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Abstrakt 

 

Práce je zaměřena na studium významu regulátoru G-proteinové signalizace NtRGS1 v regulaci 

růstu a dělení buněk tabákové linie BY-2. Protein NtRGS1 je významným kandidátem na úlohu 

receptoru vázaného na heterotrimerní G-proteiny u rostlin. 

Heterotrimerní G-proteiny jsou součástí jednoho z klíčových mechanizmů buněčné 

signalizace eukaryot. Základní principy G-proteinové signalizace jsou shodné v živočišných i 

rostlinných systémech. Specifikem této signalizace u rostlin je odlišná kinetika enzymatické 

aktivity Gα podjednotky G-proteinového heterotrimeru.  Rozdíly v enzymové kinetice Gα jsou 

úzce spjaty s chimérickou povahou a funkcí studovaného regulátoru G-proteinové signalizace 

(RGS). Vzájemná interakce Gα podjednotky a regulátoru je zcela zásadní pro regulaci spouštění 

buněčné signalizace prostřednictvím G-proteinového heterotrimeru. 

V rámci charakterizace proteinu NtRGS1 byly vytvořeny zkrácené konstrukty 

příslušného genu ve fúzi s GFP za účelem analýzy vlivu jednotlivých úseků proteinu na jeho 

buněčné směrování. Dále byly popsány vlivy ošetření vybranými látkami, zejména cukry, na 

změny lokalizace proteinu NtRGS1 a jeho zkrácené verze a v daných podmínkách byla 

zdokumentována i exprese genů pro Gα a NtRGS1. V poslední řadě byly popsány vlivy 

modulace exprese genu NtGPA1 (Gα) a NtRGS1 na růstové parametry transgenních buněčných 

linií tabáku BY-2. 

 

 

 

 

 

 

Klíčová slova: buněčná linie tabáku BY-2, cukry, cytologie, G-protein, Gα podjednotka, 

lokalizace, NtGPA1, NtRGS1, regulátor G-proteinové signalizace 
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Abstract 

 

 The thesis is focused on the role of regulator of G-protein signaling NtRGS1 in control 

of growth and cell proliferation of tobacco cell line BY-2. The protein NtRGS1 is an important 

candidate for being plant G-protein coupled receptor. 

 Heterotrimeric G-proteins are involved in key signaling mechanisms in eukaryotic cells. 

Basic principles of this type of signaling are well conserved between plants and animals and 

related higher taxa. Outstanding difference of plant G-protein system is altered enzymatic 

activity of Gα subunit of the G-protein heterotrimer. These alterations correlate with chimeric 

structure and function of investigated NtRGS1 protein. The interaction of Gα and NtRGS1 is 

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

 Truncated versions of NtRGS1 fused to GFP were crated in the aim of protein 

characterization. The truncated proteins were investigated in respect of analysis of the role of 

NtRGS1 domains in protein targeting. Dynamic changes in NtRGS1 and selected truncated 

versions induced by experimental application of nutrition, especially sugars were described. 

Expression if Gα and NtRGS1 were investigated simultaneously. Influence of modulation of 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

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

NtGPA1, NtRGS1, regulator of G-protein signaling 
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Seznam použitých zkratek 

 

2,4-D  - kyselina 2,4 dichlorfenoxyoctová 

ABA  - kyselina abscisová 

AK  - aminokyseliny 

AT  - Agrobacterium tumefaciens 

BiFC  - bimolecular fluorescent complementation 

BR  - brassinosteroidy 

BY-2  - buněčná linie tabáku Nicotiana tabacum L., cv. ‚Bright Yellow‘ 

cDNA  - komplementární DNA 

CTX  - cholera toxin 

dH2O  - destilovaná voda 

DIC  - Nomarského diferenciální kontrast 

DNA  - kyselina deoxyribonukleová 

dNTP  - deoxyribonukleotid 

EDTA  - etylendiaminotetraacetát sodný 

EF  - translační elongační faktor 1-α 

ER  - endoplazmatické retikulum 

EST  - The Expressed Sequence Tags - databáze 

FRAP  - fluorescent recovery after photobleaching 

FRET  - Förster resonance energy transfer 

GA3  - kyselina geberelová 

GAP  - protein podporující GTPázovou aktivitu 

GDP  - guanosindifosfát 

GEF  - faktor ovlivňující výměnu nukleotidů 

GFP  - zelený fluorescenční protein 

GPCR  - receptor G-proteinové signalizace 

GTP  - guanosintrifosfát 

LTR  - cytologické barvivo označující vakuolu - Lyso tracker red  

PCR  - polymerázová řetězová reakce 

PLDα1  - fosfolipáza Dα1 

PTX  - pertusis toxin 

RGS  - regulátor G-proteinové signalizace 
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RLK  - kinázy připomínající receptory – Receptor like kinase 

