Hodnota pomeru membrany vakuoly k BS je v kontrolnych bunkach nizsia ako pri
indukcii tvorby antokyanov (NAR), alebo autofagozémov (DTT), ale vysSia ako pri
oSetreni inhibitorom autofadgie 3MA. Znaci to, Ze vakuolarne invaginacie st ovplyvnené
autofagiou a zablokovanim PI-3K (Il Phosphatidylinositol) vakuola nie je schopna

tvorit’ vchlipeniny.
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Graf 1 : osa X : pomervnitornej membrdany vakuoly k bunkovej stene; osa Y:

oSetrenie.
OSetrenie NajvysSia NajnizSia Aritmeticky
hodnota hodnota priemer

Kontrola 1,74 1,01 1,24
DTT 3,45 1,01 1,8
DTT + 3MA 1,01 0,99 1,00
NAR 2,65 1,24 1,77
CDNB 2,48 1,21 1,77

Tabul’ka ¢. 1:: Cisla znazoriiuju hodnoty pomeru vniutornej membrany vakuoly k
bunkovej stene a to najvyssiu hodnotu, najniisiu hodnotu a aritmeticky priemer
vSetkych hodnot nameranych v bunkdch hypokotylu. Touto tabul’kou chcem

poukazat’ na vel’ku dynamiku invagindcii vo vakuole.
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4.2.7 Lokalzacia endoplazmatického retikula vo vakuole
Spolu s tonoplastom som sledovala aj lokalizaciu ER pomocou RFP znacky
35S::RFP-HDEL. Vo vécsine vakuolarnych invaginacii sa nachadzaju aj dilatované ER

cisterny (Obr. 8 - 11). Pri oSetreni 3MA (inhibitor autofagie), sa ER nachadzalo len v

cytoplazme po okrajoch bunky, ked’ze vo vakuole neboli Ziadne vchlipeniny (obrazok
¢.8)

Obradzok ¢ 8.: oSetrenie 3MA sposobilo, Ze sa netvoria invagindcie a dilatované ER sa nachddza v
cytoplazme po okraji buniek. Znacenie: ¢ervend 35S::RFP-HDEL, zelenda 35S::GFP-DELTA-TIP.
Mierka 20 um

Obrazok ¢ 9: NeoSetrené kontrolné bunky etiolovaného hypokotylu 3 - diiovych semendcov
Arabidopsis. Vakuola je mierne Clenitd a ER sa nachddza prevaine v cytoplazme. Znacenie: éervend
35S::RFP-HDEL, zelend 35S::GFP-DELTA-TIP. Mierka 20 um
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Obrazok ¢. 10 : Indukcia autofdagie pomocou DTT. Bunky etiolovoného hypkotylu 3 - diiovych
semendcov Arabidopsis tvoria invagindcie do vakuoly. ER sa nachddza jednak v cytoplazme, ale aj vo
vehlipenindch vo vakuole. Znacenie: cervend 35S::RFP-HDEL, zelend 35S::GFP-DELTA-TIP.
Mierka 20 um

Obrazok ¢. 11 : Indukcia tvorby antokydnov oSetrenim naringeninom. Bunky etiolovaného hypokotylu
obsahuju velké mnoZstvo invagindcii. V niektorych invagindcidach sa nachddza ER. Znacenie: éervend

35S::RFP-HDEL, zelend 358::GFP-DELTA-TIP. Mierka 20 um
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5. DISKUSIA

