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Abstrakt

Tato prace se vénuje ARP2/3 komplexu, de novo nukleatoru aktinového cytoskeletu. Tento vysoce
konzervovany komplex je sloZzeny ze sedmi podjednotek a reguluje vétveni aktinovych filament
v konstantnim uhlu 70°. ARP2/3 se prostfednictvim iniciace polymerace aktinu podili na rtznych
funkcich v bunikach rostlin a Zivocich. Podili se naptiklad na uréeni sméru a rychlosti ristu bunék,
pohybu vezikull a organel v ramci buriky. Mutace jednotlivych podjednotek je pro Zivocisné buriky
letalni, v rostlinach vSak maiji tito mutanti jen mirné projevy jako je napftiklad poskozeni trichomu
nebo zmény tvaru pokozkovych bunék. Cilem predloZené prace bylo studium funkce ARP2/3
komplexu metodou c¢astecného umlceni podjednotek pomoci RNA interference. Konkrétné se
jednalo o podjednotku ARPC1 u Arabidopsis thaliana a podjednotku ARPC2 studovanou na
bunééném modelu tabdkové linii BY-2. Experimentalni prace zahrnovala tvorbu DNA konstruktl
navozujicich umlceni, transformaci rostlinného materidlu, analyzy miry umlcéeni a sledovani fenotypu
u vybranych linii. PfestoZe byly nalezeny linie se snizenou hladinou transkriptu dané podjednotky
ARP2/3 komplexu, nebyly u téchto linii nalezeny Zadné fenotypové zmény.

Kli¢ovd slova — aktin, ARP2/3 komplex, indukované umléovdni



Abstract

This thesis is focused on the ARP2/3 complex, which is a de novo actin cytoskeleton nucleator. This
highly conserved complex is composed of seven subunits and regulates branching of actin filaments
at a constant angle of 70 degrees. In plant and animal cells ARP2/3 is involved in various processes,
which are connected with the initiation of actin polymerization; for example it participates in
determining the direction and speed of cell growth and the movement of vesicles and organelles
within the cell. The mutation of individual subunits is lethal for animal cells, but in plants, these
mutants have only mild symptoms such as distorted trichomes or changes in epidermal cells. The
aim of the presented work was to study the function of the ARP2/3 complex by the method of
partial silencing of subunits using RNA interference. Specifically, it was the ARPC1 subunit of
Arabidopsis thaliana and the ARPC2 subunit studied on the cellular model, the tobacco BY-2 cell line.
Experimental work involved the creation of DNA constructs for induction of silencing,
transformation of plant material, silencing rate analysis, and phenotype tracking in selected lines.
Although lines with reduced transcript levels of the given ARP2/3 complex subunit were found, no
phenotypic changes were observed in these lines.

Key words - actin, ARP2/3 complex, induced silencing



Obsah

Y o1 - | | T TP POOTOPPRPR 4
Y o1 o - Tot PSP STOP OO PRRPRN 5
(0] o1Y- | o T TSPV P PP VPR 6
SezZNAM POUZILYCN ZKIateK.....oivieie ittt re e e e e e e e be e e e s rabee e e e nbaee e e arees 9
1. UVO ...ttt 10
00 S 1T PR 11
2. [ =] o1 E=To B =T ) U ST PP 12
D Y Y [ Yo 1AV oAV o 1Y =Y 1 RS 12
2.1.1. Funkce aktinového cytoskeletu a jeho vyuZiti v BURCE........ccovviieiiciiiiccee e, 12
2.1.2. Regulace polymerace aktinU.........coocuiiiiiiiiie et e e e e rae e e e 13
2.2.  ARP 2/3 komplex — struktura a nukleace aktinU..........cccoeeeeiieenreeniiciicie e 16
2.2.1. Regulace a funkce ARP2/3 komplexu u zivocichl a kvasineK..........cccvevveeveeveeneesiecie e, 17
2.2.2. Regulace a funkce ARP2/3 komplexu U rostlin .........cccceeeeeieeiieeiiic e 20
2.2.3 Popis mutanttd v genech pro podjednotky ARP2/3 komplexu u rostlin........c..cccceeeeeeeennenee. 22
2.2.3. 0. ARP . e e e e e e e e e e e e e e e aeaeaeeas 22
2.2.3. 2. AR e e e e e e e e e e e e e e aeaeeas 22
2.2.3.3  ARP . e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeaeens 23
22,340 ARPC 2.ttt sttt b e she e eae e st e bt e be e beeehe e et e e teeteen 24
2.2.3.5. ARPEC3 ...ttt ettt e h e she e sa b e st e et e bt e bt e e heeeateeteeteen 24
2.2.3.6. ARPCA ...ttt b e s e sae e re e 25
2.2.3.7. ARPECS .. ettt re e sae e ereen 25

3. Materidl @ METOAiKa...c..uiiiiiiieiee e e 26
3.1. Biologicky materidl @ Jeho KUIVACE........ccovciiiiiiiiie e 26
BULiLe ELCOM sttt ettt st b e b e be e s bt e sateeateeteen 26
3.1.2. Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90) / C58C1 > RifR (pMP90) GV2260.......... 26
3.1.3. Arabidopsis tRAHIANG ............coccuviiieeiiiei et ae e e 27
3.1.4. Nicotiana tabacum — buné€na liNie BY-2 .......c.cccievienienienieeeeeeeeeeee e 28
3.2.  Plazmidy pouzZité pri KIONOVANT .......cccccuiiiiiiiiiie ettt e e e ebre e e s erae e e e eaes 30
3.2.1. PIAZmMid — PDIIVE.......uveeeeee ettt ettt e e et e e e e e e e et e e e e e e e e s abaeaeeeaeeeesannsseaees 30
3.2.2. Y g Yo I 1 SR 31

3.3, Seznam PouZitych antibiotiK .......ccveeiiiciiie e 32



3.4. Transformace bakterii @ rostinN€No Materidlu .........oevvvvivviiiiiiiiiiiieiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeen 32

3.4.1. Pfiprava elektrokompetentnich bakterii E.COli........ccouviiviieiiiiiiiiiiecee e 32
3.4.2. Ptiprava elektrokompetentnich bakterii A.tumefaciens .............ccccccoveeeecveeeicciveeeeennen. 33
3.4.3. Transformace A. tumefaciens Q@ E. COli...........couuuuiieeciiiiiciiee ettt 34
3.4.4. Transformace Arabidopsis thaliaNa...............coccueiiieiiiiiieiiee e 34
3.45. TransformMace BY-2 .....coiiiiiieiiie ettt st 35
3.5, PrACE S DINA .ttt st sttt b e bt sttt be e bt saeesane e 37
3.5.1. Izolace plazmidoVE DNA Z E. COli v..c..uuuuiiieiiiei ettt et 37
3.5.2. Izolace DNA z agardzoVEN0 GElU.........ueiiiiieei e 37
3.5.3. = [ - PP PP OPPROUPPPTN 38
3.5.4. PCR (Polymerase chain reaction)........cceeecueieiieeiiiee i e ciee et evee e ree b 38
3.5.5. POUZITE PIIMEIY ceveeeiiiiee ettt ettt e e e tte e e e et e e e e bae e e eeabeeeseeabaeesesasaeeeennseneeennsens 39
3.5.6. T A | ol g TR X<T o T=] o | SRR 40
3.5.7. Agardzova gelova elektroforéza (DNA) ......ooociiie e e 41
3.6, PrAce S RNA . ittt et e s e bt e st e e bt e e hb e e s be e e st e e s beesateesbeeenaeean 41
3.6.1. 1ZOIACE RNA ...ttt ettt st e st e st e bt e e sabe e e abeesabeesnbeesabeeeaees 41
3.6.2. Agardzova gelova elektroforéza (RNA)........ooociiee it 43
R o - ol o o (= [ 1Y SRR 44
3.7.1. b 2o  ETol=l oY g o (=T o1V 21 2 1 2 AU 44
3.7.2. Proteinova elektroforéza.........ccccoieiiiiiiiiiiicee e 45
3.7.3. WESTEIN BIOT ..ot e e e e 46
3.7.4. IMUNOAETEKCE ...ttt ettt b e s b e sbe e sae e et e e eeebeens 46
3.7.5. Chemiluminiscentni detekce (ECL SYStEM) .....oeeeecviieeeiiieee et 47
V1Y 1= | QY2 USRI 48
4.1.  Studium sniZeni exprese ARPC1 podjednotky u Arabidopsis thaliana...................ccccuueenne... 48
4.1.1. Tvorba uml€ujiciho konstruktu IR-C1L ..........oooiiiiiiieiee e e 48
4.1.2.  Transformace @ SEIEKCE ....coiuii ittt e e 50
4.1.3. Analyza exprese transkriptu ARPCL .......cc.eeiiiiiiiieeeciiiee ettt e e ree e e e e 52
4.2, VYSIEAKY BY-2 ..ottt st sae et 54
4.2.1. Tvorba uml€ujiciho konstruktu IR-C2 ..........ceiiiiiiiiciie e e 54
4.2.2. Transformace @ SEIEKCE ......iiviiieeeeee ettt 54
4.2.3. ANAIYZA MUY UMICENT. ..o it e e e e arae e e e ares 54

4.2.3.1. Linie se znacenymi Vakuolami .......cccuviiiiiiiieiciiie e e 55



4.2.3.2. Linie se znacenym fimbrinem ...........oooiiii i 58

4.2.3.3. Linie se znacenym Golgiho KOMPIeXemM ......ccviviiiiiiiiiiee e 61

A.2.3. 4. WT NI ceeeieeeie ettt ettt ettt et e b e b e b e sme e et e eeeenneens 64

4.2.4, Sledovani fenotypu ARPC2A — mikroskopie vybranych linif.........cccccveiieiieiiiiienecnee, 67
4.2.5. Stanoveni proteinu ARPC2A — imunolokalizace na Western blotu..........ccccceevevveeennnnen. 68

D DISKUSE ettt ettt ettt ettt ettt e bt e he e e s b et e he e e s tee s bt e e e beesbeeeaneeesreeesareena 70
5.1.  Indukované umlICovani @ JENO VYUZIti.......ccccuiiiieciiiii ittt 70
5.2.  Studium sniZeni exprese ARPC1 podjednotky u Arabidopsis thaliana. ..................cccccuueennne. 71
5.3.  Studium sniZeni exprese ARPC2A podjednotky u bunécné linie BY-2. .......ccccceeeciveeercnneenns 73
5.3.1. Linie se znacenymi Vakuolami.......ccuiiiiiiiiiiciiicccee et s 74
5.3.2. Linie se znacenym fimbrinem .......c.ueii i 74
5.3.3. Analyza hladiny proteinu ARPC2 vybranych linii.........coceeeeiiiiiiciiiiiccee e, 75

T 1Y T S OO SO U OSSOSO PPTPRRROPSRRPRRTIN 76



Seznam pouZitych zkratek
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1. Uvod

Aktinovy cytoskelet zajistuje vnitfni (u Zivocichl i vnéjsi) dynamiku bunék — reguluje rist a
poskytuje leseni pro pohyb organel a vezikl( uvnitf burniky. Aktin je jednim z nejhojnéjsich
proteind s vysokym stupném konzervovanosti (Dominguez a Holmes, 2011). Studium
regulace usporadani aktinového cytoskeletu je predmétem vyzkumu mnoha védeckych
tym0. Vétsi pozornost je mu vénovana u Zivocisnych bunék v souvislosti s jejich migraci a
jeho roli v nddorovém bujeni a tvorbé metastazi (Lauffenburger et al.,, 1996). Jednim
z hlavnich reguldtord aktinového cytoskeletu, je ARP2/3 komplex. Tento komplex indukuje
de novo polymeraci aktinu na existujicim mikrofilamentu, od néhoz se odvétvuje
v konstantnim Uhlu 70°. ARP2/3 komplex se skldda ze sedmi podjednotek, dvou nejvétsich -
ARP2 a ARP3, které jsou strukturné podobné aktinu, a péti malych podjednotek ARPC1-5
ocislovanych podle velikosti (Robinson et al., 2001). Ztrata tohoto komplexu, respektive jeho
jednotlivych podjednotek, je pro Zzivocisné buriky letalni, zatimco u rostlin se mutace
v jednotlivych podjednotkach projevuje relativné mirnym fenotypem (Goley a Welch, 2006).
Mutanti maji typicky zkroucené trichomy, u nékterych je naruseno vytvareni lalo¢natych
pokozkovych bunék, faze vakuol nebo otvirani priduchl. Rostlinny ARP2/3 komplex je
studovan prevazné na modelové rostliné Arabidopsis thaliana (Mathur et al., 20033; Li et al.,
2013). Tato diplomova préace se vénuje dvéma podjednotkdm tohoto komplexu — ARPC1 a
ARPC2 - u dvou rostlinnych modeld. ARPC1 podjednotka studovana u Arabidopsis thaliana
byla vybrana proto, Ze je zatim jedinym chybéjicim mutantem v podjednotkdch ARP2/3
komplexu u této modelové rostliny. Divodem je to, Ze se ARPC1 vyskytuje ve dvou
paralozich v silné genové vazbé, coz brani snadnému vytvoreni/nalezeni dvojitého mutanta.
MozZnosti, jak tento problém obejit, je fenotypovy screening F2 generace kfizencl
jednoduchych mutantl na zakladé predpokladaného poskozeni trichom( nebo knock-down
obou témér identickych ARPC1 genl pomoci RNAi, ¢emuZ se vénuji v této praci. Druhou
vybranou podjednotkou je ARPC2, kterd je studovana na modelu tabakové bunécné linie BY-
2. Davodem k vybéru uvedeného modelu je fakt, Ze zatim neni dostupny cytologicky model
pro studium tohoto komplexu. ARPC2 podjednotka byla vybrdna proto, Ze se spolu s ARPC4
podili na stabilizaci celého komplexu. Pfedpoklada se tedy, Ze sestaveni komplexu bez této
podjednotky je nemozné, navic je kdispozici protilatka, kterou lze tabdkovy protein
detekovat. U BY-2 linie nejsou dostupni mutanti, tudiz byla pouZita opét metoda umlceni

genu pomoci RNAI. Konstrukty pro umléeni uvedenych ARP2/3 genl byly transformovany
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nejen do WT linii, ale i do linii s jiZ vloZzenymi markerovymi konstrukty pro znaceni bunécnych
komponent pomoci fluorescenénich proteinli (GFP, mCherry) za ucelem snazsi detekce

predpokladanych fenotypovych zmén v disledku navozeného umlcéeni.

1.1. Cile

Cilem této diplomové prace je studium Glohy ARP2/3 komplexu u rostlin, pfesnéji sledovani
vlivu ndhlého snizeni exprese podjednotek ARP2/3 komplexu na rostlinné bunky.

Dil¢i cile prace:
1. Studium snizZeni exprese ARPC1 podjednotky u Arabidopsis thaliana.

2. Studium sniZeni exprese ARPC2A podjednotky u tabakové bunécné linie BY-2.
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2. Prehled literatury
2.1. Aktinovy cytoskelet

Aktin je jeden z nejrozsifenéjsich proteind vibec (velikost okolo 42 kDa) a je vysoce konzervovan
napfi¢ organismy. Aktinovy cytoskelet tvofi uvnitf bunék velice dynamickou sit. Vyskytuje se
ve dvou formach: G-aktin (aktinové monomery) a F-aktin (aktinova filamenta), premény mezi
témito formami jsou zavislé na ATP, které je nutné pfi pfechodu G-aktinu na F-aktin pfi
polymeraci vldkna. Tyto premény, které jsou duleZité pro dynamiku aktinu, jsou zajistény
regulatory aktinu (viz kapitola 2.1.2.). Ve filamentech je aktin uspofadan do volné pravotocivé
Sroubovice. Aktinova filamenta jsou polarizovand, na plus konci polymeruji a na nestabilnim

minus konci depolymeruji (Staiger a Blanchoin, 2006; Pollard and Borisy, 2003)

2.1.1. Funkce aktinového cytoskeletu a jeho vyuZiti v burice
Funkce aktinu jsou rozmanité — Ucastni se pfi déleni bunék, ristu a polarizaci bunék, pfi

organizaci vezikularniho transportu nebo transportu organel (Dominguez a Holmes, 2011).

U rostlin je aktin velmi dlleZity pravé pfi polarizovaném rilstu, ktery se uplatiuje pfti rastu pylové
lacky (Vidali et al., 2001) a kofenovych vlaski (Baluska et al., 2000). Pro rostliny je také dllezity
pohyb organel, jako jsou chloroplasty v zavislosti na ozareni, i to zajistuje aktinovy cytoskelet
(Kandasamy et al., 1999). Dale se aktin ucastni ochrany povrchu rostlin, jelikoZ se Ucastni pfi

vyvoji trichom0 (Szymanski, 2005).

Zivocisné buriky pouzivaji aktin navic p¥i pohybu svall — svalové kontrakci za spotieby ATP aktin-
myozinovym komplexem (Rayment et al., 1993). Pro vyvoj ZivoCichll je také nutnd migrace
bunék, na rozdil od rostlin, kde pfi ontogenezi k migraci bunék nedochazi. Migrace ZivociSnych
bunék je dllezita uz pfi embryonalnim vyvoji, pohybu fibroblastl (vazivové burky) nebo pfi
imunitni odpovédi (Lauffenburger a Horwitz, 1993). Schopnost migrace maji i nddorové burky,
z tohoto dlvodu je tento fenomén u Zivocichl intenzivné studovan. Napriklad podle prace
Rauhala et al., 2013, kdy umléenim podjednotky ARPC4 komplexu ARP2/3, jednoho z hlavnich

nukledtor( aktinu, vedlo k naruseni migrace bunék u rakoviny slinivky.

Dynamiku aktinu, nezbytnou k jeho sprdvné funkci, narusuje fada cytoskeletarnich drog jako je
napfiklad faloidin, latrunculin a cytochalasin. Faloidin je alkaloid, obsazeny u nékterych druht
muchomrek, stabilizuje aktinova filamenta v F-formé a brani jejich depolymerizaci

(Cooper, 1987). Cytochalasin blokuje polymeraci a prodluzovani aktinovych filament, vaze se
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na plus konec aktinového vlakna (Cooper, 1987). Podobny efekt ma i latrunculin, ktery vaze
aktinové monomery, a tim rovnéz brani polymeraci (Yarmola et al., 2000). Naruseni cytoskeletu
pomoci téchto toxinl se vyuziva pfi studiu jeho funkce.

2.1.2. Regulace polymerace aktinu

Regulaci polymerace aktinu zajistuje celad fada proteind, u de novo polymerace mikrofilament to
jsou ARP2/3 komplex a forminy (Staiger a Blancholin, 2006). Nukleace pomoci ARP2/3 komplexu
je detailnéji popsana nize v kapitole 2.2., forminy tvofi skupinu proteinl, které indukuji
nevétveny rlstu aktinu (Blancholin a Staiger, 2010). Obsahuji specifickou FH2 doménu spolu
s prolinem bohatou FH1 doménou. Na zdkladé této specifikace bylo u modelové Arabidopsis
thaliana nalezeno 21 forminovych isoforem (Cvrckova et al., 2004). Nékteré forminy obsahuji

i FH3 doménu, ktera ale neni specificka pro vSsechny isoformy (Nielsen et al., 1998).