RNA  - kyselina ribonukleová 

rpm  - otáčky za minutu 

RT-PCR - reverzní transkripce následovaná PCR 

ssDNA - jednovláknová DNA 

TGN  -  Trans Golgi Network 
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1. Úvod 

 

Komplex heterotrimerních G-proteinů je jedním z klíčových mechanizmů buněčné signalizace 

u eukaryot. Největší komplexitu odpovídající fyziologickému významu má tento systém u 

živočichů, hub a hlenek. Poruchy v G-proteinové signalizaci vedou též k závažným poruchám 

u lidí, jako jsou některé typy slepoty nebo řada typů rakovinného bujení. Význam této 

problematiky dokládá rozsah základního i aplikovaného klinického výzkumu a velká 

publikační činnost v tomto oboru. 

 Bylo dokázáno, že základní systém signalizace heterotrimerními G-proteiny je mezi 

živočichy a rostlinami konzervován (Jones & Assman, 2004; Urano et al., 2013). Oproti 

živočichům je však tento typ signalizace u rostlin výrazně méně diverzifikován, a také 

dosavadní znalosti o jeho významu jsou výrazně menší. Dalším podstatným rozdílem, který se 

na základě současných poznatků zdá být klíčový k porozumění G-proteinové signalizace u 

rostlin, je odlišná enzymatická aktivita Gα podjednotky. Oproti živočichům je výměna 

guaninových nukleotidů přibližně 100 x rychlejší než hydrolýza GTP (Johnston et al., 2007; 

Urano et al., 2012b). V rostlinném systému se díky této dynamice enzymatické aktivity Gα 

podjednotka sama o sobě vyskytuje v aktivovaném stavu a je proto také označována jako 

„samo-aktivující“ (Temple & Jones, 2007; Urano et al., 2012b). 

Zatímco v lidském proteomu bylo identifikováno okolo 850 receptorů vázaných na G-

proteiny (GPCR), u rostlin je diskutováno pouze několik kandidátů na tuto funkci (Urano & 

Jones, 2013). Jedním z těchto kandidátů je protein AtRGS1 respektive jeho tabákový homolog 

NtRGS1. Tento protein vykazuje pozoruhodnou chimérickou povahu. Ve své struktuře zahrnuje 

N-terminální doménu, prostorově připomínající živočišné GPCR (7 transmembránových 

smyček). V C-terminální části se nalézá doména strukturně i sekvenčně připomínající živočišné 

regulátory G-proteinové signalizace (RGS; Chen et al., 2003). Tyto proteiny se vyskytují u 

živočichů jako volné cytoplazmatické molekuly, které zpravidla působí jako inhibitory Gα 

podjednotky. Zatímco typické živočišné GPCR figurují jako aktivátory podjednotky Gα, ve 

světle znalosti dynamiky této podjednotky u rostlin se zdá být logické, že rostlinný receptor 

bude G-proteinovou signalizaci ovlivňovat z pozice inhibitoru samo-aktivující se Gα (Urano et 

al., 2013). Protein NtRGS1 je proto jedním z nejvážnějších kandidátů na funkci 

receptoru/regulátoru. 

Dosavadní výsledky naznačují, že AtRGS1/NtRGS1 figurují v percepci cukrů 

rostlinnými buňkami. Dále existují literárně publikované údaje o významu heterotrimerního G-
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proteinového komplexu na růst a dělení rostlinných buněk (Fujisawa et al., 1999; Jones, 2002; 

Weiss et al., 1993). V současné době je čím dál tím více přijímána představa, že cukry fungují 

jako zásadní regulátory růstu a morfogeneze u rostlin (Rolland et al., 2006). Studium vztahu 

mezi aktivitou NtRGS1, cukernou signalizací a regulací buněčného dělení se proto jeví jako 

vysoce aktuální. 

Buněčná linie tabáku BY-2, která byla využita jako modelový organismus této 

diplomové práce, poskytuje tomuto záměru několik výhod. Obnažené avšak intaktní řetízky 

buněk umožňují přímou aplikaci látek, bez působení fyziologického pozadí celého rostlinného 

organismu. Buňky je možno velmi snadno a efektivně cytologicky analyzovat. Linie BY-2 je 

stále významnějším modelem pro studium buněčného cyklu a dělení u rostlinných buněk. 