5.1 Testovanie moZnej interakcie vybranych podjednotiek
komplexu exocyst s GTPazou RabG3b

Prva Cast' tejto prace bola venovand interakciam medzi podjednotkami exocystu a
malymi GTPazami, ktoré by mohli stuvisiet' s tlohou exocystu v autofagickej dréhe.
Preto som sa zamerala na sledovanie interakcie vybranych podjednotiek komplexu
exocyst s RabG3f a RabG3b GTPazou, ktord skrz autofagiu reguluje diferenciciu
cievnych zvizkov (Kwon et al., 2010). Uloha komplexu exocyst v autofagii bola
objavena v zivoc¢isnych (Bodemann et al., 2011), ale aj v rastlinnych bunkach. U rastlin
Exo70B1 kolokalizuje s ATGS, a pri indukcii autofagie pomocou tunikamycinu sa
zvysil pocet autofagickych teliesok vo vakuole a v mutantovi exo70B1 sa naopak
vyrazne znizil (Kulich et al. 2013). V kvasinkach st zname interakcie medzi niektorymi
podjednotkami exocystu a GTP4azami: Rab GTPéaza Sec4p interaguje so Secl5, Rhol
GTPaza interaguje s podjednotkou SEC3 a Rho3 GTPaza s Exo70 (Munson and
Novick, 2006).

Napriek tomu, Z¢ N - termindlna Cast RabG3b vykazovala v kvasinkovom
dvojhybridnom systéme interakciu s viacerymi podjednotkami komplexu exocyst
(obr.¢), kompletny protein RabG3b zbaveny prenylacného motivu tuto interakciu
nevykazoval so Ziadnou =z testovanych podjednotieck exocystu. Spravna
geranylgeranylacia malych GTP4z moZe pri tom mat’ vyznamny vplyv na ich schopnost’
interagovat’ s ostatnymi proteinmi (Chung et al., 1991). Nasledovné experimenty
odhalili, Ze nie len N - terminalny koniec RabG3b, ale aj N - terminalny koniec inych
Rab GTPéaz vykazuji podobnu interakciu s podjednotkami exocystu. Biologicka

relevancia tychto interakcii tak ostava nepreukézanou.
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5.2 Sledovanie morfologie tonoplastu pri indukcii a inhibicii
autofagie

V predoslych stadiach sledovali dilatované cisterny ER, ktoré sa nachadzaju v
invaginacidch v suvislosti s globularnymi, ale aj fibrilarnymi StruktGrami
antokyanovych vakuolarnych inklazii (AVI) (Poustka et al., 2007). Antokyany mdzu
vstupovat’ do vakuoly dvomi cestami - Specifickymi transportérmi, alebo vo vezikulach
(priamo z ER nezavisle od Golgi) (Poustka et al., 2007). V nedavnej dobe bol
preukdzany autofagicky pdévod vakuoly. Vakuoldarna biogenéza a transport dvoch
proténovych pump (V-ATPaza a V-PPaza), proteinov a lipidov do tonoplastu v
meristematickych bunkach korena Arabidopsis thaliana. Su exportované z ER cez
complex Il (COPII) a priamo doruc¢ené do vakuoly. Deje sa to nezavisle od Golgi a
post-Golgi transportu (Viotti et al.,, 2013). V oboch pripadoch vakuola tvorila
vchlipeniny, v ktorych sa nachadzali aj tubularne elementy ER. V mojej praci som tiez
sledovala dilatované ER vo vic¢Sine vchlipenin (obr.¢ 8 - 11) vratane globularnych a
fibrildrnych Struktur.

Pri sledovani AVI v autofagickych mutantoch, klesol pocet, velkost” a variacia
AVI. Zaujimavé bolo aj zistenie, Ze membrana, ktorda obal'uje AVI, md podobné
lipidické zozenie ako tonoplast, o naznacuje ze sa moze jednat’ o mikroautofagiu, ktora
zodpoveda za formovanie tychto vakuolarnych kompartmentov (Conn et al., 2010;
Kulich and Zarsky, 2014). O mikroautofagii sa vie len malo, a preto sa priklanam k
nazoru, ze o mikroautofagiu moze ist’, ale aj nemusi, a Ze by sa tejto hypotéze mohlo
venovat’ viac pozornosti a overit’ ju d’al§imi metédami.