U Zivocichll jsou aktinovy cytoskelet a jeho regulatory prozkoumany mnohem vice nez u rostlin,
presto jsou spiSe prostudovany individualni drahy jednotlivych regulator a neni ¢asto znamo,
jak rGzné regulatory plsobi mezi sebou. Prikladem studie, které se vénuji spoluplsobeni
reguldtorl je ovlivnéni formind ARP2/3 komplexem a naopak provedené na kvasinkach (Burke
et al., 2014). Pokles ARP2/3 (v této praci zplsobeny inhibitorem CK-666) ma za nasledek zvyseni
koncentrace G-aktinu, kterd je nutna pro polymeraci de novo fizenou forminy. Naopak je to
podobné, pfi snizeni hladiny forminu (mutanti cdc 12-112 a for3) dochazelo ke zvyseni hladiny

ARP2/3 komplexu (Burke et al., 2014).

V Zivocisné fiSi byly popsany i dalSi proteiny jako Spire, Leiomodin, Cordon Bleu, APC
(adenomatous polyposis coli) nebo JMY (junction mediating and regulatory protein), vSechny
obsahuji specifickou WH2 doménu (WASP homology domain-2; Firat-Karalar a Welch, 2011).
WH2 je doména s velikosti okolo 35 AK obsahujici motiv L++V/T (L-leucin, +-bazickd AK, V-valin,
T-threonin), tato doména je schopna vazat aktinové monomery. Ukazalo se, Ze je tato doména
pfitomna u mnoha regulatord aktinu (Paunola et al., 2002). Protein Spire obsahuje ¢tyfi WH2
domény, které vazi Ctyfi aktinové monomery. Funkce Spire je komplexni, dokdZe nukleovat,
oddélit a chranit aktinova filamenta. Zpomaluje depolymeraci na minus konci vldkna. U Zivocich(
je spolu sforminy a profilinem dulezZity pfi urceni polarizace oocytl (Bosch et al., 2007).
Leiomodin taktéZ obsahuje WH2 doménu, nukleuje aktinova filamenta ve svalech (Chereau
et al., 2008). Vyskytuje se v nékolika isoformach, jako Lmod-1, Lmod-2 a Lmod-3. Lmod-1, ktery

se vyskytuje v hladkych svalech, ma vysokou podobnost s Lmod-3, vyskytujicim se u embryi.
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Isoforma Lmod-2 je pfitomna u embrya, srdecni svaloviné a pfi¢né pruhované svaloviné (Conley
et al., 2001). Cordon Bleu je dalsim z reguldtor( aktinu, ktery se vyskytuje u obratlovcl. Ma tfi
WH2 domény, které vazi tfi aktinové monomery, indukuje polymeraci aktinu uz pfi
nanomoldrnich koncentracich. Nejvyssi exprese Cordon Bleu byla pozorovana v mozku u mysi,
v ostatnich tkdnich je exprese zanedbatelna (Ahuja et al., 2007). APC patfi mezi tumor supresivni
proteiny, reguluje prodluzovani bunék a bunéfnou migraci. Je lokalizovan jak na aktinu, tak
na plus konci mikrotubulovych vlaken. APC spolupracuje s jednou z izoforem forminu (mDia) a
vaze aktinové monomery (Okada et al., 2010). JMY, protein specificky pro obratlovce, aktivuje
ARP2/3 komplex (vazba pres tryptofanovy zbytek) a vyuzivd svou WH2 doménu k nukleaci

aktinového filamenta. JMY se podili na pohyblivosti bunék obratlovcl (Zuchero et al., 2009).

Dalsi reguldtory aktinu byly nalezeny i u rostlin, jsou to - profilin, ADF (actin depolymerizing
factor), CAP1 (cyclase associated actin cytoskeleton regulatory protein 1), AIP1 (actin-interacting
protein 1) a villin (Hussey et al., 2006). Profiliny jsou nizkomolekularni proteiny vazajici aktin,
u vyssich rostlin byla jejich funkce prokazana v praci Valenta et al., 1993, u Zivocichl a kvasinek
je jejich funkce znama déle (Carlsson et al., 1977). Profilin vaze aktinové monomery, prednostné
ATP G-aktin a spolupracuje s dalSimi regulatory, jako jsou forminy a WASP, polymerace je diky
profilinu mnohem rychlejsi (Romero et al., 2004). U Arabidopsis thaliana zpUsobuje snizeni
hladiny profilinu mensi vzrist a dfivéjsi kveteni (az o dvanact dnd) s nizSim poctem list(. Pocet
semen je priblizné stejny jako u WT a semena nevykazuji viditelné fenotypové odchylky. Rostliny
bez profilinu maji mensi buriky hypokotylu a korfene, naopak je tomu pfi zvySené expresi
(Ramachandran et al., 2000). ADF/cofilin se vaZze na F-aktin a spousti fragmentaci aktinovych
vldken (McGough et al., 1997). Vaze i G aktin, preferencné neaktivni formu s navazanym ADP.
Brani tak vyméné ADP za ATP a tim aktivaci polymerace (Nishida, 1985). CAP1 vaze ADF a je také
nezbytny pro jeho spravnou funkci. CAP depolymerizuje aktinova filamenta a recykluje aktinové
monomery, stimuluje premény ADP za ATP na G-aktinu (Moriyama a Yahara, 2002). U Zivocicht
se vyskytuji dvé isoformy CAP, CAP1 v nesvalovych buikdch a CAP2 v pficné pruhované
svaloviné. CAP1 je v Zivocisnych bunkach duleZity pro migraci bunék, endocytézu a morfologii
celé buriky (Bertling et al., 2004). Mutanti cap1 u Arabidopsis thaliana vykazuji snizenou klicivost
semen, pomalejsi polarni rlst kofenovych vlask(i a pylové lacky. Dale neptitomnost CAP1

zpUsobuje morfologické zmény pfi prodluzovani epidermdlnich bunék na stonku a lehké
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poskozeni trichom( (ve srovnani s arp mutanty). V bunikdch mutantnich rostlin se ve velkém

mnozstvi hromadi F-aktin (Deeks et al., 2007).

Homolog kvasinkového proteinu AIP1 byl nalezen i u rostlin. Funguje stejné jako u Zivocich,
tedy za prfitomnosti ADF/cofilinu depolymerizuje aktinova filamenta. V rostlinach se vyskytuje
nejvice v pylovych zrnech stejné jako ADF a ovliviuje ziejmé rist pylové lacky (Allwood et al.,
2002). U mechu Physcomitrella patens, kde se gen AIP1 vyskytuje pouze v jedné kopii, byli
pozorovani mutanti vtomto genu. AIP1 je v bunkach mechu duleZity pro polarizovany rast
kaulonemat. Déle bylo zjisténo, Zze mutanti jsou schopni Zivota, ADF zfejmé dokaze cdstecné
nahradit funkci AIP1. V burikdch se ale vice hromadily svazky aktinovych filament, byla narusena
rovnovaha mezi polymeraci a depolymeraci aktinu (Augustine et al.,, 2011). Villin zajistuje
svazkovani aktinovych filament, nukleaci na filamentu nebo ochranu plus konce filamenta,
dokaze i oddélit aktinovd filamenta. VSechny tyto funkce jsou indukovany v zavislosti
na koncentraci Ca®* iontd (Northrop et al., 1986). Zastaveni exprese villinu u Arabidopsis
zpUsobuje zpomaleny rist kofenovych viaskd a pylové lacky. Zpomaluje se i proudéni cytoplasmy

(Zhang et al., 2011).

Jako motorové proteiny aktinového cytoskeletu funguji jak u rostlin, tak u Zivoc¢ichG myosiny.
V genomu Arabidopsis thalina je obsazeno sedmnact genll pro myosiny, které se ziejmé lisi
od zivocisSnych. Myosiny jsou vysoce konzervované, jsou rozdéleny do dvou skupin — VIII a Xl
myosiny (Reddy a Day, 2001). U mutanta v myosinu X| u Arabidopsis byla pozorovana sterilita
potazmo i auxinového transportu (Holweg a Nick, 2004). Myosin se totiz ziejmé podili
na vackovém transportu PIN prenasecll auxinu, které jsou v rostlinnych burikach polarizované

distribuovany (Ueda et al., 2011).
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2.2.  ARP 2/3 komplex — struktura a nukleace aktinu

Jde o vysoce konzervovany komplex napfic
organismy, ktery sestdvd ze  sedmi
podjednotek. Sklada se ze dvou velkych - ARP2
a ARP3 a péti malych podjednotek C1-C5
(Obr. 1). Malé podjednotky jsou v nékterych
pracich oznacovany i podle své molekulové
hmotnosti — p40 (pro ARPC1), p34 (ARPC2),
p21 (ARPC3), p20 (ARPC4) a p16 (ARPCS). ARP
2/3 komplex byl objeven v praci od Machesky

et al., 1994. Celkové ma komplex molekulovou

hmotnost okolo 220 kDa.

p40

Obr. 1 Struktura Arp2/3 komplexu se sedmi podjednotkami. Cisla u ARP2 a ARP3 podjednotek znaci
subdomény s homologii k aktinu. Komplex byl v této prdci izolovdn z Bos taurus (dle Robinson

et al., 2001)

U ZivocCichll i kvasinek je uplné vyrazeni tohoto komplexu z funkce neslucitelné se Zivotem,
rostliny jsou ale mnohem flexibilngjsi a ztrdtu tohoto komplexu umi kompenzovat zatim
neznadmymi mechanismy (napf. mozna zastupitelnost forminy). Jak jiz bylo zminéno vy3e, ARP2/3
je jednim z hlavnich regulatord aktinového cytoskeletu. Indukuje de novo nukleaci filament a

jejich vétveni v konstantnim thlu 70° (Goley a Welch, 2006; schéma nukleace viz Obr. 2).

ARP2 a ARP3 podjednotky jsou strukturné tolik podobné aktinu, Ze mohou wvytvofit dimer
podobny, jako tvofi dva G-aktiny a slouZi pak jako pocatek pro polymeraci mikrofilamenta.
S aktinem maji spolecné i to, Ze vazi ATP, které doddva energii nutnou pro polymeraci. ARP2 je
také schopny vazat dalsi nukledtor aktinu — profilin, diky tomu je nukleace rychlejsi (Kelleher
etal., 1995). Pro aktivaci ARP2/3 a pocatek polymeraéni aktivity komplexu jsou dulezité

aktivatory tohoto komplexu, které jsou zminény v kapitolach 2.2.1.a 2.2.2..
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Obr. 2 Schéma nukleace pomoci ARP2/3 komplexu, na tomto obrdzku je zndzornén jeden

z aktivatort z rodiny WAVE — protein SCAR (dle Machesky et al., 1999).

V praci od Hetrick et al.,, 2013 byly objeveny dvé molekuly - CK-666 a CK-869, které inhibuji
ARP2/3 komplex. Téchto inhibitord se da vyuzit pfi studiu funkce tohoto komplexu, cozZ je
vyhodné hlavné u ZivociSnych bunék a kvasinek in vivo, kde neni z divodl letality mozné
vytvoreni mutantl. Bylo zde objasnéno, i jak tyto molekuly funguji, zplGsobuji blokaci pocatku
polymerace aktinového filamenta. CK-666 stabilizuje inaktivni formu komplexu, blokuje pohyb
dvou nejvétSich podjednotek, tak aby nevytvofili iniciaéni misto pro aktivaci polymerace. CK -
869 se vazie na ARP3 a znemoZniuje jeho propojeni s ARP2, nedochazi tak k vytvoreni pocatecniho

mista pro zac¢atek polymerace aktinového filamenta.

2.2.1. Regulace a funkce ARP2/3 komplexu u Zivocicht a kvasinek
Jak jiz bylo zminéno vyse je vyrazeni jednotlivych podjednotek tohoto komplexu u Zivocichl a

kvasinek letdlIni, coz komplikuje studium funkce ARP2/3 komplexu. Nabizi se tedy mozZnost studia
na in vitro bunikach a vyuziti RNAi umléeni genl. VyuZiti RNAi je u Zivocisnych bunék malo
pouzivané kvuli nespecifickému umliceni (potvrzeno napf. v praci Caplen et al., 2000), na rozdil
od rostlin, kde malé RNA rozezndvaji dany gen s vyssi specifitou. Po objevu inhibujich molekul CK
— 666 a CK — 869 byl usnadnén vyzkum ARP2/3 komplexu i na in vivo burikdch. Obecné funkce

ARP2/3 komplexu souviseji s nukleaci aktinového cytoskeletu jako je naptiklad migrace bunék,

17



chemotaxe, fagocytdza a endocytdza. Da se tedy fici, ze ARP2/3 se podili na ristu bunék a jejich
organizaci v rdmci téla. V rdmci bunék se podili na pohybu vackd a organel, pro které je nezbytny
pohyb po aktinovych filamentech (Goley a Welch, 2006). V nékolika nasledujicich vétach se budu
dale vénovat nékterym nejnovéji objevenym funkcim, které zajistuje ARP2/3 komplex

u zivocichd.

ARP2/3 byl studovan u radialnich glii, coz jsou buriky objevujici se pfi vyvoji mozku, které fungu;ji
jako kmenové buriky i jako vodici skelet pro migraci nervovych bunék. ARP2/3 v téchto burikach
zajistuje polaritu a morfogenezi. Vyzkum byl provadén diky indukované Cre-lox rekombinaci,
ktera zkratila gen pro ARPC2 podjednotku u mysi pfi embryogenezi, kdy byl sledovan vyvoji
mozkové klry (Wang et al., 2016a). Dalsi funkce byla prokazana pfi vyvoji krevnich elementd.
V lidském genomu se podjednotka ARPC1 vyskytuje ve dvou isoformach, ARPC1A/B, B isofoma je
exprimovand hlavné v krvi. Byla zkoumana ztrdta ARPC1B isoformy, ktera méla za nasledek
poruchy v tvorbé krevnich desticek. Pfi ztraté této isoformy sice dochazelo ke kompenzaci
zvySenou expresi ARPC1A, presto dochdazelo k poruseni tvorby trombocytl, coZ naznaduje, Ze
tyto dvé isoformy nejsou plné funkcéné zastupitelné (Kahr et al., 2017). Dalsi zajimava funkce byla
zjiSténa pri pokusech na laboratornich krysach a formovani paméti za stresovych podminek.
Exprese ARP2/3 komplexu byla zjisténa v amygdale, ¢asti mozku, ktera se podili na paméti
poznatkt ziskanych za emocéniho vypéti. Bylo zjisténo, ze se ARP2/3 komplex podili na vytvareni
dlouhodobé paméti, ne vSak kratkodobé. Tyto pokusy byly provedeny diky vyuZiti inhibitoru
ARP2/3 molekuly CK-666 (Basu et al., 2016).

Na aktivaci ARP2/3 komplexu u Zivocichli se podili hned nékolik proteind a proteinovych
komplexi — WASP (Wiskott—Aldrich syndrome protein), N-WASP, SCAR/WAVE (suppressor
of cCAMP receptor), WASH a cortaktin (Derivery a Gautreau 2010; Weaver et al., 2001). WASP byl
poprvé izolovan jako gen, ktery je poskozeny pfi Wiskott-Aldrichové syndromu, odtud dostal
WASP i svoje jméno (Derry et al., 1994). Pozdéji bylo prokazano na lidskych burkach in vitro, ze
WASP aktivuje ARP2/3 komplex (Yarar et al., 1999). Obsahuje VCA (Verprolin homology central
acidic) doménu, kterd je pres ARPC1 podjednotku vazana k ARP2/3 komplexu (Pan et al., 2004).
Dalsim regulatorem je N-WASP, ktery se vyskytuje predevsim v mozku, odtud i nazev neural
Wiskott—Aldrich Syndrome Protein. Nejprve bylo zjisténo, Ze reguluje aktin (Fukuoka et al.,
1997), v dalsi studii bylo prokdzano, Ze aktivuje ARP2/3 komplex tak, Ze pouziva svlij C-konec

na navazani k ARP2/3 (Rohatgi et al., 1999). SCAR/WAVE, ktery se objevuje i u rostlin, byl poprvé
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objeven u Dictyostelia jako protein pfribuzny WASP, kdy se u bunék bez tohoto proteinu
vyskytovalo malo F-aktinu (Bear et al., 1998). SCAR/WAVE je funkéni jako komplex spolu
s dalSimi ¢tyfmi podjednotkami, které doddvaji komplexu stabilitu. Jeho aktivdtorem jsou malé
GTPasy z rodiny Rho (Ras homology), u Zivocichi jsou to Rac GTPasy (Ras-related C botulinum
toxin substrate; Ibarra et al., 2005). Vzhledem k tomu, Ze jde o jediny zatim zndmy aktivator
ARP2/3 komplexu u rostlin je o ném zminéno vice v kapitole 2.2.2.. Poslednim z regulator(
zrodiny WASP je WASH komplex, ktery je podobny WASP a SCAR. WASH se vyskytuje
na nejzazsim konci chromosomu v subtelomerické oblasti v mnoha kopiich. Ztrata jeho funkce je
letalni u zygoty, coz bylo prokazano u octomilky (Drosophila). Aktivace ARP2/3 komplexu probiha
pies VCA doménu (Linardopoulou et al., 2007). Dalsim aktivatorem je cortaktin, ktery je slabSim
aktivatorem v porovnani s N-WASP. Tento protein nepatfi jako jediny z aktivator( do rodiny
WASP. Jeho funkci je jednak pfima aktivace ARP2/3 a dale stabilizace nové vytvorenych vétvicich

mist na filamentu (Weaver et al., 2001).

U kvasinek byl objeven dalsi regulator z rodiny WASP — Beelp, ktery s ARP2/3 komplexem
interaguje pres podjednotky ARPC4 a ARPC5. Jeho vyrazenim ale nedochazelo k vyraznému
poskozeni polymeracni aktivity ARP2/3, coz naznacuje, ze neni jedinym kvasinkovym aktivatorem
(Winter et al., 1999). Dalsi reguldtor u kvasinek byl objeven v praci od Duncan et al., 2001, kde
bylo zjisténo, ze Panlp je aktivatorem ARP2/3 komplexu. Panlp se spolu s ARP2/3 podili

na endocytdze.

Kromé aktivatord ARP2/3 komplexu byly nalezeny i jeho negativni regulatory — GMF (glia
maturation factor), coronin, gadkin,PICK1 (protein interacting with C kinase 1) a arpin. GMF byl
nalezen jako homolog ADF/cofilinu, se kterym spolupracuje pfi depolymeraci vétvenych
filament. DokaZe i branit nukleaci nového viakna (Gandhi et al., 2010). Pozdéji bylo zjiSténo, Ze se
GMF vaZe pfimo na ARP2/3 komplex pfes ARP2 a ARPC1 podjednotku (Luan a Nolen, 2013).
Coronin je antagonistou ke cofilinu, na rozdil od néj tedy inhibuje aktivitu ARP2/3 a destabilizuje
aktinova vlakna (Cai et al., 2008). Gadkin je dalsim z inhibitord ARP2/3, bylo zjisténo, Ze u bunék
bez gadkinu je zvySena migrace bunék a tim jejich rozsifovani po téle, které je umoznéno diky
nekontrolovanému ARP2/3. Gadkin se k ARP2/3 véaze pres acidicky motiv obsahujici tryptofan
(Maritzen et al., 2012). PICK1 inhibuje ARP2/3 a jeho funkci pfi transportu vezikld a pFi vyvoji
neuronové sité. Vaze se na F-aktin i ARP2/3 komplex opét pres acidickou oblast s tryptofanovym

zbytkem. Negativné reguluje tento komplex tak, Ze inhibuje VCA aktivacni doménu, prima
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interakce s touto doménou ale zjisténa nebyla (Rocca et al., 2008). Arpin je pod kontrolou Rac
GTPaz stejné jako ARP2/3 a inhibuje migraci bunék. K ARP2/3 se arpin vaze svym acidickym C-
koncem (Dang et al., 2013).