Dilatované ER sa nachadza aj v invagindciach, ktorych pocet narastol indukciou
autofagie skrz UPR. ER sa nachddzalo vo wvnutri autofagickych teliesok. Tieto
pozorovania naznacuju pritomnost’ mechanizmu, ktory spojuje autofagické Struktary a
ER. Nebolo jasné, ¢i je makroautofagia jedinym mechanizmom zodpovednym za
degradaciu ER. V ich praci nebolo priamo skiimané ¢i autofagické invaginacie
prispievaju k degradacii ER (Liu et al., 2012). Neskor sa zistilo, ze bunkovy material
uréeny na degradaciu sa recykluje aj selektivnou autofagiou cez Specifické

kompartmenty obsahujice ATI1 (ATGS8-interacting protein 1) protilatky a po ich
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naviazani je material dopraveny autofagickou drahou do vakuoly. ATI1 boli sledované
na ER, ale aj na plastidoch (Michaeli et al., 2014).

Podobné invagindcie do vakuoly, ktoré som sledovala, boli pozorované aj
Kriigerom a jeho skupinou. Pouzili laitku PDMP (D-L-threo-1-phenyl-2-decanoyl
amino-3-morpholino-1-propanol). Je to inhibitor glukozilceramid syntazy (GCS), ktora
je klaicovym enzymom v biosyntéze sfingolipidov Vv bunkéch cicavcov, v ktorych
PDMP indukuje makroautofagiu (Futerman and Riezman, 2005; Vunnam and Radin,
1980). Pre overenie, ¢i PDMP spdsobuje makroautofagiu aj v rastlinach, robili pokusy
na korenioch makroautofagickych mutantntov Arabidopsis thaliana atg2-1(Inoue et al.,
2006), atg5-1(Thompson and Vierstra, 2005) a atg7-2 (Hofius et al., 2009). Prekvapivo
po aplikacii PDMP sa vo vsetkych troch typoch mutantnych buniek objavili vakuolarne
invagindcie, z C¢oho vyplyva, mechanizmus vzniku vakuolarnych invaginécii je
nezavysly na konvenénej autofagickej drahe (Kriiger et al., 2013). Na druhej strane,
makroautofagia nie je jedinym druhom autofagie a moje vysledky naznacuju, ze
vakuolarne invaginacie su autofagického charakteru. Vo svojich pokusoch som vsak
nepouzila PDMP, ale 3-MA.
3-MA je u¢inny inhibitor autofagie v zivoc¢isnych (Seglen and Gordon, 1982) aj v
rastlinnych (Takatsuka et al., 2004) bunkach. 3-MA inhibuje enzym PI3K produkujuci
PI3P, membranovy lipid, ktory je nevyhnutny pre nukledciu a biogenézu
preautofagickych Struktir (Thompson and Vierstra, 2005). Nema vSak vplyv na
mnozstvo AVI ani zmenu Urovne tvorby antokyanov, takze sa klasickd autofagia
nezucastiuje na formovani AVI (Poustka et al., 2007). V mojej praci 3-MA zabranil
tvorbe invaginacii aj napriek indukcii autofagie pomocou DTT. Bunky nemali Ziadne
invaginacie a ER sa nachadzalo v cytoplazme po okrajoch bunky. 3-MA sa tak aj v
mojich experimentoch osvedcil ako u¢inny inhibitor autofagie. Naopak, pri oSetreni
DTT bez 3-MA, ktory spusta UPR (DuRose et al., 2006) a tym indukuje autofagiu, sa
pocet invagindcii zvySil. Z toho modze vyplyvat, Ze invaginacie su autofagického
charakteru. Otazkou nadalej zostava ¢i sa jednd o makroautofagiu, alebo o

mikroautofagiu.

52



6. ZAVERY

A - Prvym mojim ciel'om bolo overit’ interakciu medzi vybranymi podjednotkami
komplexu exocyst a malou GTPazou RabG3b.

A.1 - Interakcie som overovala pomocou dvojhybridného kvasinkového testu. Vysledky
vySli negativne, interakcia sa nepotvrdila ani s Exo70B1, Exo70B2, ani s fragmentmi
Exo84b.