2.2.2. Regulace a funkce ARP2/3 komplexu u rostlin
Pro rostlinné buriky, které nejsou schopné migrace, je dilezity orientovany rist, ktery zajistuje

ARP2/3 komplex diky dynamické polymeraci aktinového cytoskeletu. Pfesto neni ztrata tohoto
komplexu pro rostliny letdlni, jak je tomu u Zivocich(, to je zplsobeno jednak jejich flexibilitou
vlci poskozeni a jednak moZnou zastupitelnosti jinymi de novo nukleatory jako jsou forminy
(Goley a Welch, 2006). U rostlin se dale podili na vyvoji trichomU{ nebo na regulaci otvirani a
zavirani praducha (Hulskamp et al., 1994; Jiang et al., 2012). RovnéZ migrace spermatického
jddra béhem oplozeni je aktin dependentni (na mikrotubulech nezavislé) a ukdzalo se, Ze
regulace této migrace je fizena signalni kaskddou ARP2/3 a WASP (u tabadku a kukufice).
Myozinové motory se pfi této migraci neucasti (Peng et al., 2017). Dalsi funkce jsou zminény dale

v kapitolach u jednotlivych podjednotek ARP2/3 komplexu.

SCAR/WAVE komplex je zatim jedinym znamym aktivatorem ARP2/3 komplexu u vSech rostlin.
SCAR/WAVE funguje v komplexu diky dal$im stabilizujicim podjednotkam - BRICK1/HSPC300
(Bub1-related kinasel/haematopoietic stem progenitor cell300), NAPP (nck-associated protein),
ABI (Abl-interactor), Sral/PIRP (steroid receptor RNA aktivator/p53-inducible mRNA protein;
viz Obr. 3). Je aktivovany pomoci Rop GTPaz (Rho proteins of plants), které patti do skupiny Rho
GTPaz (Yanagisawa et al., 2013).

SCAR/WAVE, ktery je v Arabidopsis zastoupen ¢tyfmi geny (SCAR1-4), je hlavni podjednotkou
tohoto komplexu a obsahuje SHD (SCAR homology domain). Mutanti ve SCAR2 maji poskozené
trichomy. S ARP2/3 komplexem je SCAR2 propojen pres podjednotku ARPC3 (Brembu et al.,,
2004; Basu et al., 2005). HSP300/BRICK1 je jednou z podjednotek, ktera stabilizuje cely komplex,
homologem savciho HSP300 je u rostlin BRICK1. Konktrétné BRICK1 stabilizuje SCAR2 aktivator
ARP2/3 komplexu pres jeho SHD doménu (Le et al., 2006). Mutant brk1 patfi do skupiny
tzv. ,,distorted”” mutantd, ktefi maji poskozené trichomy, cozZ je fenotyp typicky pro nefunkéni
ARP2/3 komplex (Szymanski, 2005). U mutantd brk1 v kukufici, kde byl tento homolog nalezen,
byl pozorovan i vliv na vyvoj lobl pokozkovych bunék a na vyvoj priduchi. Na rdstu kofenovych
vlaskd nebyly zjistény zmény (Frank a Smith, 2002). NAPP je dalsi podjednotkou SCAR/WAVE

komplexu, mutanti nappl vykazuji také fenotyp poskozenych trichomdi, poskozend je pfimo
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organizace F-aktinu v trichomech (Deeks aet al., 2004). Tito mutanti u Arabidopsis maji i mensi
semena a jejich kofeny jsou kratsi nez u WT, mutantni rostliny jsou také citlivéjSi k nedostatku
dusiku a méné odolné vici zasoleni. Dale je predpoklad, Ze se NAPP podili na regulaci pfi
vytvareni autofagosomu (Wang et al.,, 2016b). NAPP je skladovan v zadsobni neaktivni formé
v endoplazmatickém retikulu, ER je tedy dlleZity pfi organizaci SCAR/WAVE (Zhang et al., 2013).
ABl a jeho homolog u rostlin ABIL (ABI-like) jsou dalSim stabilizaénim proteinem komplexu
SCAR/WAVE. Pfi jeho umlceni pomoci RNA interference byl pozorovan fenotyp zkroucenych
trichomU a byly pozorovany izmény velongaci kofenovych bunék. ABIL také interaguje
s kortikalnimi mikrotubuly (Jérgens et al., 2010). Sral/PIRP je také dlleZitd podjednotka pro
stabilizaci celého komplexu. Mutanti vykazuji poruchy pfi vytvareni lalo¢natych pokozkovych
bunék a fenotyp zkroucenych trichom( (Zhang et al.,, 2005; Brembu et al.,, 2004). Pro Rho
GTPazy, které reguluji cely SCAR/WAVE komplex je dulezity také GEF (guanin exchange factor),
kterym je u rostlin SPIKE1, ktery aktivuje GTPazy. SPIKE také interaguje s podjednotkami SCAR

komplexu a usnadnuje signalizaci mezi nimi (Basu et al., 2008).

~=r—Nucleation

Obr. 3 Schéma aktivace ARP2/3 komplexu k nukleaci aktinovych filament pomoci SCAR komplexu

aktivovanym ROP GTPdzami (Prevzato od Yanagisawa et al., 2013).

U nékterych nizsich rostlin (zelené fasy, Physcomitrella a Selaginella) a u jednodélozné rostliny
Sorghum byl nalezen homolog WASH. V modelové Arabidopsis vsak tento homolog nebyl
nalezen (Veltman a Insall, 2010). U osekvenovanych genomu rostlin bylo zjisténo, Ze u vétsiny
gen WASH bud’ Uplné chybi nebo je vgenomu pouze nefunkéni pseudogen nebo fragment
tohoto genu. WASH byl tedy mozZna pritomny u spolec¢ného predka rostlin a Zivocichl a u rostlin

byl pozdéji v evoluci ztracen (Yanagisawa et al., 2013).
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2.2.3. Popis mutant( v genech pro podjednotky ARP2/3 komplexu u rostlin

2.2.3.1. ARP2
ARP2 je druhou nejvétsi podjednotkou celého komplexu (45 kDa) svysokou strukturni

podobnosti k aktinu, spolu s ARP3 daly také nazev celému komplexu. Diky spolecnému ptvodu
s aktinem jsou ARP2 a ARP3 podjednotky schopné vazat ATP nutné pro polymeraci (Dayel et al.,
2001).

Mutanti v ARP2 podjednotce maji typicky poskozené/distorted trichomy, poskozené je
i vytvareni lobd na typicky lalo¢natych pokozkovych burikach. Ve vyvoji semen ani v rlstu pylové
lacky nebyly pozorovany zadné zmény (Le et al., 2003). Dalsimi znaky mutant(l arp2 jsou kratsi a
vinité kofenové vlasky proti WT, kratsi a zkroucené jsou i buriky hypokotylu. Bylo pozorovano
také poskozeni fuze vakuol, kdy misto jedné vakuoly bylo v burikdch trichom( arp2 mutant(
nékolik mensich provakuol. U vétsiny mutantnich semenackd byla narusena i diferenciace
praduchového komplexu na hypokotylu (Mathur et al.,, 2003a). Mutanti v ARP2 a v ARP3
podjednotce vykazuji poruchy i pfi otvirani/zavirani priduchd. V praci Li et al. (2013) byla
mérena prlduchova Sterbina u arp2 a arp3 mutantl, kterd byla oproti WT mensi. Celkové se
praduchové stérbiny otviraly u mutantl pomaleji. U arp2 i arp3 bylo pozorovano i naruseni fuze
vakuol ve svéracich burnikiach a naruseni celkové organizace aktinovych filament nutné pro
spravnou a rychlou funkci praduch( (Li et al., 2013). ARP2 byl rovnéZ popsan jako regulator Ca**
dependentnich pérd v mitochondriich pfi odpovédi na zasoleni. Bez ARP2 dochazi k rozsahlému
zvy$eni Ca”* v cytosolu, které signalizuje bunéénou smrt. Dale dochazi k snizenému pohybu
mitochondrii a vy$si senzitivité rostliny k solim. ARP2/3 komplex se také podili na regulaci ristu

béhem tohoto stresu — moduluje dynamiku mikrofilament (Zhao et al., 2013).

2.2.3.2. ARP3
ARP3 je nejvétsi podjednotkou celého komplexu (47kDa) s vysokou strukturni podobnosti

k aktinu.

Mutantni fenotyp v dUsledku ztraty této podjednotky zahrnuje typicky poskozené trichomy,
narusené vytvareni lalocnatych bunék epidermis, krats$i a pokrouceny hypokotyl a naruseny
kontakt mezi sousednimi burikami. Na délce koren( ani na pylové lacce nebyl pozorovan vyrazny
fenotyp (podobné jako ARP2 popsano ve studiich Mathur et al., 2003a; Le et al., 2003). Mutanti
v ARP3 byly plvodné popsani na zakladé poskozenych trichomi jako dis1 (DISTORTEDI;

Hilskamp et al., 1994). ARP3 se ucastni i pfi gravitropické a fototropické reakci. Tento jev byl
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studovan na semenaccich Arabidopsis u mutant( dis1, u kterych dochazelo k naruseni zakfiveni
kofenl ve tmé pfi zméné gravitropického stimulu (otoleni kultivaénich misek o 90°). PF¥i rlstu
kofenll na svétle nema ARP3 vliv. V hypokotylu nebyla pozorovana 7adna zména pfi studiu
gravitropismu. (Reboulet et al., 2010). Uml¢enim podjednotky ARP3 v praci od Gavrin et al., 2015
u kotenovych hlizek Medicago truncatula byla zjisténa funkce ARP3 pti endosymbidze s dusik
vazajicimi bakteriemi. V infikovanych hlizkach probihd velice dynamicky vezikularni transport,
ktery je zajistén pravé aktinovym cytoskeletem, snizenim mnoZstvi ARP3 podjednotky se
zpomalila maturace symbiosomu, prostoru ve kterém Ziji symbiotické bakterie (Gavrin et al.,
2015). Funkce ARP3 v gravitropismu byla studovana ddle v korenové Cepicce, kterd obsahuje
amyloplasty, které se jako relativné tézké organely dokazi presouvat v burice dle gravitace. F-
aktin se podili na pfenosu signdlu gravitace a Ucastni se repozice statolitl a neni proto
prekvapivé zjisténi, Ze u mutant( dis1 je gravitropismus narusen. Dale bylo zjisténo i to, Ze se
ARP3 podili na migraci PIN prenasece auxinu, ktery také ovliviiuje gravitropismus (Palmieri a Kiss,

2005; Zou et al., 2016).

2.2.3.3. ARPC1
Jde o nejvétsi podjednotku (40-41 kDa) z malych podjednotek ARP2/3 komplexu. U Arabidopsis

thaliana ma tato podjednotka dvé prakticky identické isoformy, které jsou navic v silné vazbé,
nejsou tedy dostupni dvojiti mutanti v této podjednotce a neni dostupny popis fenotypu ztraty
ARPC1. Protein ARPC1 se sklada do struktury tzv. B-propeller sestaveného ze sedmi skladanych
B-list(l. Podjednotka ARPC1 je pfimo spojena s ARP2, ARP3 a ARPC5 podjednotkou (dle Robinson
et al., 2001). ARPC1 je dlleZity pfi vazbé aktivatord ARP2/3 komplexu — pfes VCA doménu
spoleénou véem proteintim z rodiny WASP, tedy i rostlinnému komplexu SCAR/WAVE (Pan et al.,
2004). Jednou ze studii, kde je popsan fenotyp ztraty ARPC1, je studie na mechu Physcomitrella
patens, je zde vyuzZito umlceni ARPC1 pomoci RNAIi. Mutantni protoplasty arpcl byly citlivéjsi
k osmotickému stresu a po regeneraci mély problém s ustavenim bunécné polarity. Narusena
byla i tvorba kaulonemat, cozZ jsou rhizoidy mechd, pro které je typicky rychly polarizovany rast.
Déle byl narusen i vyvoj pupent, které davaji vznik gametoforu (Harries et al., 2005). Role
ARP2/3 komplexu byla popsana také v symbiotickém vztahu u mikrosymbionta M. loti s rostlinou
Lotus japonicus, konkrétné byli sledovani RNAi mutanti v ARPC1 podjednotce. U mutant(
nedochazelo kinfekci symbiotickou bakterii, pfi které jsou tedy zfejmé potfeba zmény
v aktinovém cytoskeletu zprostfedkované ARP2/3 komplexem. Mutantni rostliny Stirovniku mély

i poskozené trichomy a zmensené lusky. Zmény v ristu korenovych vlasku, pylové lacky ani
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hypokotylu nebyly zjistény. Fenotyp nebyl pozorovan ani u pokozkovych bunék (u Stirovniku ale

nejsou tyto buriky vyrazné lalo¢naté; Hossain et al., 2012).

2.2.34. ARPC2
Podjednotka ARPC2 (34 kDa) tvofi spolu s ARPC4 dimer a jadro celého komplexu, vyznamné se

tedy podili na stabilité ARP2/3 komplexu a pfi jeho sestavovani. Strukturné je podobna s ARPC4
(Robinson et al.,, 2001). Gen DISTORTED2 ze skupiny genu, které maji fenotyp poskozenych
trichom, koduje pravé ARPC2 podjenotku. Mutanti dis2 maji kromé distorted trichom( poruchy
ve spojeni mezi burikami, mensi loby pokoZkovych bunék a snizeny rlst vrcholového meristému,
celkova stavba rostliny ale neni ovlivnéna. Rozdil v délce hypokotylu nebyl pozorovan, mutantni
fenotyp nebyl vidén ani na kofenovych vlascich a pylové lacce (El-Assal et al., 2004). Podobné
jako ARP3 se ARPC2 podili na gravitropické odpovédi, ve srovnani s mutanty v ARP3 bylo
naruseni gravitropismu mirnéjsi u dis2 mutantd. Fototropické reakce nebyly u dis2 naruseny
(Reboulet et al., 2010). ARPC2 se také podili na regulaci otvirani a zavirani prdduchd a
na organizaci aktinu ve svéracich burkach v zavislosti na externich signdlech. U mutantd
dochazelo k vyssim ztratam vody v disledku pomalejsiho zavirani praduchd, v reakci na svétlo se
praduchy otviraly méné oproti WT a byly méné senzitivni k signalizaci kyselinou abscisovou
(Jiang et al., 2012). Na tabakovych burkach BY-2 bylo zjiSténo, Ze ARPC2 podjednotka interaguje

nejen s aktinem ale i s mikrotubuly (Havelkova et al., 2015).

2.2.3.5. ARPC3
ARPC3 s velikosti okolo 21 kDa stabilizuje ARP3, se kterou je spojen (Robinson et al., 2001).

V dvouhybridnim kvasinkovém systému bylo prokazano, Zze ARPC3 zajistuje vazbu se SCAR2
aktivatorem celého ARP2/3 komplexu (Basu et al., 2005). U této podjednotky jsem nenasla
Zadnou praci, ktera by se vénovala popisu mutanta u Arabidopsis , ptrestoze by mutant mél byt
relativné snadno dostupny. V Triticum aestivum se ARPC3 vyskytuje ve tfech kopiich se vzajemné
vysokou podobnosti (nad 92 %) dle BLAST analyzy v praci od Qi et al.,, 2017. Gen pro ARPC3
z T. aestivum dokdze zastoupit funkci u Saccharomyces cerevisiae. ARPC3 byl také zfuzovan s GFP
pro zjiSténi jeho lokalizace, u T. aestivum se ARPC3 vyskytuje v jadre i cytoplazmé. Pfi umlceni
podjednotky ARPC3 se snizila odolnost vici houbé Puccinia striiformis, byla pozorovéna snizena

akumulace peroxidu vodiku, ktery rostlina vyuZiva pfi obrané vici patogentim (Qi et al., 2017).
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2.2.3.6. ARPC4
Jak jiz bylo zminéno vysSe, tvofi podjednotka ARPC4 (20 kDa) dimer s ARPC2 a sestavuje a

stabilizuje ARP2/3 komplex. Interaguje i s ARPC5 podjednotkou, coz je zfejmé dllezité pfi
stabilizaci komplexu (Zhao et al., 2001). Delece ARPC4 podjednotky byla studovana na mechu
Physcomitrella patens a bylo zjisténo, Ze se podili na organizaci polarizovaného ristu. Podobné
jako u ARPC1 podjednotky byl pozorovan snizeny vrcholovy rlst kaulonemat. Rlst gametoforu
ani tvorba pupenl nebyla narusena (Perroud a Quatrano, 2006). V praci dle Kotchoni et al., 2009
na Arabidopsis bylo zjiSténo, Ze ARPC4 je asociovana na membrané. Dale byl v této praci popsan
fenotyp arpc4 mutantl u Arabidopsis - narusenda elongace bunék hypokotylu pfi ristu ve tmé a
poskozené trichomy s vice aktinovymi svazky. Funkce ARPC4 pfi regulaci praduchl, podobné
jako u jinych podjednotek byla objevena ve studii Li et al., 2014. ARPC4 se podili na reorganizaci
cytoskeletu ve svéracich burikdch nutné k rychlému pohybu pfi reakci na vnéjsi stimuly. Zavirani
u mutantl arpc4 bylo zpomaleno v reakci na abscisovou kyselinu a peroxid vodiku, coZ jsou latky

stimulujici uzavirani priduch( (Kotchoni et al., 2009).

2.2.3.7. ARPC5
Posledni podjednotkou komplexu je ARPC5, kterd je jeho nejmensi podjednotkou s velikosti

okolo 16 kDa a stabilizuje ARP2/3 ve spojeni s ARPC4 (Robinson et al., 2001). ARPC5 kdduje gen
CROOKED (mutant crk), ktery také patfi do skupiny DISTORTED (Hiilskamp etal., 1994; Mathur
etal.,, 2003b). V praci od Mathur et al., 2003b je pak dale popsan fenotyp mutanta crk
u Arabidopsis thaliana. ARPC5 se podili na rychlém ristu a orientaci F-aktinu v burice. U mutant(
je kratsi hypokotyl i trichomy, bunky na déloznich listcich jsou také prokazatelné mensi. Byl
pozorovan opozdény vyvoj priduch(, na hypokotylu dokonce chybi priduchy. Kofenové vlasky
mutantd jsou také mensi a zvinéné, navic vyrlsta vice vlask( z jedné buriky. U nevyvinutych
trichom( u mutantl byla pozorovdna akumulace Golgiho télisek, kterd se u WT rostlin
filamentech (Mathur et al., 2003b). V praci od Li et al., 2003 byl zjistén navic fenotypovy projev
u pokozkovych bunék, jejichZ lalo¢naté vybézky byly mensi. V polarizovaném ristu kofenovych
vlaskl a pylové lacky nebyl u mutantl v ARPC5 zjistén Zadny fenotypovy rozdil oproti WT
(Li et al., 2003)
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3. Material a metodika

3.1. Biologicky material a jeho kultivace
3.1.1. E.coli

Ke klonovani plazmidQ byl pouZit kmen JM109, ktery se osvédcil pro pfipravu konstruktd

s invertovanymi repeticemi. Kultivace probihala bud na pevném LB médiu (Tab. 1) na Petriho
miskach s pfislusnym antibiotikem pfi 37 °C pfes noc nebo v tekutém LB médiu aerobng,
za stalého tfepani (tfepacka Certomat Biotech International, 180 RPM) ve zkumavkach (po 3 ml
s pfislusnym antibiotikem) pfi 37 °C pres noc. Pro dlouhodobé skladovani vybranych
bakterialnich klon byly E.coli, po pridani 200 ul 50% sterilniho glycerolu k 800 pul bakterialni

suspenze, zmrazeny v tekutém dusiku a skladovany v -80 °C.

Tab. 1 —SloZeni LB média

Chemikalie g/l

pepton 10

kvasnicny extrakt 5

Nacl 10

agar (pro pevné LB médium) 17,5
destilovand voda doplnénido 11

Sterilizace autoklavovanim (SterileMax, 20 min 121 °C, OMEGA Autoclave, 16 min, 121 °C).

3.1.2. Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90) / C58C1 > RifR (pMP90)
GV2260

K transformaci bunécné linie tabdku BY-2 byl pouzit kmen GV2260 (Deblaere et al. 1985). Pro
transformaci Arabidopsis thaliana byl pouzit kmen GV3101 (pMP90). Kultivace probihala
na pevném LB médiu na Petriho miskach o priméru 9 cm (s pfislusSnymi antibiotiky) pti 28 °C 3
dny. Pred kokultivaci s rostlinnym materidlem probihala kultivace v tekutém médiu YEB (Tab. 2)
aerobné za stalého trepdani (trepacka Certomat Biotech International, 180 RPM) po 10 ml
v Erlenmeyerovych barikach s prislusnym antibiotikem pfi 28 °C pres noc. Jako antibiotikum byl
pouzit vzdy rifampicin, pro kokultivaci s BY-2 spectinomycin a pro kokultivaci s Arabidopsis pak
spectinomycin a gentamycin (koncentrace v médiu viz Tab. 7). Rezistence na rifampicin je

u Agrobacterium tumefaciens podminéna chromozomalné, gentamicinovou rezistenci ma kmen
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pMP90 a spectinomycinova rezistence je nesena plazmidem pERS8. Pro dlouhodobé skladovani
vybranych bakterialnich klon( byly bakterie, po pridani 200 pl 50% sterilniho glycerolu k 800 pl
bakteridlni suspenze, zmrazeny v tekutém dusiku a skladovany v -80 °C.

Tab. 2 - Slozeni YEB média

Chemikalie g/l
pepton (tripepton) 10
kvasnicny extrakt 1
sachardza 5
MgSO, 0,5

Médium bylo sterilizovano autokldvovanim, sterilizace MgSO, zvlast (10x koncentrovany),

pfidavan 1:10 pred kultivaci.

3.1.3. Arabidopsis thaliana

Jako modelovy organismus byly pouzity rostliny Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia (Col-0,
oznacované jako WT rostliny). Rostliny rostouci na raselinovych peletach lJiffy byly kultivovany
v kultivaéni mistnosti (16/8 hod svétlo/tma, pfi 24 °C). In vitro rostliny byly kultivovany
v kultivaéni mistnosti (16/8 hod svétlo/tma, pfi 22 °C) ve ¢tvercovych Petriho miskach 12x12 cm
s cca 50 ml % MS média (Tab. 3). Pro selekci rostlin nesoucich T-DNA z pER8 byl pfidan do media
hygromycin.

Tab. 3 —SloZeni % MS média pro kultivaci Arabidopsis thaliana

Chemikdlie g/l

MS soli - komeréni smés (Sigma-Aldrich) 2,2

sachardza 10

agar1,2 % 12

Sterilizace média autoklavovanim, na pH = 5,7 upraveno 1 M KOH.

Sterilizace semen Arabidopsis thaliana

Pro sterilizaci semen byla pouZita metoda sterilizace plynnym chlérem. Provadéno v digestofi
v exsikatoru. Do exsikatoru byly vloZzeny mikrozkumavky se semeny a kadinka s 50 ml SAVA (5%

NaClO), do které bylo tésné pred uzavienim exsikatoru pfidano 1,5 ml koncentrované HCl. Doba
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sterilizace se pohybovala mezi 4 — 8 hodinami. Po uplynuti této doby byly mikrozkumavky
opatrné vyjmuty a uzavieny, semena byla poté pouzita pro dalsi vysevy.

Seznam markerovych linii - Arabidopsis thaliana

Tab. 4 - Pouzité markerové linie Arabidopsis thaliana (Nelson a Nebenfiihr, 2007, Sampathkumar
et al., 2011), vsechny poskytl Mgr. Jan Martinek

Nazev Resistence | Fluorescenéné znacenda bunécna struktura
ER-RK kanamycin | ¢ervené endoplazmatické retikulum

GFP o -TUB kanamycin | zelené a-tubulin (mikrotubuly)

GFP B -TUB kanamycin | zelené B-tubulin (mikrotubuly)

mCherry FABD kanamycin | ¢ervené fimbrin (mikrofilamenta)

GFP FIM kanamycin | zelené fimbrin (mikrofilamenta)

PX - GK (GFP - PTS1) |kanamycin |zelené peroxizomy

3.1.4. Nicotiana tabacum — bunécna linie BY-2
Pro tuto préci byla jako druhy modelovy organismus zvolena bunécna linie BY-2 odvozena

z kultivaru Nicotiana tabacum L. ,Bright Yellow 2“ (Nagata et al. 1992). Tato linie byla péstovana
sterilné in vitro a to bud ve formé , kalusu”, nebo ve formé suspenzni kultury. Kultivace probihala
vidy ve tmé pfi 26 °C. Kalusy byly péstovany na pevném MS médiu (Murashige et Skoog, 1962;
Tab. 5) v plastovych Petriho miskdch po sedmi kalusech na misku (prdmér 6 cm s cca 15 ml
media a pfislusnym antibiotikem). Po 4 tydnech byla vidy c¢ast starého kalusu presazena na nové
misky s médiem (steriiné v lamindrnim flow-boxu). Suspenze byly kultivovany
ve 100ml Erlenmeyerovych barnkiach s 30 ml tekutého MS média. Suspenze byly vytvoreny
z mladych (1-2 tydennich) kalust, kdy byla ¢ast kalusu sterilné vloZzena do banky s médiem a
nechala se kultivovat po dobu cca 14-ti dn. Subkultivaéni interval byl kolem sedmi dna, kdy se
do nového média pridalo standardné 1 ml staré bunécné suspense. Kultivace probihala

za stalého trepani na orbitalnich tfepackach IKA KS501 (frekvence pfiblizné 110 RPM).
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Tab. 5 — SloZzeni MS média pro BY-2

Chemikalie Mnoizstvi
MS soli - komeréni smés (Sigma-Aldrich) 4,33 g/l
KH,PO, 0,2 g/l
myo-inositol 0,1g/l
sachardza 30 g/l
zasobni roztok 2,4-D (2 mg/ml) 0,1 ml/I
zasobni roztok vitaminu B1 (10 mg/ml) 0,1 ml/I
agar (do pevného média) 8 g/l

Sterilizace média autoklavovanim, na pH = 5,8 upraveno 1 M KOH.

Seznam markerovych linii - BY-2

Tab. 6 — PouZité markerové linie BY-2 (Nelson a Nebenfiihr, 2007, Dyachok et al., 2014), poskytla

RNDr. Katerina Schwarzerovd Ph.D.

Nazev |Resistence |Fluorescencné znacend bunécna struktura

VAC kanamycin | ¢ervené vakuoly

FIM kanamycin | cervené fimbrin (aktinova mikrofilamenta)

G-GK kanamycin | Cervené Golgiho komplex
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3.2. 3.2 Plazmidy pouzité pfi klonovani

3.2.1. Plazmid — pDrive
Mnohokopiovy plazmid pouzivany pro TA-klonovani PCR fragmentl a k tvorbé vlasenkového

konstruktu (Obr. 4). Nese kanamycinovou a ampicilinovou resistenci. Obsahuje MCS (multi

clonning site), na jehoZ okraj nasedaji primery M13, které byly vyuZity pro kontrolu plazmidu

sekvenovanim.
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Obr. 4 Mapa plazmidu pDrive dle www.snapgene.com
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3.2.2. Plazmid - pER8
Tento plazmid je bindrni vektor, obsahujici spektinomycinovou resistenci pro selekci v bakteriich

(E. coli, A. tumefaciens) a hygromycinovou resistenci pro selekci v rostlinach (Obr. 5). Plazmid

obsahuje inducibilni promotor, ktery je indukovan B — estradiolem (Zuo et al. 2000).
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Obr. 5 Mapa plazmidu pERS, od Mgr. Vojtécha Cermdka, vytvoreno v programu Geneious
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3.3.  Seznam pouzitych antibiotik

Tab. 7 - PouZitd antibiotika a jejich koncentrace v mediu

Koncentrace
Koncentrace v |Skladovani
Antibiotika zasobniho roztoku
médiu [mg/I] zasobniho roztoku
[mg/ml]
Kanamycin 50 50 dH,0, 4 °C
Spektinomycin 100 100 dH,0, -20 °C
Hygromycin 25 100 dH,0, -20 °C
Gentamycin 50 50 dH,0, -20 °C
Rifampicin 10 100 metanol, -20 °C

Sterilizace pomoci filtrd Nalgene 0,22 pm, mimo rifampicin, ktery neni nutné sterilizovat,

antibiotika pfriddvana vidy aZ po zchladnuti media.

3.4. Transformace bakterii a rostlinného materialu

3.4.1. Priprava elektrokompetentnich bakterii E.coli

Bakterie byly ,roz¢arkovany” na plotny s pevnym LB médiem bez antibiotik a kultivovany pfti
37 °C do druhého dne. Po kultivaci byly zao¢kovany samostatné kolonie do 50 ml tekutého LB
média ve sterilnich Erlenmeyerovych barikach a kultivovany pres noc pti 37 °C na tfepacce. Dalsi
den bylo preneseno asi 10 ml suspenze do 400 ml tekutého LB média do 2| Erlenmeyerovy
banky. Kultivace probihala pti 37 °C na tfepacce do optické denzity 0,4 pfi A = 600 nm a délce
kyvety 1 cm. Po dosaZeni této density byla barka s bakteriemi pfenesena na led na 15 — 30 min.
za obcCasného michani. Bakteridlni suspenze byla rozdélena do vychlazenych zkumavek (50 ml,
Falkon) a centrifugovdna pfi 4 °C pfi 4000 RPM 10 min (centrifuga Universal 32 R Hettich).
Supernatant byl slit a sediment byl resuspendovan v 6 ml sterilni vychlazené dH,0 ustfiZzenou
$pickou. Déle bylo do kazdé zkumavky pfidano 34 ml sterilni vychlazené dH,0 (k 6 ml zahusténé
bakterialni suspenze z predchoziho kroku). Celkovy objem 40 ml v kazdé zkumavce byl opét
centrifugovdn, supernatant byl slit a sediment resuspendovan v25ml 10% glycerolu.
Po nasledné centrifugaci byl supernatant slit a sediment resuspendovan v 1 ml sterilniho 10%

glycerolu a prenesen do jedné zkumavky, kterd byla centrifugovdna, supernatant byl odsat
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pomoci vyvévy. Pelet byl resuspendovan v 800 ul sterilniho vychlazeného GYT média (Tab. 8).
Z takto vzniklé suspenze bylo odpipetovano 10 pl do 1 ml (100x fedénd) a zmérena jeji OD pfi
600 nm. Poté byla bakteridlni suspenze nafedéna na zdkladé zmérené OD tak, aby se jeji
koncentrace pohybovala mezi 2x10™a 3x10% bunék/ml dle predpokladu, 7e ODgyp = 1,0
odpovida 2,5.10% bunék/ml. Na zavér byla suspenze rozpipetovana po 40 pl do sterilnich 1,5ml

mikrozkumavek, které byly zmrazeny v tekutém dusiku a skladovany pfi -80 °C.

Tab. 8 — SloZzeni GYT média

Chemikalie Mnozstvi na 10 ml
glycerol 1ml

kvasnicny extrakt 12,5 mg

trypton (pepton) 25 mg

dH,0 doplnéna do 10 ml

3.4.2. Priprava elektrokompetentnich bakterii A.tumefaciens
Pfiprava probihala podobné jako u E.coli, bakterie byly ,roz¢arkovany” na misce s pevnym LB

mediem a rifampicinem a kultivovdny 3 dny pfi 28 °C. Nové narostlé kolonie byly zaockovény
do 10 ml tekutého LB media s rifampicinem ve 100ml Erlenmeyerové barce a kultivovany pres
noc na trepacce. Dalsi den byly zaockovany 4 ml takto vzniklé suspenze do 200 ml YEB media
s rifampicinem v 1l Erlenmeyerové barice a kultivovany na tfepacce do dosazeni OD 0,6 (pfi
A =600 nm a délce kyvety 1 cm). Po dosaZeni pozadované hustoty byla barika i s bakteriemi
prenesena na led na 15 — 30 min. Nasledné prace byly provadény sterilné a na ledu. Centrifugace
probihaly pfi 4 °C, 4000 RPM, 10 min. Suspenze byla rozlita po 25 ml do osmi 50 ml zkumavek
Falkon, zcentrifugovdana a vznikly pelet resuspendovan v 25 ml dH,0. Nasledovala dalsi
centrifugace, pelet byl resuspendovan v 10 ml dH,0, vidy dvé falkony byly slity dohromady a
doplnény dH,0 do 25 ml. Po ndsledné centrifugaci suspenzi byly pelety resuspendovany ve 2 ml
10% glycerolu a vse bylo slito do jediné zkumavky. Zkumavka byla zcentrifugovana a vznikly pelet
resuspendovan v1 ml 10% glycerolu. Suspenze byla rozpipetovdana po 100 ul do 1,5 ml

mikrozkumavek, které byly ihned zmraZeny v tekutém dusiku a skladovény pfi -80°C.
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3.4.3. Transformace A. tumefaciens a E. coli
Transformace bakterii byla provedena pomoci elektroporace. Byly pouzity elektrokompetentni

buniky bakterii, ke kterym bylo pfidano 1-3 pl odsolené ligacni smési ¢i 10 ng (1 pg pro

A. tumefaciens) plazmidové DNA, poté byly burnky ponechany jednu minutu na ledu.

Obsah mikrozkumavky byl poté prenesen do vychlazené elektroporacni kyvety. Kyveta byla
vloZzena do elektroporatoru (Gene Pulser Apparatus od firmy Bio-Rad), hodnoty nastavené
na 2500 V pro E. coli (2000 V pro A. tumefaciens) 25 uF, a 200 Q, byl aplikovan elektricky pulz.
Ihned po vytazeni kyvety z elektroporatoru byl ke vzorku pfidan 1 ml SOC média (YEB recovery
pro A. tumefaciens; Tab. 9) o laboratorni teploté. Bakterie byly poté kultivovany ve zkumavce
na tfepacce, pro E. coli 37 °C 1 hod a pro A. tumefaciens 28 °C 3 hod. Po kultivaci byly bakterie
sterilné vysety - 50 pl a zbytek (zkoncentrovdno kratkou centrifugaci, 5000 RPM, 30 s) na Petriho
misky s LB médiem a pfislusnymi antibiotiky. V miskach byly bakterie kultivovany - E. coli pfi

37 °Cdo druhého dne, A. tumefaciens pfti 28 °C po 3 dny.

Tab. 9 - SloZeni YEB recovery média

Chemikalie Mnoistvi na 100 mi
pepton 1

kvasnicny extrakt 0,1

sachardza 0,5

MgS0O, 0,05

MgCl, 0,095

KCl 0,019

NaCl 0,058

dH,0 doplnéna do 100 ml

3.4.4. Transformace Arabidopsis thaliana

Transformace byla provedena na 5-6 tydn( starych rostlinach Arabidopsis thaliana metodou
floral dip (Clough a Bent, 1998). Rostlinkam byly pfed transformaci ostfihany narostlé sesule, aby
se vyradila netransformovand semena. Bylo pfipraveno bakteridlni inokulum Agrobacterium
tumefaciens transformované binarnim vektorem v 5ml tekutého LB media s pfislusnymi
antibiotiky dle ndsledujiciho postupu.

Prvni den bylo zfedéno bakteridlni inokulum A. tumefaciens, transformovaného binarnim

vektorem, 0,6 ml do 300 ml LB média s pfislusnymi antibiotiky v 1 | barice. Kultivace Agrobacteria
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probihala na tfepacce za stalého michani pti 28 °C do druhého dne. Druhy den byla suspenze A.
tumefaciens prelita do 50 ml plastovych zkumavek a centrifugovana pfi 5000 RPM, 20 min, 4 °C.
Supernatant byl slit a sediment resuspendovan nejprve v malém objemu media (cca 10 ml) a
poté v roztoku 5% sachardzy s 0,05% smacedla (Silwett L77 od AgroBio Opava). Vse bylo slito
do jediné plastové zkumavky a dolito roztokem sachardzy na 50 ml. V této zkumavce pak byly
postupné namaceny rostliny ur¢ené k transformaci na 5-10 s. Rostliny byly poté zabaleny do PVC
pytle (pro zvyseni vzdusné vlhkosti) a ponechany do druhého dne ve tmé. Poté byly pfeneseny

do kultivacni mistnosti, po tydnu byl cely proces zopakovan pro zvyseni Uspésnosti transformace.

3.4.5. Transformace BY-2
Transformace byla provedena pomoci dvou protokold.

Protokol 1 (upraveno podle An, 1985)

Pro transformaci byly pouzity tfidenni bunky (nasazeny ze sedmidenni suspenze bunék
standardnim inokulem 1 ml). Dale byla ptipravena suspenze A. tumefaciens svnesenym
plazmidem, bakterie byly zaockovany do 10 ml tekutého YEB s MgSQ, a s pfislusnymi antibiotiky,
a kultivovany pres noc pfi 28 °C.

Prvni den byla zahajena kokultivace (vSe sterilné ve flowboxu). Tridenni buriky byly prefiltrovany
(filtratko Nalgene) a resuspendovany v novém tekutém MS médiu do plvodniho objemu 30 ml.
Do barky bylo pfidano 15 ul acetosyringonu, suspense byla protazena cca 20x neustfizenou 10
ml $pickou (poniceni bunék). Z této suspense byl odebran vzorek 2 ml kontrolnich
netransformovanych bunék do Petriho misky (primér 6 cm). Do banky se suspenzi byly pfidany
3 ml suspenze Agrobacteria, a smésnd suspenze byla nékolikrdt protaZena neustfizenou 10 ml
Spickou. Smésnd suspenze byla rozpipetovdna po 2 ml do cca péti malych Petriho misek a
kultivovana 3 dny pti 27 °C ve velké Petriho misce s kouskem mokré gazy.

Po tfidenni kokultivaci byla zahajena selekce. Narostlé bunky v Petriho miskach byly
resuspendovany pfidanim 10 ml 3% roztoku sacharézy, buriky byly pteneseny do sterilniho
filtratka Nalgene a promyty 300 ml 3% sachardzy. V dalSim kroku byla suspense promyta 100 ml
MS média pro BY-2 se 100 pul claforanu. Promyté buriky byly nakonec resuspendovany v malém
objemu media (cca 2 ml, s claforanem) a smés byla rozpipetovdna na selekéni pevné medium
(s pridanym agarem 8 g/l) s pfislusnym antibiotikem v malych Petriho miskéach (pro kontrolu byly
buniky vysety i na médium bez selekéniho antibiotika). Smés byla rozprostfena krouZivym

pohybem po celé plose média. Netransformovand kontrola byla pouze resuspendovana v médiu,
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nepromyvana a primo rozlita na plotny (s a bez selekéniho antibiotika). Petriho misky byly poté
vlozeny do velké sklenéné Petriho misky s kouskem sterilni gazy polité sterilni destilovanou
vodou a kultivovany pfriblizné 3-4 tydny pfi teploté 27 °C. Po této dobé byly patrné drobné
transformované kalusy, které byly preneseny sterilné do novych Petriho misek s MS mediem pro

BY-2 a selekénimi antibiotiky — hygromycinem a claforanem.