A.2 - Pre porovnanie som urobila d’alSie dvojhybridné kvasinkové testy s pribuznou
malou GTPazou RabG3f, ktora takisto neinteragovala s vybranymi podjednotkami
komplexu exocyst: Exo70B1, Exo70B2, C a N - terminalny fragment Exo84b.

A.3 Test vysiel pozitivne pri N - terminalnom fragmente, ale nie pri celej forme
proteinu.

A.4 - Urobila som dvojhybridny kvasinkovy test s inym ¢lenom rodiny Rab GTPéz,

vzdialenym od RabG3b, a to s N - terminalnou formou RabB1b. Test vysiel pozitivne.

B - Druhym cielom mojej prace bolo sledovat’ morfologiu a dynamiku vakuoly pri
indukecii a inhibicii autofagie.

Vakuoly som sledovala pomocou oznacenia tonoplastového akvaporinu DELTA - TIP
GFP markorm pod silnym 35S promoétorom.

B.1 - Pri kontrolnych rastlinach bola vakuola pomerne dynamicka s miernym
mnozstvom invaginacii.

B.2 - Pri indukeii tvorby antokyanov pomocou drogy naringenin a pri pouziti drogy
CDNB sa zvysila dynamika vakuoly a pocet invaginacii v nej. Pri farmakologickej
indukcii autofagie pomocou drogy DTT, sa tiez dynamika vakuoly zvysila a takisto sa
zvysil poCet invagindcii. Namerany pomer vnutornej membrany vakuoly ku bunkove;j
stene (BS) dosiahol pri indukcii autofagie (1,79) aj pri indukcii tvorby antokyanov
(1,77) takmer rovnaka hodnotu. Kontrolné bunky mali tuto hodnotu pomeru nizsiu:
1,24.

B.3 - Naopak pri oSetreni drogou 3MA sa spolu s autofagiou vyrazne znizila aj

dynamika vakuoly a zmizli vSetky invaginacie sledované po€as normalneho stavu
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bunky, ale aj pri indukcii autofagie, alebo tvorby antokyanov. Pomer dosiahol hodnotu

1,001 (ziadne invaginacie).

Iba na zaklade dvojhybridného testu nemo6zem definitivne povedat, ze RabG3b vobec
neinteraguje s nejakymi podjednotkami komplexu exocyst. Stale vSak existuje moznost’
slabej interakcie. Tto interakciu je potrebné overit’ eSte inymi metdédami ako su
napriklad pull-down assay a Forsterov rezonan¢ény prenos energie (FRET), ktorymi som
sa vo svojej praci nevenovala. Avsak na zdklade vykonanych dvojhybridnych
kvasinkovych testov sa da vyvodit, ze N - terminalny fragment malych Rab GTPaz je

konzervovany a interaguje aj u vzdialenych ¢lenov Rab GTPaz.

Vysledky inhibicie tvorby invagindcii mézu naznafovat, Ze invaginacie vidite'né vo
vakuole mézu byt autofagneho charakteru, pretoze 3MA je inhibitor autofagie. Po jeho
aplikacii vymizli invaginacie z vakuoly, ktora sa nasledne stala vel'mi méalo dynamickou

az nehybnou.

Popri pozorovani invaginacii som sledovala aj dilatované cisterny endoplazmatického
retikula (ER), ktoré boli zna¢ené¢ RFP znackou a ER retencnym signalom HDEL pod
silnym 35S promotorom.

V suvislosti s tymito vysledkami mo6Zem skonStatovat’, Ze vo vicSine invaginacii
sa dilatované cisterny ER nachadzali vo vSetkych druhoch oSetrenia okrem 3MA. Pri
oSetreni 3MA, bunky nemali invaginacie a ER bolo lokalizované iba v cytoplazme po

okraji bunky.

Moje vysledky sumarne naznacuji moznu ulohu vchlipovania endoplazmatického

retikula do invagnacii tonoplastu pri autofagickom transporte do vakuoly.
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