Protokol 2

V tomto optimalizovaném protokolu (Srba, Ustni sdéleni) je zkracen celkovy ¢as procedury a je
podporen rust kalust z transformovanych bunék.

Pro transformaci mohou byt pouzity 4-10-ti denni buriky (4-5 denni bunky nasazeny 10 ml
inokulem, 6-10 denni bunky nasazeny 6 ml inokula). BY-2 bunék byly ptipraveny vidy dvé
Erlenmeyerovy barnky s30ml tekutého MS media jeden den pred transformaci. Dale byla
pripravena suspenze A. tumefaciens s vnesenym plazmidem, bakterie byly zaockovany do 10 ml
tekutého YEB s MgSO, a s prislusnymi antibiotiky a kultivovdny pfes noc pfi 28 °C.

Prvni den byla zahdajena kokultivace (vSe sterilné ve flowboxu). K jedné z banék ze suspenzi
pripravené predchozi den bylo pfidano 15 ul acetosyringonu. Suspenze byla protazena cca 20x
neustfiZzenou Spickou (poniceni bunék). Z této suspenze byl odebran vzorek 2 ml kontrolnich
netransformovanych bunék (2 ml suspenze Petriho misky o priméru 6 cm). Suspenze byla
rozdélena na alikvoty po 8 ml na variantu, k tém bylo ptidano Agrobacterium (100 pl na 1 ml
suspenze BY-2). Smésna suspenze byla rozpipetovana po 2 ml (slaba vrstva) do cca péti malych
Petriho misek a kultivovana do druhého dne pfi 27 °C ve velké Petriho misce.

Nasledujici den byla druha suspenze zfedéna 30 ml cerstvého MS media, do suspenze byl pfidan
claforan (1 pl/ml). Smésna suspenze (BY-2 s Agrobacteriem) z prvniho dne byla prefiltrovana
(sterilnim filtratkem Nalgene), smés byla promyta pouze 3% roztokem sacharézy (100-150 ml).
Promyta suspenze byla poté resuspendovdna ve dvojndsobku zifedéné BY-2 suspenze
s claforanem. Smés bunék byla rozpipetovana na selekéni pevné medium (s pfislusnym
antibiotikem v malych Petriho miskach, pro kontrolu byly burfky vysety i na médium
bez selekéniho antibiotika). Smés byla rozprostfena krouzivym pohybem po celé plose media.
Netransformovana kontrola byla pouze resuspendovdna v mediu, nepromyvdna a pfimo rozlita
na plotny (s a bez selekéniho antibiotika). Po této dobé byly patrné drobné transformované
kalusy, které byly preneseny sterilné do novych Petriho misek s MS mediem pro BY-2 a

selekénimi antibiotiky — hygromycinem a claforanem.
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3.5. Prace s DNA

3.5.1. Izolace plazmidové DNA z E. coli

Plasmidovd DNA byla izolovana z bakteridlni suspenze narostlé pres noc ve 3 ml tekutého LB
média s prislusnymi antibiotiky. lzolace byla provedena pomoci kitu Wizard® Plus SV Minipreps

DNA Purification System firmy Promega. Postup dle protokolu vyrobce.

3.5.2. Izolace DNA z agardzového gelu

Tato izolace byla provedena pomoci komercné dostupného kitu QIAEX® Il Gel Extraction kit.
Nejprve byla z agarézovéhu gelu pod UV svétlem vytiznuta ¢ast obsahujici poZzadovany fragment.
Blocek gelu byl vyfiznut co moznd nejpfesnéji a vloZzen do predem zvazené mikrozkumavky.
Mikrozkumavka byla s blockem znovu zvdzena a byla tak zjisténa hmotnost agardzového blocku,
tato hmotnost je duleZitd pro prepocet pfidavaného QX1 pufru z kitu (trojndsobny objem). Déle
bylo pridano 10 ul kfremicitych kuli¢ek (QIAEX 1) na 2 ug DNA, kulicky musi byt predem ddkladné
promichany vortexem. Vzorek byl poté inkubovdn pfi 50 °C 10 min za mirného trepani
v termoblocku. Po inkubaci byl vzorek zvortexovdn a probéhla centrifugace jednu minutu pfi
13 000 RPM. Vznikly supernatant byl slit a sediment byl resuspendovan v pufru QX1 (500 pl).
Dalsim krokem byla centrifugace (1 min pti 13 000 RPM), supernatant byl slit a vzorek byl promyt
2x PE pufrem. Po promyti byl supernatant co nejlépe odpipetovan a sedimet byl ponechan cca
10 min, aby vzorek vyschl. K bile zbarvenému peletu bylo pfidano 10 pl 1mM Tris-HCI (pH 8,0),
sedimet byl zvortexovan a probéhla inkubace 5 min pfi 50 °C v termoblocku. Nakonec byl vzorek
centrifugovan (1 min, 13 000 RPM), vznikly supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumavky.
Postup byl zopakovan — k sedimentu bylo pfidano dalsich 5 - 10 pl 1ImM Tris-HCI. Timto
zpUsobem bylo vyizolovdno 15 - 20 pl vzorku DNA, vzorky byly skladovany pti -20 °C.
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3.5.3. Ligace

Ligace byla vyuZita ke spojovani useki DNA, které byly ziskany restrikénim Stépenim.
Koncentrace fragment( vzniklych restrikénim Stépenim byla uréena z gelu. Byla pouZita T4 DNA
ligdza a ligacni pufr od firmy Fermentas. Pfedpis pro ligacni reakci je zndzornén v Tab. 10.

Tab. 10 SloZeni ligacni reakce

Slozky Mnoistvi - ul/10 pl reakce

vektor stechiometricky pomér vektor : insert byl 1 : 7; tyto slozky byly dodany do
insert celkového mnozstvi max. 100 ng, pfipadny zbytek objemu tvofila dH,0

pufr 1

T4 ligdza 0,5

Reakce bézela v thermocykleru 2 h pti 15 °C, nasledovala inaktivace 65 °C 10 min

3.5.4. PCR (Polymerase chain reaction)

Metoda polymerazové retézové reakce (PCR) byla pouZivana pro amplifikaci UsekG DNA
za pouziti termostabilni DNA-dependentni DNA polymerazy (Tag polymeraza) a DNA primer(
(kratké useky komplementdrni s okrajovou sekvenci DNA, kterou chceme amplifikovat).

Proces zacind pocatecni denaturaci DNA vlakna, dale pokracuje cyklus zahrnujici kroky:
denaturace, nasednuti primer( a polymerace. Tento cyklus se opakuje zpravidla 20 — 30 x (v
zavislosti na vychozi koncentraci templdtu a potfebném mnozstvi produktu). Findlni faze je
prodlouzena polymerace pro dosyntetizovani vlidken a pfidani A na 3' konce DNA (vyuZiti pti TA-

klonovani). SloZeni smési na PCR je v popsano v Tab. 11, jednotlivé kroky reakce v Tab. 12.
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Tab. 11 SloZzeni PCR smési

SloZeni PCR reakcéni smési

Objem [pl] na 50 pl reakcni smési

templatova DNA

(1)

10 uM primery F (forward) + R (reverse) 1+1
10 x PCR pufr 5
25 mM MgCl, 3
10 mM dNTPs 1
Taq polymeraza (5 u/ul) 1

dH,0

doplnéna do 50 pl

Reakce probihaly v 0,5ml tenkosténnych mikrozkumavkdach v termocykleru MJ Research PTC-200

nebo termocykleru T-100™ od firmy Bio-Rad. Jako templét byly v nékterych pfipadech vyuzity

primo bakterie, kdy byla ¢ast kolonie nanesena pfimo na sténu mikrozkumavky a doplnéna PCR

smési. Bylo pouzito 50-200 ng templatu genomové DNA, plazmidové DNA maximalné 10 ng

templatu (vétSinou <5 ng).

Tab. 12 Program PCR reakce

Krok Teplota [°C] | Cas Pocet cyklt
pocatecni denaturace 94 3 min. 1
denaturace 94 30s

nasedani primer( (annealing) | Tm-5 30s 23-30
polymerace 72 1 min
dosyntetizovanith 72 10 min 1

chlazeni 4 oo

Teplota pfi nasedani primerd byla o 5°C nizsi nez jejich vypoctena teplota tani (T,, — melting

temperature). Pro primery byla T, vypocitana ze vzorce T,, (°C) = 2Z(A + T) + 43(C + G).

3.5.5. PouZité primery

Tab. 13 Seznam pouZitych primeru

Restrikcn
Nazev Sekvence i misto Tm (°C )
MSPi_F 5'-CTCTGCCCT TGTTGT CTCA - 3' - 57
MSPi_R 5'- GAA CTC CTT CAG CATTAG CT - 3 - 57
EFat F1 5'-GCACTGTCATTG ATG CTCCTG GTC -3' - 66
EFat R1 5'— CAC CAA GGG TGA AAG CAAGGAGAG-3' | - 66




EF F1 5'-TAC TGC ACT GTG ATT GAT GCC - 3' - 56
EFR1 5'-AGC AAATCATTTGCTTGACACC-3' |- 56
5'— GGA TCC AAT GAT ACT ATT GCA GTC ACA
ARPC2A F1
ATTC-3' - 56
5'— AAG CTT CTA CTT CGA GTT GGT GTG ATT
ARPC2A R1
G-3' - 56
AKTIN F1 5'— CCT GAG GTCCTTTTC CAACCA-3' - 63
AKTIN R1 5'-GGATTCCGG CAGCTTCCATT-3' - 63
5'— GGA TCC TGG CAG TGG TGG ATG TTC ATC
ARPC1F1
-3 BamHI 57*
5'— CTG CAG TCT AGA CAT CTG TTG ATG TCG
ARPC1R1
TTGCCAG-3' Pstl, Xbal | 57*
5'— AAG CTT TGG CAG TGG TGG ATG TTC ATC
ARPC1F2
-3 Hindlll 57*
5'— CTC GAG CAT CTG TTG ATG TCG TTG CCA
ARPC1R2
G-3' Xhol 57*
M13F (sekvenace) 5'- GTA AAA CGA CGG CCA GT - 3' - 55
PAF (sekvenace) 5'— CTCGAGATCGTTCAAACATTTGGCA - 3' Xhol 57

* Byla pouzita snizend teplota annealingu, nebot primery obsahuji adaptory s restrikénim

mistem.

3.5.6. Restrikcni stépeni

Tato metoda byla provadéna pro vystépeni definovanych Usekd plazmidd proto, aby mohly byt
nasledné zaklonovany nebo, aby byl ovéfen spravny vysledek pfi tvorbé rekombinantnich
konstrukttl. Byly pouZivany restriktdzy a jejich pufry od firmy Fermentas. Cim vétsi je pocet
(hustota) restrikénich mist v cilovém plasmidu, tim vétsi mnozstvi enzymu bylo pouzito, naopak
je to s poctem pfislusnych restrikcnich mist v A fagu (na rozstépeni A DNA je definovéna
specificka aktivita enzymu). Vidy byl bran dvojnasobek enzymu oproti vypoctenému mnoZzstvi,

avsak tolik, aby celkovy objem pridanych enzym(i nepfesahoval 10 % objemu reakce. Reakce

béZely pti 37 °C 1 - 5 hodin.

40




3.5.7. Agarozovd gelovd elektroforéza (DNA)

Elektroforéza byla pouzita pro separaci molekul DNA i pro pfiblizny vypocet koncentrace DNA.
DNA putuje diky zdpornému ndboji stejnosmérnym elektrickym polem, rychlost pohybu zavisi
na délce, komplexité molekuly DNA a koncentraci agardzy.

Byl pouzivan 1,2% agardzovy gel v 0,5 x TAE pufru (Tab. 14), do néhoz byl po rozvareni pfidan
GelRed™ od firmy Biotium viedéni 5 pl na 100 ml. Po zchladnuti byl gel nalit do forem
s plastovymi hfebeny. Po utuhnuti gelu (cca 40 min) byl vloZzen do elektroforetické vany s 0,5 x
TAE pufrem. Vzorky s DNA byly smichany s nanaseci barvickou (0,025% bromfenolova modr, 30%
glycerol v 10mM Tris, pH 7,8) v poméru 5:1. Velikost napéti byla nastavena na 3 — 5V/ cm. Spolu
se vzorky byl nanesen marker 1kb GeneRuler™ (firma Fermentas), diky némuz Ize zjistit velikost
a dopocitat koncentraci Usekd DNA ve vzorku. Gely byly dokumentovany na UV transiluminatoru
- G-box, od firmy Syngene. PouZité programy - Gene Snap na obrazovou dokumentaci gelu

a Gene Tools na vypocet koncentraci, oba od firmy Syngene.

Tab. 14 SloZeni 50x TAE pufru

Chemikalie Mnoistvi na 1| pufru
Tris - baze 242 g

kyselina octova (ledova) 57,1 ml

0,5M EDTA (pH 8,0) 100 ml

dH,0 doplnénodo 1|

3.6. Prace s RNA

3.6.1. Izolace RNA

Prace s RNA byla provadéna semi-sterilné s novymi Spickami a v latexovych rukavicich. Vse
probihalo naledu a v chlazené centrifuze, aby se minimalizovala potencidlni degradace RNA.
RNA byla izolovana kyselym fenolem dle nasledujiciho postupu (dle White a Kaper, 1989):

Byly pfipraveny sterilni tfeci misky, které byly chlazeny na ledu (nebo 2ml mikrozkumavky se
zameckem se 2 kovovymi kulickami). Dale byl pfipraven 1x Extrakéni pufr (EB, 600 ul na kazdy
vzorek; Tab. 15 a Tab. 16) a 1,5ml mikrozkumavky pro kazdy vzorek s vychlazenymi 600 ul fenolu
(pH 4,3).
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Tab. 15 SloZeni 1x Extrakcniho pufru pro izolaci RNA

Chemikalie\ na celkovy objem (ml) |5 10 15
Mili-Q sterilni voda 35 |7 10,5
10x Extrakéni pufr 05 |1 1,5
10% SDS 1 2 3

Tab. 16 SloZeni 10x Extrakcniho pufru, pH = 9,5 (upraveno NaOH)

SloZzky a jejich finalni koncentrace Mnozstvi na 100 mi

1M glycin 758

100mM EDTA 20 ml 0,5M EDTA (pH 8,0)
1M NaCl 20 ml 5M Nacl

Pufr byl chranén pred prfimym svétlem, skladovan pfi pokojové teploté.

Na zacatku byly bud vzorky o hmotnosti 100 mg (pro Arabidopsis dokonce 10-15 mg)
homogenizovany v tekutém dusiku v trecich miskach tlouckem a s pridanim EB (600 ul)
preneseny do pripravenych zkumavek s fenolem (vortex) nebo byly vzorky s kovovymi kulickami
homogenizovany v homogenizatoru (Retsch MM301), poté byl rovnéz pfidan EB a vzorky byly
smichdany s fenolem (vortex). Vzorky byly do posledni chvile chlazeny v tekutém dusiku u obou

postupd.

Mikrozkumavky se vzorkem a fenolem byly centrifugovany (5 min pfi 13 000 RMP, 4 °C,
centrifuga Universal 32R Hettich). Mezitim byly pfipraveny nové 1,5 ml mikrozkumavky s 600 pl
smési fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1) pH 4,3. Po centrifugaci byla horni vrstva
prenesena do téchto zkumavek (450 — 500 pl), po dikladném vortexovani probéhla centrifugace
(5 min pfi 13000 RPM, 4 °C). Pfi centrifugaci byly pfipraveny nové 1,5ml mikrozkumavky
na vzorek s vychlazenym 500 pl chloroform:isoamylalkoholem (24:1). Horni faze (400 — 450 pl)
byla po centrifugaci prenesena do zkumavek s chloroform:isoamylalkoholem, vzorky byly
promichany vortexem a probéhla centrifugace (5 min pfi 13 000 RPM, 4 °C). Dale byla horni faze
prenesena do novych mikrozkumavek (300 — 350 pl) a bylo pfidano 20 pl (1/20 objemu) 3M Na-
Acetatu (pH 5,2) a 1 ml (2,5 objemu) vymraZzeného 96% EtOH, zkumavky byly nékolikrat opatrné
prevraceny. Po tomto kroku byly vzorky bud umistény na 30 min na led, nebo zamrazeny na -80

°C a skladovany do druhého dne. Poté probéhla centrifugace (20 min pfi 13 000 RPM, 4 °C).
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Horni faze byla vylita a k peletu bylo pfidano 500 ul vymrazeného 70% EtOH, probéhla kratka
centrifugace (3 min pti 13 000 RPM, 4 °C), tento krok byl proveden dvakrat. Po posledni
centrifugaci byl EtOH wylit a zbytky byly odstranény pipetou. Pelety byly dale suseny
ve speedvacu, Concentrator plus, od firmy Eppendorf (cca 8 min). Poté byla peleta v kazdé

zkumavce rozpusténa v 20 — 30 ul mili-Q sterilni vody.

Nasledné byla zmérena koncentrace izolované RNA na nanodropu (NanoDrop 2000
Spectrophotometer, ThermoScientific, software NanoDrop2000 ver. 1.5) a zkontrolovana kvalita
RNA na elektroforéze. Touto metodou je mozné izolovat ze 100 mg rostlinného materialu (bunék

BY-2 i Arabidopsis) vytézky v rozmezi 250 — 1500 ng/ul.

3.6.2. Agarozovd gelovd elektroforéza (RNA)
Pracovni materidl, ktery mél pfijit do styku s RNA, byl omyt jarovou a poté destilovanou vodou

(misky na gel, hieben, vana). Byl pfipraven 1,2% agardzovy gel v0,5 x TBE pufru (Tab. 17),
po rozvareni byl p¥idan GelRed™ od firmy Biotium v koncentraci 10 pl na 100 ml. Vzorky byly
smichdany se 2 ul barvicky FDE (Tab. 18) na 2 pl vzorku, probéhla inkubace nejprve 10 min pfi 65
°C, poté byly vzorky rychle preneseny na led na 2min. Dale byly vzorky naneseny
na elektroforézu a byl pustén zdroj stejnosmérného proudu. Byl pouzity marker 1 kb

GeneRuler™ (firma Fermentas). P¥iklad kontroly ¢istoty a integrity RNA je na Obr. 6.
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Obr. 6 Priklad kontroly Cistoty a integrity RNA na agardzovém gelu
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Tab. 17 SloZeni 5xTBE pufru

Chemikalie Mnoizstvi na 1l
TRIS baze 54 g

kyselina borita 27,5¢

0,5M EDTA (pH 8.0) 20 ml

Tab. 18 SloZzeni FDE

Chemikalie Mnoizstvi na 10 ml
deionisovany formamid 10 ml
0,5M EDTA (pH 8.0) 200 pl
xylene cyanol FF 10 mg
bromfenolova modf 10 mg

3.7. Préace s proteiny

3.7.1. Izolace proteini z BY-2
Izolace byla provedena ze 100 - 200 mg narostlé suspenze BY-2, vzorek byl rozdrcen v tfeci misce

v tekutém dusiku a ve zmrzlém stavu prenesen do mikrozkumavky s 300 ul extrakéniho pufru
s inhibitory proteaz (SIGMA, 9599, fedéné 1:100; Tab. 19) + pfidavdno PMSF do finalni
koncentrace 1 mM. Probéhla centrifugace vzork(i 15 min, 4000 RPM, pfi 4°C. Supernatant
s proteiny byl pfenesen do nové mikrozkumavky, probéhla dalsi centrifugace 1 h, 13 000 RPM,
pfi 4°C. Byly vytvoreny alikvoty supernatantu po 50 ul s 2x vzorkovym purfem s mocovinou (1:1;

Tab. 20). Proteiny nebyly skladovany, ale ihned pouZity na proteinovou elektroforézu.

Tab. 19 SloZeni extrakcniho pufru

Chemikalie koncentrace
MES 50mM

EGTA 10mM
Glycerol 2M

MgCl, 10mM
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Tab. 20 SloZeni 2x vzorkového pufru s mocovinou

Chemikalie koncentrace | na 50 mi

glycerol 20% 10 ml 50%, 5 ml 100%
R-mercaptoethanol 10% 5 ml

SDS 2% 10 ml 10%

Tris-HCI pH 6,8 20 mM 500 ul2 M

mocovina 8M 24 g

BPB 0,005 % 0,0025 g

3.7.2. Proteinovad elektroforéza

Pfiprava elektroforézy

Skla na elektroforézu byla umyta EtOH, bylo pfilozeno tésnéni na jedno ze skel a priklopeno
druhé sklo. Skla byla spojena svorkami a postavena do velké Petriho misky. Byl pfipraven roztok
déliciho a zaosttovaciho gelu (Tab. 21) a postupné naneseny mezi skla (délici tuhne 45 minut,
zaostfovaci 30 minut). Délici gel byl po naliti opatrné prevrstven destilovanou vodou -
polymerace je blokovana kyslikem, po utuhnuti byla voda slita, poté byl nalit zaostfovaci gel,

do kterého byl vloZen hfeben vycistény EtOH.

Tab. 21 SloZeni gel( na proteinovou elektroforézu (mnoZstvi na 1 velky/2 malé gely).

10% délici gel Mnoistvi 4% zaostrovaci gel Mnoistvi
roztok monomerd 4 ml roztok monomerd 0,7 ml
1,5M Tris pH 8,8 3ml 0,5M Tris pH 6,8 1,25 ml
H,0 4,8 ml H,O 3ml

10% SDS 120 ul 10% SDS 50 ul

40 % AP 15 pl 40% AP 10
TEMED 4 ul TEMED 2,5 ul

Jednotlivé slozky byly napipetovat do 50 ml falkony v uvedeném poradi a promichany jemnym

prevracenim. Falkony byly po naliti gelu zlikvidovany i se zbytkem polymerovaného gelu.
Z34sobni roztoky

Roztok monomerd: acrylamide/bis-acrylamide, SIGMA

1,5 M Tris: 36,3 g Tris, destilovana voda do 200 ml, pH = 8,8 s HCl,

0,5 M Tris: 3,0 g Tris, destilovana voda do 50 ml, pH = 6,8 s HCI

Tris pufry skladovany v lednici ve 4 °C.

40% AP: 0,4 g ammoniumpersulfatu, H,O do 1 ml, skladovano po alikvotech v mrazaku.
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Elektroforeticky pufr (0,025 M Tris-baze, 0,192 M glycin, 0,1% SDS) — skladovano pfi laboratorni

teploté.

Pribéh elektroforézy

Spodni komora elektroforézy byla naplnéna elektroforetickym pufrem, gely byly upevnény
do elektroforetické komory a pufrem byl naplnén i horni rezervoar. Jako marker byl pouzit - Page
Ruler Prestained Protein SM0675, 5 pl. Pfred nanesenim vzork( byly jamky proplachnuty pipetou
sdlouhou S$Spickou. Po naneseni vzorkd byla spusténa elektroforéza, pripadné k velké
elektroforéze bylo zapnuto i chlazeni. Mala elektroforéza: 100V a 25mA/gel, bézi 1,5-2 hodiny.
Velka elektroforéza: 220V, 40mA/gel, bézi 2 — 2,5 hodiny.

3.7.3. Western blot
Bylo ptipraveno 6 filtracnich papird (Watman) velikosti gelu a membrana o stejné velikosti

(SERVA Fluorobind membrane, 0,2 um, 42571). Papiry byly namoceny v transferovém pufru a
membrana aktivovana na hladiné metanolu. Na blotovaci zafizeni byly nejprve polozeny tfi
papiry, na které se dala membrana, na ni gel a nakonec zbylé tfi papiry. VSe bylo polito
transferovym pufrem a valenim sklenéné tycinky byly vytlaéeny bubliny. Blotovaci zafizeni bylo
zapnuto na 300 V, 300 mA, 10 W, 1 hodinu a zatizeno. Membrana byla pak ihned blokovana

v pufru s mlékem.

Transferovy pufr (11): 14,4 g glycin, 12,1 g Tris baze, 200 ml MetOH

3.7.4. Imunodetekce
Nejprve probéhlo blokovani membrany (s proteiny nahore) v 1x TBS pufru s mlékem (1 hodina

pfi laboratorni teploté na kyvacce v uzaviené krabicce) — 1x TBS + 4% mléko (1,3 % tuku,

rozpusténo predem a prefiltrovano pfres filtracni papir).

Poté byla pfidana primarni protilatka (krali¢ci ARPC2A — polyklonalni protilatka, v ramci disertacni
prace Havelkova, 2010): v 1x TBS pufru s 0,5% mlékem (inkubace 1 hodina pfi laboratorni teploté
na kyvacce). Blot byl nasledné promyt 3 x 10 minut v 1x TBS na kyvacce (odstranéni nespecificky

navazanych primarnich protilatek).
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Byla pridana sekundarni protilatka (ENZO goat anti rabbit — IgG polyklonaini protilatka) v 1x TBS
pufru s 0,5% mlékem, inkubovana jednu hodinu pfi laboratorni teploté na kyvacéce. Nakonec byl

blot promyt 3 x 10 minut v 1x TBS pufru.

TBS pufr: 20mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, (+ na promyvani 1% Triton X-100/0,3% Tween 20), pH
7,4

3.7.5. Chemiluminiscentni detekce (ECL Systém)
ECL systém byl pouzit pro detekci sekundarni protilatky konjugované s kfenovou peroxidazou,

ktera s dodanym substratem vytvari luminiscenci. VSe bylo provadéno ve fotokomore za tmy,
pfipadné s ¢ervenym svétlem. Na sklo byl napipetovan 1 ml reakéni smési 1, poté 1 ml reakéni
smési 2, promichano Spickou (Pierce ECL Western Blotting Substrate). Membrana byla ponofena
stranou s proteiny do reakéni smési na skle a inkubovana 1 minutu. Poté byla membrana vloZzena
do kazety mezi folii, na membranu ve folii byl pfiloZzen film. Kazeta s filmem byla zaviena a
inkubovana nejprve tfi minuty. Po expozici byl film ponofen do vyvojky (dokud nebyly znatelné
obrysy blotu), poté byl film promyt ve vodé a potom v ustalovaci (cca 1 min). Film byl oplachnut

ve vodé a ususen. Délka expozice byla upravena dle potreby.
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4. Vysledky

4.1. Studium snizeni exprese ARPC1 podjednotky u Arabidopsis thaliana

4.1.1. Tvorba umlcujiciho konstruktu IR-C1
Pro indukci umlceni byl vytvotren konstrukt IR-C1, s invertovanou repetici a vioZenym intronem

uprostied. Schéma konstruktu je na Obr. 7, skldda se ze dvou sekvenci ARPC1A a ARPC1B
v opacné orientaci, tyto sekvence jsou od sebe oddéleny intronem. Diky vloZenému intronu se

zvysuje ucinnost umlceni (Smith et al. 2000). Vektorem tohoto konstruktu byl plazmid pERS.

inducibilni promotor ARPC1A intron I ARPC1B

Obr. 7 Schématicky ndkres inducibilniho vidsenkového konstruktu IR-C1 pro umli¢ovdni genu ARPC1

Nejprve byly pomoci PCR z cDNA z Arabidopsis thaliana ptipraveny dvé sekvence (délka cca 500
nukleotid) — ARPC1A a ARPC1B, které byly vloZzeny do plazmidu pDrive. Byly navrieny primery
ARPC1 R1/F1 a R2/F2. Déle probéhla PCR s primery ARPC1 R1 a ARPC1 F1 pro ziskani sekvence
ARPC1A a druha reakce s primery ARPC1 R2 a ARPC1 F2 pro sekvenci ARPC1B. Ziskané PCR
produkty byly ovéfeny na agardzové elektroforéze, izolovany z gelu a zaligovana do vektoru
pDrive. Takto vzniklé plazmidy byly poté vneseny do E. coli pomoci elektroporace. Narostlé
kolonie E. coli byly ,roz¢arkovany” a ovéreny pomoci PCR (otestovano 40 vzork(). Z pozitivnich
vzork( (vzorky obsahujici sekvenci ARPCIA ¢i B) byla izolovana plasmidovd DNA, ktera byla
ovérena restrikénim 3$tépenim pomoci EcoRl a sekvenaci. Plazmidy byly oznaceny jako pDrive-

ARPC1A a pDrive-ARPC1B.

Plazmid pDrive svloZenym inronem poskytl Vojtéch Cermak. Intron pochazi z genu mangan
stabilizujiciho proteinu (MSP) ze Solanum tuberosum. U bakteridlnich klonl E. coli (obsahujicich
plazmid pDrive sintronem) byla ovérena pfitomnost tohoto plazmidu pomoci PCR s primery

M13F a MSPi R. Tento plazmid byl oznacen jako pDrive-MSPi.

Dalsim krokem v tvorbé konstruktu bylo Stépeni a ligace pfipravenych sekvenci v pDrive
plazmidu. Nejprve byl $tépen plazmid pDrive-ARPC1B (enzymy Hind Il a Xho I) a pDrive-MSPi
(enzymy Hind 11l a Xho I). Po restrikci byly fragmenty rozdéleny na elektroforéze a ndasledné byly
vyizolovany z gelu. Probéhla ligace fragmentu s ARPC1B do linearizovaného vektoru s intronovou

sekvenci a produkt byl elektroporovan do E. coli. Ovéreni u bakterialnich klonl probéhlo pomoci
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PCR s primery ARPC1 F2/R2. Dalsi ovéreni probéhlo pomoci restrikce enzymy Hind Ill a Xho 1. P¥i
prvnim ovérovani nebyl nalezen plazmid s vlozenym konstruktem, ligace byla proto provedena
znovu (znovu byly ovéreny ijednotlivé sekvence vloZené do plazmidu). Po druhé ligaci a
elektroporaci byl tentokrat u bakteridlnich klond nalezen spravny produkt — zaligovany konstrukt

ARPC1B s intronovou sekvenci. Tento plazmid byl oznacen jako pDrive - MSPi-ARPC2B.

Plazmid pDrive - MSPi-ARPC2B a plazmid pDrive-ARPC1A byly nastepeny; plazmid pDrive-MSPi-
ARPC2B byl stépen enzymy BamHl a Pstl, vznikly produkt byl rozdélen elektroforézou
na agarézovém gelu, fragment byl z gelu vyfiznut a vyizolovan. Podobné tak plazmid pDrive-
ARPCI1A byl nastépen BamH | a Pst |, produkt oddélen a vyizolovan. Probéhla ligace fragmentu se
sekvenci ARPC1A do vektorového plazmidu obsahujiciho sekvenci ARPC1B a intron. Ligacni smés
byla poté odsolena a elektroporovana do bakterii E. coli. Z bakteridlnich klond byla ovérena
spravnost ligace pomoci PCR s pouZzitim primer( ARPC1 R1 a R2. Dalsi ovéreni probéhlo pomoci
restrikce a sekvenace Izolovaného plasmidu. Tento plazmid byl oznacen jako pDrive-ARPC1A-

MSPi-ARPC1B.

Findlnim krokem tvorby konstruktu /R-C1 bylo zaligovani sekvence z pDrive plazmidu
do plazmidu pER8. Plazmid pDrive-ARPC1A-MSPi-ARPC1B byl stépen restrikénimi enzymy (Xba | a
Xho 1) pro vystépeni celé viozené sekvence a plazmid pER8 (vektor) Stépen enzymy — Bcu | a
Xho I. Fragmenty vzniklé stépenim byly rozdéleny na agarézovém gelu, nasledné byly fragmenty
vyizolovany. Probéhla ligace obou fragmentl a elektroporace do bakterii. Z vybranych klon( byl
plazmid vyizolovan, ovéreni probéhlo pomoci Ctyr reakci s restrikénimi enzymy. V prvni reakci to
byly enzymy Sal | a Xho |, v druhé EcoR |, ve tfeti BamH | a Pvu Il a ve ¢tvrté BamH | a Sal | (viz
Obr. 8). Diky tomuto komplexnimu ovéreni pomoci fady stépeni nebylo nutné ovérovat vloZzeny

kontrukt sekvenovanim. Tento konstrukt byl findlnim produktem, ktery byl dale pouZit

1. 2. 3. 4. k transformaci rostlin Arabidopsis thaliana a byl
- o~ oznacen jako IR-C1. Schéma vytvoreni celého
- konstruktu je na Obr. 9.
N e =
- Obr. 8 Ovéreni findiniho produktu na elektroforéze

pomoci Ctyr Stépeni — (v sloupci 1.) enzymy Sal I a Xho

I, (2.) EcoR |, (3.) BamH Il a Pvu Il a (4.) BamH | a Sal I.
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Obr. 9 Schéma vytvoreni konstruktu IR-C1

4.1.2. Transformace a selekce
K transformaci Agrobacteria tumefaciens byl pouZit vytvofeny plazmid pER8 svnesenym

konstruktem /R-C1. Plazmid byl vnesen do Agrobacteria elektroporaci (viz kap. 3.4.3), buriky byly
po elektroporaci vysety na pevné médium LB s antibiotiky (rifampicin, spectinomycin a
gentamycin). Transformace rostlin Arabidopsis thaliana probéhla dle protokolu, metodou floral
dip, popsanou v kap. 3.4.4. konstruktem IR-C1. Prehled genotypl transformovanych linii je

v Tab. 22.
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Semena transformovanych rostlin (T1 generace) byla selektovdana pomoci selekéniho antibiotika
in vitro na ¢tvercovych Petriho miskach 12x12 cm s % MS médiem a hygromycinem (100 ul/na
100 ml), po cca dvou aZ tfech tydnech byly semenacky vyjmuty a presazeny do raselinovych
pelet Jiffy a dopéstovany do dospélosti, v kultivaéni mistnosti (16/8 hod svétlo/tma, pfi 24°C).
Z téchto rostlin byla poté sklizena semena T2 generace, ktera by méla za pritomnosti jedné kopie

T-DNA Stépit v poméru —1 WT: 2 heterozygot: 1 homozygot.

Selekce homo- a heterozygotl v T2 generaci probihala stejné jako u T1 generace antibiotikem
hygromycinem. Vznikla tak smés heterozygotnich a homozygotnich rostlin resistentnich
na hygromycin (u markerovych linii i na kanamycin). Pocty transformovanych a vyselektovanych

rostlin jsou v Tab. 22.

Tab. 22 Prehled transformovanych genotypt a pocet (super)transformovanych linii v T1

Pocet
Pocet transformovanych | vyselektovanych

Nazev linie (genotyp) Zkratka rostlin (TO) rostlin T1 generace
Linie se znacenymi peroxizomy PX 2 10

Linie se znacenym tubulinem (GFP) TUB |2 13

Linie se znacenym fimbrinem (GFP) FIM |2 6

Linie se znac¢enym fimbrinem mCh FABD |1 4

Linie se znacenym endopl. retikulem | ER-RK 2 5

WT linie WT 2 2

Pro selekci umlcujicich rostlin dle fenotypu zkroucenych trichomu, ktery se projevuje u vsech
popsanych mutantd v ARP2/3 komplexu u Arabidopsis thaliana, byla T2 generace semen riznych
linii vyseta na plotny s hygromycinem a estradiolem pro indukci RNAi proti ARPC1. Jako kontrola
byly pouzity plotny s hygromycinem a DMSO. Byly pozorovany trichomy na prvnich pravych
listech (2-3 tydny). V ptipadé fenotypu zkroucenych trichom( by bylo mozné pfimo vyselektovat

rostliny, které maji uml¢enou ARPC1 podjednotku.

Slo o potomstvo celkem deseti rostlin ze éty¥ réiznych genotypt — PEX, mCh FABD, GFP FIM a GFP
TUB — vZdy cca 15 semen na misku od kazdé rostliny. Jako negativni kontrola (bez poskozenych
trichomU) byla pouZita varianta na DMSO a WT-Col-0, pro pozitivni kontrolu byla vyseta semena
mutantl arpc5 (se zkroucenymi trichomy), rostliny byly péstovany na médiu bez antibiotik.
Zadné poskozené trichomy ale nebyly pozorovény. Byla tedy provedena analyza hladiny

transkriptu ARPC1 podjednotky.
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4.1.3. Analyza exprese transkriptu ARPC1
Hladina transkriptu ARPC1 byla sledovdna pomoci metody semikvantitativni RT-PCR. Nejprve

byla ze vzorku (tydennich semendackl Arabidopsis thaliana) izolovana RNA. Rostliny byly vysety in
vitro na plotny s hygromycinem a estradiolem ¢i DMSO. Jako kontrola byla pouZita linie WT-Col-
0 (estradiol/DMSOQ), tato linie byla vyseta na médium bez antibiotik. U izolované RNA byla
zkontrolovana jeji integrita (elektroforéza) a stanovena koncentrace RNA (nanodrop). Do reakce
pro syntézu cDNA byl prfiddn 1 pg RNA. Probéhlo odstranéni DNA ze vzork( a nasledovala
reverzni transkripce. Vznikla tedy cDNA, se kterou byla provedena PCR s primery ARPC1 R1/F1 a
jako kontrola primery EFat R1/F1 (viz Graf 1).
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Graf 1.: Relativni hladiny transkriptu ARPC1 u transformovanych rostlin vysetych na médium s
estradiolem a DMSO. Hladiny transkriptu ARPC1 vztaZeny na interni standard EFla a poté na
prumér hladin transkriptu u WT linie péstované na EST a DMSO, n.d. — data se nepodarilo ziskat.

Nejlépe umlcujicimi liniemi (na cca 40% vici WT rostlindm) byly FIM 6 a ER 5. U linii TUB 3 EST a
WT 1 DMSO se z technickych divod( nepodafilo ziskat data. U nejlépe umlicujicich linii byla
znovu provedena analyza trichomU na prvnich pravych listech se stejnymi kontrolami, jako bylo

uvedeno dfive.
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Na Obr. 10 jsou vidét trichomy u WT (A), poskozené trichomy u mutanta arpC5 (B), trichomy
ulinie FIM6 - rostliny péstované na indukénim médiu s estradiolem (C) a linie ER5 — také
na estradiolu (D). Trichomy byly zdokumentovany na rostlinach Arabidopsis thaliana po dvou

aZ tfech tydnech od vyseti na prvnich pravych listech.

Obr. 10 Trichomy na prvnich pravych listech Arabidopsis thaliana, (A) WT, (B) arpc5, (C) FIM 6, (D)
ER 5.
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4.2. Vysledky BY-2

4.2.1. Tvorba umlcujiciho konstruktu IR-C2

Pro transformaci byl pouzit konstrukt /R-C2A pfipraveny dr. Lenkou Sikorovou a dr. Lukasem

Fischerem (Obr. 11).

inducibilni promotor ARPC2A intron ARPC2A

Obr. 11 Schématicky ndkres inducibilniho vidsenkového konstruktu IR-C2 pro umlcovani genu
ARPC2A.

4.2.2. Transformace a selekce
Transformace vSech linii (WT, Golgi, VAC, FIM) konstruktem /R-C2 probihala nejprve podle béiné

pouzivaného Protokolul, protoze se vSak transformace opakované nedafila, bylo nutné protokol
upravit. Po konzultaci s RNDr. Miroslav Srba, Ph.D., byl pro dalsi transformace pouzit jeho
upraveny Protokol2, ktery podporoval rlst kalusl. Transformované linie charakterizované v dalsi
praci, vznikly pfi pouZiti zkrdceného tfidenniho Protokolu2, kterym bylo ziskano okolo 50 kalust

od kazdé transformované linie.

4.2.3. Analyza miry umliceni
Na analyzu miry umliceni byly sklizeny vzorky (transformované /R-C2A konstruktem, kalusy sedm

dni po pasazi/ suspenze po tfech dnech po pasazi) a kontrola WT pfislusna k dané linii (kalusy
sklizené sedm dni po pasaZi / suspenze po tfech dnech po pasézi), bylo sklizeno vidy po 0,1g
vzorku. Hladina transkriptu ARPC2A byla sledovdna pomoci metody semikvantitativni RT-PCR.
Nejprve byla ze vzork( (kalusy/suspenze) izolovana RNA. U izolované RNA byla zkontrolovana jeji
integrita (elektroforéza) a stanovena koncentrace RNA (nanodrop). Dle namérené koncentrace
byla pak do dalSich reakci pfiddna RNA tak, aby do reakce byl pfidan vidy 1 ug RNA. Probéhlo
odstranéni DNA ze vzork( a nasledovala reverzni transkripce. Vznikla tedy cDNA, se kterou byla
provedena PCR s primery ARPC2A R1/F1 a pro kontrolu koncentrace izolovanych vzork( PCR
s primery EF R1/F1 nebo AKTIN R1/F1.
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4.2.3.1. Linie se znacenymi vakuolami
Nejprve byla izolovdna RNA z deseti vzork( péstovanych na estradiolu, jako kontrola byla pouZita

izolovana RNA i z linii péstovanych na DMSO (Graf 3). Nejlépe umlcujici ¢i stabilné umlcené linie
byly poté prevedeny do suspenzi, u kterych byla znova provedena analyza hladiny ARPC2A jak
na estradiolu, tak s DMSO (Graf 4). Odbér vzorkl ze suspenzi probihal na tfidennich burikach,
estradiol/DMSO ptidany v ¢ase 0, tj. v den pasaze do nové 100ml Erlenmeyerovy bariky. Pro RT-

PCR byly pouzity primery EF R1/F1 a ARPC2A R1/F1.
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Graf 2 Relativni hladiny transkriptu ARPC2A kalust péstovanych na médiu s estradiolem. Hladiny
transkriptu ARPC2A vztaZeny na interni standard a poté na hladinu transkriptu u WT VAC linie
péstované na EST.

Z téchto linii péstovanych na estradiolu byly vybrany linie 5, 7 a 8 jako nejlépe umlcujici. Vétsina
vzorkll (mimo 6, 10) umléuje na 30% a méné oproti WT VAC. Pro vzorky 5, 7 a 8 byla dale

stanovena hladina transkriptu ARPC2A u linii péstovanych na DMSO.
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Graf 3 Relativni hladiny transkriptu ARPC2A u kalus péstovanych na médiu s estradiolem a médiu
bez indukce (s DMSO). Hladiny transkriptu ARPC2A vztaZzeny na WT VAC linie péstované na EST.

Pti porovnani hladiny transkriptu u vzorkd péstovanych na DMSO (bez indukce umléeni) vysla,
jako nejlépe umlcujici linie €. 8, relativni hladina transkriptu je na DMSO pfiblizné stejna jako u
WT VAC. U vzork( 7 a 5 zfejmé dochazi k samovolnému umléeni i bez aplikace estradiolu - u linie
¢.5 je hladina transkriptu na estradiolu a DMSO zcela srovnatelnd, oproti WT niZsi

cca Sestinasobné.

Pro dalsi préci byly vybrany - vzorek 5 umlcujici nezavisle na pfidani estradiolu a vzorek 8

svvs

prevedeny do suspenzi a péstované jak na estradiolu, tak na DMSO. Pro kontrolu byla opét

pfitazena WT VAC suspenze.
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Graf 4 Relativni hladiny transkriptu ARPC2A 3dennich suspenzi péstovanych na médium
s estradiolem a DMSO. Hladiny transkriptu ARPC2A vztaZeny na interni standard a poté na pramér
hladin transkriptu u WT VAC linie péstované na EST a DMSO.

U linie 5 v suspenzi setrvale dochazelo k samovolnému umléovani, které se mozina jesté
prohloubilo pfi aplikaci estradiolu. Linie 8 bohuZzel ve formé suspenzi prestala reagovat
na estradiol, tak jak bylo pozorované na kalusech. Hodnoty jsou + stejné jako WT VAC, tedy bez

umlcéeni.
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4.2.3.2. Linie se znacenym fimbrinem

Nejprve byla izolovana RNA z deseti vzork( péstovanych na estradiolu, jako kontrola byla pouZita
linie WT FIM na estradiolu (Graf 5). ProtoZe nebyla u prvnich deseti vzorkd nalezena linie, ktera
hladinou transkriptu oproti WT FIM byla izolovdana RNA a zjisténa hladina transkriptu i u linii

péstovanych na DMSO (Graf 7). Byly pouZité primery EF R1/F1 a ARPC2A R1/F1.
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Graf 5 Relativni hladiny transkriptu ARPC2A kalust péstovanych na médiu s estradiolem. Hladiny
transkriptu ARPC2A vztaZeny na interni standard a poté na hladinu transkriptu u WT FIM linie
péstované na EST.

Mimo vzorku ¢. 1 nevykazuji linie vyrazné umliéeni oproti WT. Oproti liniim se znacenymi
vakuolami je trend umlcovani znaéné odlisny — vétsina vzorkd ma podobné hladiny transkriptu

jako WT, tedy je bez umlceni.

Slinii 1 byla analyza hladiny transkriptu zopakovana (RNA nebyla znovu izolovéna, pouze
DNazovana a reverzné transkribovana na cDNA). Dale byla provedena analyza hladiny

transkriptu ARPC2A u dalSich deseti fimbrinovych linii péstovanych na estradiolu.

58



300
¥ 250
2
2
G 200
8
b=
e
(5]
=
‘e
2 100
=}
1]
K
[~

0

WT 11 12 13 14 15 16 17 18 19 21 1
Nazev linie

Graf 6 Relativni hladiny transkriptu ARPC2A kalus( péstovanych na médium s estradiolem. Hladiny
transkriptu ARPC2A vztaZeny na interni standard a poté na hladinu transkriptu u WT FIM linie
péstované na EST.

Ani pri analyze dalSich deseti vzorkd linie se zna¢enym fimbrinem nebyla nalezena zadn4, kterd
by umlcovala pod 50 %. Nejlépe umlcujici byly linie ¢. 11, 15 a 16. K témto vzorkim byla
izolovana RNA z linii péstovanych na DMSO. Hodnota u linie 1 byla velmi odlisna od predchoziho

méreni, zfejmé chybou v pfedchozi analyze transkriptu.
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Graf 7 Relativni hladiny transkriptu ARPC2A kalust péstovanych na médiu s estradiolem a DMSO.
Hladiny transkriptu ARPC2A vztaZeny na hladinu transkriptu u WT FIM linie péstované na EST.

PFi porovnani dat z linii 11, 15, 16, péstovanych na estradiolu a DMSO, neni vidét vyrazny pokles
u linii na estradiolu vi¢i DMSO. Oproti WT hodnotdm jsou tyto hodnoty sniZzeny pouze na
cca 60% (i na DMSO). U linii se znacenym fimbrinem tedy nebylo pozorovano Zadné vyrazné

umlcéeni ani v jednom z 20 analyzovanych vzorka.
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4.2.3.3. Linie se znacenym Golgiho komplexem
Nejprve byla izolovana RNA z deseti vzork( péstovanych na estradiolu, jako kontrola byla pouZita

byla izolovdna RNA i z linii péstovanych na DMSO (Graf 9). Nejlépe umléujici linie byly poté
prevedeny do suspenzi, u kterych byla provedena analyza hladiny transkriptu ARPC2A (Graf 10).
Odbér vzork( ze suspenzi probihal na tfidennich burikach, estradiol/DMSO pfidany v ¢ase O,

tj. v den pasaze do nové 100ml Erlenmayerovy barky. Byly pouZité primery EF R1/F1 a ARPC2A

R1/F1.
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Graf 8 Relativni hladiny transkriptu ARPC2A kalust péstovanych na médiu s estradiolem. Hladiny
transkriptu ARPC2A vztaZeny na interni standard a poté na hladinu transkriptu u WT G linie
péstované na EST.

PFi analyze hladiny transkriptu u prvnich deseti vzorkl linie se znaéenym Golgiho komplexem
byly jako nejlépe umlcéené vyhodnoceny linie 3, 9 a 10. K témto liniim byla tedy zjisténa hladina

transkriptu u kalus( péstovanych na médiu bez indukce (DMSO).
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Graf 9 Relativni hladiny transkriptu ARPC2A kalust péstovanych na médiu s estradiolem a DMSO.
Hladiny transkriptu ARPC2A vztaZeny na WT G linie péstované na EST.

U vSech analyzovanych vzork( byla mira umléeni u kalust vysoka. Hodnoty na DMSO byly
pfiblizné stejné, jako u WT G. Tyto kalusy byly pouzité pro dalsi praci (tj. pfevedeni do suspenze a

analyzu hladiny transkriptu u suspenzi).
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Graf 10 Relativni hladiny transkriptu ARPC2A 3dennich suspenzi kultivovanych v tekutém médiu
s DMSO/EST. Hladiny transkriptu ARPCI1 vztaZeny na hladinu transkriptu u WT G linie péstované
na DMSO, n.d. — data se nepodafilo ziskat.

Z vysledkl suspenzi vychazi jako nejlépe umlcujici a dale pouZitelna pouze linie 9. U linie 3 neni
jisté, zda nedoslo k prohozeni vzorkd béhem celé procedury, ani tak ale hodnota 40% umliceni
neni dostatecna. K linii 10 nebyla z technickych dlvodi vyizolovana RNA ze vzorku péstovaného

na DMSO, i tak ale hodnota 58% umlceni neni dale pouZitelna.
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4.2.3.4. WT linie

RNA byla izolovana ze sedmi vzorkd péstovanych na estradiolu, jako kontrola byla pouzita linie
i z linii péstovanych na DMSO (Graf 12). Nejlépe umlCujici linie byly poté prevedeny do suspenzi,
u kterych byla znova provedena analyza hladiny ARPC2A (Graf 13). Odbér vzork(l ze suspenzi
probihal na tfidennich burikach, estradiol/DMSO pfidany v ¢ase O, tj. vden pasaze do nové

100ml Erlenmeyerovy bariky. Byly pouzity primery EF R1/F1, AKTIN R1/F1 a ARPC2A R1/F1 .
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Graf 11 Relativni hladiny transkriptu ARPC2A kalusi péstovanych na médiu s estradiolem. Hladiny
transkriptu ARPC2A vztaZeny na interni standard a poté na hladinu transkriptu u WT linie
péstované na EST.

Z analyzovanych linii byly vybrany jako nejlépe umlcujici linie 7, 11 a 12. K témto liniim byla

zjiSténa hladina transkriptu na kalusech péstovanych na médiu s DMSO.

Jako standart byly misto EF primer( pouzity primery pro AKTIN, u BY-2 davaji produkt i u vzork(

s nizsi vyizolovanou koncentraci RNA (koncentrace cDNA pouZité v PCR reakcich byly + stejné).
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Graf 12 Relativni hladiny transkriptu ARPC2A kalust péstovanych na médiu s estradiolem a DMSO.
Hladiny transkriptu ARPC2A vztaZeny na interni standard a poté na primér hladin transkriptu
u WT linie péstované na EST a DMSO.

Z tohoto grafu se zdd byt nejlépe pouzitelnd linie 11, ale vSechny tfi linie byly prevedeny
do suspenze a byla u nich analyzovana hladina transkriptu. Jako kontrola byly pouzity primery

pro AKTIN.

65



120

100

80

60

40

0 I n

WTDMSO WTEST 7DMSO  7EST 11DMSO 11EST 12DMSO 12EST

Nazev linie

Relativni hladina trtanskriptu %

Graf 13 Relativni hladiny transkriptu ARPC2A 3dennich suspenzi kultivovanych v tekutém médiu
s DMSO/EST. Hladiny transkriptu ARPC1 vztaZeny na interni standard a poté na primér hladin
transkriptu u WT linie péstované na DMSO a EST.

Vzorky byly sklizeny z tfidennich suspenzi, DMSO/estradiol pfidany k suspenzim v ¢ase 0. Linie 11
se potvrdila jako nejlépe umléujici na cca 10% vac¢i WT, Castecné umlicena je i na DMSO,
ve srovnani s DMSO variantou umléuje pfidanim indukce cca ¢tyfnasobné. Tato linie byla tedy

spolu s linii 9 Golgi vybrana pro dalsi praci.
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4.2.4. Sledovdni fenotypu ARPC2A — mikroskopie vybranych linii
Pro sledovani fenotypu byla vybrana linie Golgi 9, fenotyp byl sledovan na suspenzich s indukci a

bez indukce v porovnani s WT G také v suspenzich DMSO/estradiol (viz Obr. 12). Byl pouzit
mikroskop Olympus BX51 s kamerou Apogee U4000. Zadné zjevné zmény oproti WT ale nebyly
zjistény, proto byla analyzovdna hladina proteinu ARPC2 u vybranych linii pfia bez ptridani

indukce umlcovani.

Obr. 12 BY-2 suspenze sledovdny ¢tyri dny po aplikaci DMSO/estradiol, fdzovy kontrast DIC, (A) WT
G s DMSO, (B) WT G s estradiolem, (C) G 9 s DMSO, (D) G 9 s estradiolem, méritko 100 um.
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4.2.5. Stanoveni proteinu ARPC2A —imunolokalizace na Western blotu
Pro stanoveni hladiny proteinu ARPC2A byly pouZity dvé nejlépe umlcujici linie ve formé

suspenznich kultur (ziskané z analyzy hladiny transkriptu pomoci semig-RT-PCR), linie Golgi 9 a
linie WT 11. Jako kontroly byly proto pouzity linie WT G (linie se zna¢enym Golgiho komplexem
bez vneseného konstruktu /R-C2) a linie WT (bez jakéhokoli vneseného konstruktu). Vzorky byly
sklizeny ze Sestidennich suspenzi, estradiol/DMSO ptidavan v ¢ase 0, vden pasaze inokula

do nové Erlenmeyerovy banky.

Proteiny ARP snadno degraduji (dr. Schwarzerova, Ustni sdéleni), izolované proteiny byly proto
poizolaci rovnou naneseny na gel, nebyly zamrazovany. Na zdkladé doporuceni dr.
Schwarzerové nebyla ani provddéna denaturace pfi 99°C v termoblocku pro Géinné navazani SDS
pfed nanesenim na gel, obvykld v béZiné uZivaném protokolu. Jako protilatky byly pouzity:
primarni protilatka - krali¢ci ARPC2A (fedéna 1:2000), sekundarni protilatka — kozi protilatka proti

krali¢i konjugovana s kifenovou peroxidazou (fedéna 1:1000). Vysledky jsou na Obr. 13 a Obr. 14.

I — u-** *t'r - gn’

Obr. 13 Polyakrylamidovy gel obarveny Coomassie blue. Barveni coomassie umoZzriuje porovnat
koncentrace vzorkt. Popisky v obrdzku — D-DMSO, E-estradiol, Cisla oznacuji velikost prouzku
v kDa. Posledni dva vzorky jsou slabsi kvili Spatnému technickému provedeni (na gel naneseno
méné vzorku).

68



Obr. 14 Vizualizace proteinu ARPC2A s navdzanou protildtkou, pomoci ECL na rentgenovém filmu.
Vzorky byly naneseny v obou pfipadech v poradi — WT E, WT D, WT G E, WT G D, WT 11 E, WT 11
D, WT G 9 E, WT G 9D. Naobr. (A) byly proteiny pred nanesenim denaturovdny pri 99°C, u (B) pak
denaturace pred nanesenim na gel nebyla dle doporuceni provedena, izolace proteint probihala
také preciznéji. Cisla naznaéuji velikost prouzkd v kDa podle markeru.

Na obou filmech je vsak vidét pouze nespecificky produkt — velikost okolo 55 kDa, ARPC2A ma
mit velikost cca 34 kDa. ProtoZe nebyla zjisténa hladina proteinu ARPC2 zUstdva vliv RNAI

na hladinu ARPC2A a funkci komplexu u BY-2 nejisty.
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5. Diskuse

5.1. Indukované umlcovani a jeho vyuziti

Cilem této prace bylo vyuZiti RNAi ke studiu funkce ARP2/3 v rostlinnych burikdch. Prace se
vénuje umléovani dvou podjednotek ARP2/3 komplexu na dvou modelovych organismech.
Umlcovani genové exprese pomoci malych RNA je jev, ktery byl poprvé popsdn pravé u rostlin,
konkrétné u petlnie, byt vté dobé nebylo zapojeni malych RNA v procesu umléovani jesté
objeveno (Napoli et al., 1990). Objasnéni principu RNAi pak bylo popsano v pracich Fire et al.,
1998 a Jones et al., 1999 a byla za néj udélena i Nobelova cena. Dusledky indukovaného
umlcovani jsou rozdilné od dusledkd inzeréni mutace ¢i konstitutivniho umlcovani, kdy jsou
rostliny prizplsobeny ztraté genu jiz od pocatku svého vyvoje. U indukovaného umléeni je
moznost sledovat zmény pfi ndhlém sniZeni exprese studovaného genu v jiz vzniklém organismu
v rliznych fazich jeho vyvoje. Rozdil je také v tom, Ze pti RNAIi je exprese genu pouze snhiZena
(rdznou mérou), funkce genu mulzZe tedy byt Castecné zachovana, coz miZe komplikovat
interpretaci vysledk(, ale mlze byt i vyvhodou. Vyhoda RNAI je tedy i v tom, Ze ji lze vyuZit pro
studium funkce esencidlniho genu, jehoZ knock-out mutace je letdlni. Pfikladem je studium
funkce ARP2/3 komplexu na linii mySich neuroblastomovych bunék, konkrétné byla umlicena
ARPC2 podjednotka a doSlo tak ke snizeni obsahu F-aktinu (Korobova a Svitkina, 2008).
Umléovani lze navozovat rdznymi zpUsoby, vtéto diplomové praci byl pro umliceni obou
podjednotek vyuzit konstrukt s invertovanou repetici a viozenym intronem, které navozuji RNAi
efektivnéji nez jiné typy konstruktl. VloZeny intron (respektive jeho sestfih) totiz ziejmé pomaha

pfi tvorbé dvouvlaknové struktury RNA (Smith et al., 2000).

Jako inducibilni systém byl pro tuto praci pouzit XVE systém, ktery ma vysokou ucinnost
odpovédi na indukci B-estradiolem a tento induktor nema Zadny pozorovany fyziologicky vliv na
rostliny (Zuo et al., 2000). Indukované umlcovani s XVE systémem umoziuje unikdtni moznost
porovnani stejné rostliny za normalnich podminek (pfidani DMSO), kdy je rostlina stejna
jako WT, s podminkami, které vyvolaji umléeni exprese — pfidani estradiolu. Toto bylo vyuzZito
napriklad v préaci Yang et al., 2014 pfi studiu stresu endoplazmatického retikula pfi hromadéni
Spatné sbalenych proteinll u Arabidopsis. Existuji i dalsi inducibilni systémy pouZitelné u rostlin -
GVG systém, ktery je indukovany dexamethasonem, coZ je glukokortikoid, ktery umoziuje
snadné pronikdni do rostlinnych bunék, v této praci nebyly zjiStény Zadné fyziologické zmény
rostlin pfi pouZiti tohoto systému (Aoyama a Chua, 1997). V pozdé;jsi praci na Lotus japonicus se

ale ukazalo, Ze tento systém po aktivaci ovliviiuje déleni bunék v pericyklu a prodluzovani bunék
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ve stonku (Andersen et al., 2003). DalSim je systém AlcR, ktery je indukovany ethanolem
(Caddick et al., 1998), jeho nevyhodou je ale toxicita ethanolu pro rostlinu pfi vysoké koncentraci
a to, Ze je ethanol produkovan i rostlinou samou pfi anaerobnich podminkach (Roslan et al.,

2001).

5.2.  Studium snizeni exprese ARPC1 podjednotky u Arabidopsis thaliana.

Rostliny Arabidopsis thaliana byly vybrany jako modelovy organismus z nékolika divodd — jde
o zavedeny model na zdejSim pracovisti a je to béiné pouzivany model pfi studiu funkce
rostlinnych gend. Pro umléovani byla vybrana podjednotka ARPC1, nebot neni znamy fenotyp pfi
ztraté této podjednotky, kterd je kdédovana dvéma tandemové usporadanymi paralogy (dle
databaze NCBI). Z ddvodi silné genové vazby mezi témito paralogy neni vytvoreni dvojitého
mutanta v ARPC1 podjednotce snadné, proto bylo v této préci vyuzZito metody RNAi. Mutanti
v ostatnich podjednotkach jsou dostupni. U vSech se objevuje fenotyp poskozenych trichom(
(Mathur, 2005). Aby bylo moziné pozorovat fenotyp poskozeni trichom( na listech RNAi
transformantd, je nutné pridat estradiol (indukovat umlcovani) jesté pred vytvorenim téchto
organ(. Poskozené trichomy u mutantl v ARP2/3 komplexu jsou nejlépe viditelné na prvnich
pravych listech (Schwarzerova, Ustni sdéleni). DalSim bézné pozorovanym fenotypem mutantd
v podjednotkach ARP2/3 komplexu u Arabidopsis jsou méné vyrazné loby pokozkovych bunék.
Buniky pokozky jsou typicky lalocnaté, pro smérovany rist lobl je zde nutny aktin, ktery ma
u mutantl narusenou nukleaci, nedochazi tedy ktvorbé tak vyraznych lalokd u bunék
s nefunkénim ARP2/3 komplexem (Le et al., 2003; El-Assal et al., 2004). Tento projev byl ale
pozorovan na déloZnich listech, pro pozorovani podobného fenotypu u RNAIi transformantid by
tedy bylo nutné indukovat umlcovani pred vyvojem téchto listd (v semeni), coZ je technicky
obtizné proveditelné. Naopak subcelularni zmény zavislé na aktinu — fuze vakuol, pohyblivost ER
a Golgi (Mathur et al., 2003a; Boevink et al., 1998) a moznd i nékteré dalsi neznamé by bylo

moZné pozorovat i po indukci umléovani v burikach jiz vytvorenych organa.

Metoda RNAI je u Arabidopsis béiné pouzivanda. Bylo potvrzeno, Ze je umléeni pomoci malych
dvouvldknovych RNA na Arabidopsis mozné a vloZzeny umlcujici konstrukt je pfenasen do dalSich
generaci, kde umlceni pretrvava (Chuang a Meyerowitz, 2000). Byl tedy pripraven umlcujici
konstrukt IR-C1, s invertovanou repetici a vlozenym intronem uprostied — IR-C1. Detekci zmén
na bunécné Urovni lze usnadnit vyuzitim markerovych linii, tedy linii které jiz obsahuji vneseny

konstrukt pro reportérovy gen (GFP, mCherry) navazany na urcitou bunéénou strukturu.
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Transformovany byly tedy nejen WT rostliny, ale i rostliny s jiz vlozenym konstruktem pro
vizualizaci bunécnych struktur. Byly pouzity linie s oznacenym fimbrinem, pro sledovani zmén
pfimo v usporadani aktinového cytoskeletu (Sheahan et al.,, 2004), linie se znacenymi
mikrotubuly pro zjisténi mozné interakce ARP2/3 s mikrotubulovym cytoskeletem, jak bylo
zjisténo u ARPC2 (Havelkova et al., 2015). Dale byla poufZita linie se znatenymi peroxisémy, jez
byla vybrana pro pozorovanou interakci ARP2/3 podjednotek s témito organelami, na jejichz
povrchu tvofi tzv. arpozéomy (v ramci diplomové prace Martinek, 2015) a endoplazmatickym
retikulem, které ke svému pohybu a pro transport vezikl( vyuZiva aktinovy cytoskelet (Kachar a

Reese, 1988), Ize tedy predpokladat zpomaleni tohoto transportu pti narusené nukleaci aktinu.

Pavodni plan vyselektovat umlcujici rostliny pfimo podle fenotypu distorted trichom( byl
neuspésny, proto byl nahrazen molekuldrni metodou — semikvantitativni RT-PCR, kterd sleduje
hladinu transkriptu ARPC1. Vysledky jsou zobrazeny v Grafu 1., kdy byly porovnavany rostliny T2
generace s indukci umlceni a bez indukce, vSe bylo vztazeno na WT. Presto, Ze byla provedena
analyza na nékolika linich, nebyla nalezena Zadn4a, kterd by umlcovala na dostatecné nizkou
hladinu transkriptu. To, Ze takova linie nebyla nalezena, mohlo mit vice pfi¢in - malé mnoZstvi
analyzovanych rostlin, Spatna ucinnost vneseného konstruktu naptiklad vlivem vneseni tohoto
konstruktu na ,,nevyhodné” misto na chromozému, tzv. pozicni efekt (Zuo et al., 2000). U linii
s nejvice snizenou hladinou ARPC1 — FIM6 a ER5, kde byla ARPC1 umlcena na cca 50% oproti WT
byl pro jistotu znovu sledovan fenotyp trichom( pfi kliceni na indukénim médiu s estradiolem.
Na Obr. 10 je vidét vysledek zdokumentovanych trichom( na prvnich listech, kde nebyly
na polovinu nema vyznamny vliv na hladinu proteinu a tudiz zadny vliv na funkci ARP2/3
komplexu. Na uUrovni proteinu se mize kompenzovat snizena hladina mRNA diky prodlouzené
stabilité ¢i translace ze zbylé mRNA muZe byt upregulovana, tak aby nedoslo k vyraznému snizeni
proteinu. Celkova mira korelace mezi hladinou proteinu a hladinou transkriptu je odhadovéana
jen okolo 40 % (dle Vogel a Marcotte, 2012). BohuZel zatim neni dostupna protilatka pro ARPC1,
aby bylo mozné sledovat pfimo hladinu ARPC1 pfi indukci umléeni. Ani snizeni hladiny celého
komplexu na polovinu by vSak nemuselo mit na trichomy zadny vliv. Pravé kvili nizké mire
umlceni nebyly rostliny dale analyzovany. Pro ziskani dostatecné silné umlcujicich rostlin by
zfejmé bylo potreba selektovat hned od pocatku nejen pomoci selekéniho antibiotika ale
i sindukci estradiolem z vétSiho mnoizstvi transformovanych linii a zkusit najit vhodné linie

fenotypovym screeningem na predpokladany fenotyp distorted trichom.
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5.3. Studium snizeni exprese ARPC2A podjednotky u bunéc¢né linie BY-2

Tabakova bunécnd linie BY-2 byla vybrana jako modelovy organismus, protoZe ve vyzkumu
ARP2/3 komplexu chybi rostlinny cytologicky model. Tento model je vyhodny diky vysoké
homogenité a relativné rychlému ristu (Nagata et al., 1992), je zvladnuta i jeho relativné snadna
transformace. Podjednotka ARPC2 pak byla vybrana z toho dlivodu, Ze se jedna o podjednotku,
ktera sestavuje a stabilizuje cely komplex a jeji umléeni by tak mohlo mit vyrazny fenotyp
(Robinson et al., 2001) a zaroven je k dispozici protilatka proti tabakovému proteinu. Metoda
RNAi zde byla pouZita kvlli nedostupnosti inzer¢nich mutantd u BY-2 bunék, navic indukované
umlcéeni dava moznost porovnani linie pti snizeni ARPC2 se stejnou linii bez indukce umlceni, jak
bylo zminéno vySe. Nové se objevujici moznosti, jak vytvofit mutanty u BY-2 bunék je vyuziti
systému CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeat)/Cas9 (CRISPR-
associated), ktera vytvari pomoci gRNA cilené zlomy, které vedou ke vzniku lokalizovanych
mutaci (Jinek et al., 2013; Mercx et al., 2016). Vyhoda tohoto systému je to, Ze jde o cilenou
mutagenezi. Inaktivace urcitého genu je ale u amfidiploidniho genomu tabdku pomérné
komplikovana. V praci od Mercx et al., 2016, kde byl mutovan pfedem vneseny gen mCherry, se
prokazalo, Ze je CRISPR/Cas9 pouZitelny i u bunécné linie BY-2. Komplikovana je ale selekce a
analyza transformantl zvlast za situace, kdy nelze jednoduse vizualné selektovat jako v pripadé

reportérového genu pro mCherry.

Pro umlceni ARPC2 pomoci RNAIi byl v této praci pouZzit konstrukt /R-C2, opét s invertovanou
repetici. Tento konstrukt byl transformovan do WT linie a do linii se znacenymi bunécnymi
strukturami podobné jako u Arabidopsis, bylo nutné vybrat pouze ty linie, které maiji
v konstruktu pro vizualizaci vloZené jiné nez selekéni antibiotikum pro /R-C2. Jako takové byly
vybrany linie se znacenym Golgi, linie se znacenymi vakuolami a linie se znacenym fimbrinem.
Linie se znacenymi vakuolami byla vybrana, protoZe mutanti podjednotek u Arabidopsis vykazuiji
Casto poruchy pfi fuzi vakuol (Mathur et al., 2003a), bylo by tedy mozné tento jev pozorovat
pfimo na tomto cytologickém modelu. Golgi je dynamickd struktura vyuZivajici pro pohyb
v burice aktinovy cytoskelet, navic i pfenos vackl z a do Golgi je fizen aktinem (Boevink et al.,
1998), naruseni nukleace by tedy mohlo zpUsobit naptiklad zpomaleni téchto pohyb( v burice.
Linie se znacenym fimbrinem pak byla vybrdna pro pozorovani zmén pfimo na aktinovych

filamentech.
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Po pocatecnich ne pfilis Uspésnych transformacich dle standardné pouZivaného Protokolu 1, byl
vyzkousen zkraceny Protokol 2. V tomto protokolu byl podporen rist kalusl pfidanim cerstvé
netransformované suspenze jako vyzivovaci vrstvy podobné jako v praci dle Nocarova a Fischer
2009, kde je tato ,feeder layer” vyuzita pro klonovani transformovanych bunék BY-2. Tyto bunky
jsou poté selekci vyfazeny. Pfi pouZiti optimalizovaného postupu se podafilo vyselektovat okolo
padesati kalusli ze vSech ¢tyf variant. V dalSim kroku bylo nutné analyzovat, jak moc je ARPC2
podjednotka umlcéena u jednotlivych linii, a vybrat klony, kde bude ARPC2 co nejvice snizena.
Nejprve byla sledovana hladina ARPC2 na transkripcni Urovni pomoci metody semiq-RT-PCR.
ProtoZe byla dostupna protilatka proti ARPC2 u tabdkovych bunék, nabizela se moznost sledovat

i umlceni pfimo na proteinové Urovni.

5.3.1. Linie se znacenymi vakuolami
U této linie bylo pozorované umlceni nejlepsi ze vsech linii, z jedenacti analyzovanych vzorkl

bylo devét vzork( kalust péstovanych na estradiolu umlceno na hladinu nizsi nez 25% oproti WT
VAC (viz Graf. 2). Pti dodélani analyzy téchto kalus( na kontrolnim médiu s DMSO a po prevedeni
linii do formy suspenznich kultur bylo po analyze transkriptu zjisténo, Ze dva vzorky (ze tfi
analyzovanych) jsou zfejmé samovolné umliéené, tj. snizuji hladinu transkriptu ARPC2 nezavisle
na pridani indukce - tedy dochazi ktranskripci umlcujictho konstruktu, aniz by byl ptidan
estradiol. Samovolna aktivace XVE systému byla pozorovana i v dalSich pracich (Vlot et al., 2008;
Kang et al., 2009), v tomto pfipadé se ale asi spiSe jednalo o spontanni transkripci T-DNA u bunék
BY-2, kterd s XVE systémem nijak nesouvisi, jak podrobné popisuje kolega Cermak (Cermdk a

Fischer — pfipraveny manuskript).

5.3.2. Linie se znacenym fimbrinem
Fimbrin je aktin vazebny protein, ktery se vyskytuje i u rostlin a pomaha svazkovani aktinovych

filament (Kovar et al., 2000). Jeho fuzi s fluorescenénimi proteiny mize tak byt snadno
pozorovan aktinovy cytoskelet (vyuZito napfiklad v praci od Wang, et al.,, 2004). U linie se
znacenym aktinovym cytoskeletem se po analyzovani prvnich deseti vzorkl neukdazala Zadna linie
jako Uspésné umléena (Graf 5), proto byla analyza transkriptu provedena na dalSich deseti
vzorcich (Graf 6). | pfesto nebyla nalezena ucéinné umléujici linie, pouze tfi linie vykazovaly
hladinu ARPC2 okolo 50% oproti WT FIM. MUze to byt zapfi¢inéno tim, Ze BY-2 FIM linie jiz
obsahovala jeden konstrukt, ktery byl cileny na mikrofilamenta. V praci dle Dyachok et al., 2014
byl vytvoren konstrukt pro obarveni aktinu mCherry a GFP, u kterého byl pozdéji v bakalarské

praci studenta tohoto tymu (M. M®&ttus, 2015) pozorovan negativni efekt pravé pro variantu
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znaCenou mCherry. Dochdazelo zde ke svazkovani F-aktinovych vlaken, které branilo
detailnéjsSimu pozorovani. Pravé mozny dvoji negativni vliv na aktinovy cytoskelet — svazkovani
mikrofilament a inaktivace ARP2/3 - mohl byt pro rist bunék limitujici a v konkurenci ostatnich
bunék nebyly schopné dorlst v dostatecné velky kalus a proto nebyly mozna dobfe umlcujici

kalusy ani vybrany k analyze.

5.3.3. Analyza hladiny proteinu ARPC2 vybranych linii
Analyzy hladiny proteinu byla provedena na dvou vybranych liniich — Golgi 9 a WT 11. Byla

zvolena metoda imunodetekce na western blotu s ndslednou vizualizaci pomoci ECL systému.
Proteiny byly izolovany dle upraveného protokolu (viz kap. 3.7.1.) vhodného pro izolaci ARP
proteinl. V prvnich pokusech probihala izolace proteini za pfidani jen minima dusiku
do vychlazenych porceldnovych misek, byla také provddéna denaturace p¥i 99° v termoblo¢ku
pred nanesenim protein( na gel. Disledkem toho bylo na vyvolaném filmu nékolik silnych pruht
o velikosti kolem 55kDa, coz? je vyrazné vice nez je velikost proteinu ARPC2 (34 kDa). Zjevné se
tedy jednalo o silny nespecificky signdl. Z téchto ddvodd bylo nutné experiment zopakovat a
vylepsit. ProtoZe izolace proteinll musi byt provadéna za co nejnizsi teploty a s pfidanymi
inhibitory protedz (Liu et al., 2014), byly v dalSim experimentu misky vymrazeny dusikem a dusik
byl ptfi homogenizaci pfilévdn do misek za tvorby ,,snéhové pény’’ ze suspenzi bunék. Pro snizeni
moznosti degradace byl ke komerénimu koktejlu inhibitor(l proteaz pfidan navic PMSF, ktery
mUze ve vodnych roztocich relativné rychle degradovat (James, 1978). Byla poufZita i nova sterilni
primarni protilatka pro vylouceni nespecifity zplsobené moZnou kontaminaci této protilatky
pouzité v pfedchozim experimentu. Diky popsanym zméndm byl detekovan na blotu pouze jeden
dominantni pruh, ale opét o velikost cca 55 kDa (Obr. 14), oproti oéekdvané migraci na pozici
okolo 35 kDa (Havelkova et al., 2015; Schwarzerova Ustni sdéleni). Jednalo se tedy zfejmé opét
pouze o nespecificky produkt. Ziskani produktu o vyssi velikosti neZ je cileny protein mlze byt
teoreticky zpUsobeno jeho tercidlni strukturou nebo spojenim s dalSimi proteiny, to Ize odstranit
opakovanou denaturaci pfed nanesenim na gel (Liu et al.,, 2014), coz je dle sdéleni
dr. Schwarzerové pfi detekci ARP proteind nepfipustné, nebot dochazi k jejich degradaci. Pokud
vSak byl 55kDa protein detekovany na blotech néjak odvozeny od APRC2 podjednotky, chybéjici
rozdily mezi vzorky pochdzejicimi z oSetteni estradiolem a DMSO by ukazovaly, Ze jsou buriky BY-
2 schopné na proteinové urovni kompenzovat i pomérné znacné snizeni hladiny transkriptu
tohoto proteinu. Pokud by tomu tak bylo, bylo by ale obtizné vysvétlit, pro¢ nebyly v ptipadé

fimbrinové linie nalezeny zadné silnéji umlcujici kalusy.
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6. Zavér

Cilem této prace bylo studium podjednotek ARP2/3 komplexu na dvou rostlinnych modelovych

organismech pomoci inducibilniho umléovani podjednotek pomoci RNAI.

Prvnim cilem bylo studium ARPC1 podjednotky na rostliné Arabidopsis thaliana. Byl pfipraven
umlcujici konstrukt /R-C1 pro indukci umlceni genu ARPC1. Timto konstruktem byly poté
transformovany rostliny WT a rostliny s jiz vnesenym konstruktem pro obarveni bunécnych
struktur. Tyto rostliny byly vyselektovany az do T2 generace. U vybranych linii byla v T2 generaci
analyzovana hladina transkriptu ARPC1 po indukci umléeni. Nebyla vSak nalezena ucinné
umlcujici linie. U linie se snizenou hladinou transkriptu ARPC1 na cca 50% nebyl pozorovan
fenotyp poskozenych trichom, ktery je typicky pro mutanty v podjednotkach ARP2/3 komplexu.
Dlvodem ale muUZe byt pravé to, Zze 50% umliceni neni dostate¢né pro sniZeni hladiny proteinu

ARPCL1.

Druhym cilem bylo studium ARPC2 na cytologickém modelu tabdkovych bunék BY-2. Podafilo se
transformovat Ctyfi linie BY-2 (WT, linie se zna¢enymi bunéénymi strukturami — Golgi, vakuolami
a fimbrinem) konstruktem /R-C2. K transformaci byl pouzit zkraceny protokol transformace, ktery
podporoval regeneraci transformovanych kalusd pridanim netransformovanych bunék.
U transformovanych linii byly provedeny analyzy hladiny transkriptu pfi a bez pridani estradiolu.
Z této analyzy byly vybrany dvé linie, které spolehlivé umléovaly ARPC2 na transkripéni Urovni
(pod cca 20% oproti WT). U téchto linii vSak nebyly pozorovany Zadné fenotypové projevy po
indukci uml€ovani. Vliv snizené hladiny transkriptu na mnozstvi proteinu ARPC2 u vybranych linii

se bohuZel nepodafrilo analyzovat kvuli nespecifické interakci protilatky.
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