Cukerné ošetření, modulace exprese genu NtRGS1 a dalších součástí G-proteinového systému 

v buňkách BY-2 může modelovat význam těchto komponent v regulaci růstu a diferenciaci 

meristematických buněk.  
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1.1. Cíle 

 

Cílem práce bylo bližší poznání úlohy a mechanismu signalizace heterotrimerními G-proteiny 

na modelu tabákové buněčné linie BY-2 s těmito dílčími úkoly: 

1) Analyzovat význam domén proteinu NtRGS1 pro jeho buněčnou lokalizaci 

2) Popsat změny dynamiky lokalizace NtRGS1 v závislosti na aplikaci živin, zejména cukrů 

3) Analyzovat vliv exprese NtRGS1 a NtGPA1 (Gα) na růstové parametry buněk 
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2. Literární přehled 

 

V rostlinných buňkách hrají v buněčné signalizaci významnou roli proteiny štěpící GTP 

– GTPázy. Existují dvě velké skupiny GTPáz. Monomerní GTPázy, které fungují jako 

samostatné signalizační proteiny (Bischoff et al., 1999) a heterotrimerní G-proteiny, které se 

skládají z komplexu 3 podjednotek (αβγ). U živočišných buněk je popsáno velké množství 

receptorů spřažených s heterotrimerními G-proteiny (GPCR; přehled viz Lodish et al., 2008), 

zatímco u rostlin je zatím popsáno jen několik kandidátů s nejasnou funkcí. V poslední době se 

zdá, že významnou roli pro spouštění signalizační kaskády heterotrimerních G-proteinů u 

rostlin zastává regulátor G-proteinové signalizace RGS (Urano et al., 2013). 
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2.1. Podjednotka Gα 

 

U cévnatých rostlin je znám pouze jeden gen kódující α podjednotku G-proteinového 

heterotrimeru (Gα). Výjimku tvoří pouze polyploidní rostliny, u kterých je více paralogních 

genů (Bisht et al., 2011). Rostlinné Gα podjednotky jsou na aminokyselinové úrovni z 30 – 40 

% podobné nerostlinným Gα podjednotkám (Jones & Assmann, 2004). Vzájemná identita 

rostlinných proteinů je pak podstatně vyšší, například u tabáku vykazuje 75,5 – 99,8% 

homologii s ostatními rostlinnými homology (Ando et al., 2000). Počet aminokyselin 

v primární struktuře proteinu je mírně variabilní, u Arabidopsis thaliana je to 383 aminokyselin 

(Ma et al., 1990), u Nicotina tabacum 384 (Ando et al., 2000). Gα podjednotka je lokalizována 

jak v plazmatické membráně, tak v membráně endoplazmatického retikula (ER). Funkce Gα 

podjednotky na membráně ER je diskutována, nicméně by mohla mít určitý význam v regulaci 

transportu proteinů pomocí ER (Weiss et al., 1997). Vazba Gα podjednotky na membrány je 

zajištěna lipidickou vazbou přes posttranslační modifikace proteinu zahrnující S-acetylaci a 

myristylaci. Mutace proteinu v místech těchto modifikací způsobuje uvolnění Gα podjednotky 

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

Gα podjednotka obsahuje 2 domény. Doménu α-helikální a Ras doménu (též GTPásová 

doména). Ras doména je tak nazývána díky významné strukturní podobnosti s Ras proteiny 

(Millner, 2001).  Tato doména obsahuje motivy sloužící k vazbě guaninových nukleotidů, 

k interakci s heterodimerem Gβγ, efektorovými proteiny i receptory G-proteinové signalizace 

(GPCR). Helikální doména vlivem změny konformace Gα podjednotky přechází mezi dvěma 

stavy. Buďto fyzicky zakrývá místo na Ras doméně, kde dochází k výměně guaninových 

nukleotidů, nebo toto místo nezakrývá a výměna nukleotidů může probíhat (Urano et al., 2013). 

U živočichů je změna konformace umožňující výměnu nukleotidů podmíněna GEF (guanin 

nucleotid exchange factor) aktivitou, zpravidla vazbou na receptor G-proteinové signalizace 

(GPCR) s navázaným ligandem. Po disociaci GDP naváže Gα podjednotka GTP, které se v 

buňce vyskytuje přibližně v 10 krát větší koncentraci než GDP (Urano et al., 2013). Výměna 

nukleotidových zbytků na Gα podjednotce je v živočišném systému limitujícím krokem celého 

signalizačního cyklu. Navázání GTP na Gα podjednotku způsobí konformační změnu 

podjednotky a následnou disociaci od heterodimeru Gβγ a tím i spuštění celé signalizační 

kaskády. Signalizace je ukončena štěpením GTP zpět na GDP. Tento krok zajišťuje Gα 

podjednotka sama, případně je v této aktivitě stimulována některými efektorovými proteiny a 

zejména pak RGSs (regulators of G-protein signaling) majícími schopnost hydrolýzu GTP 
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katalyzovat. Souhrnně se proteiny s touto schopností označují jako GAP (GTPase activating 

protein). Po hydrolýze GTP na GDP dochází k opětovné asociaci Gα podjednotky 

s heterodimerem Gβγ a tím i inaktivaci celého komplexu G-proteinového heterotrimeru (Jones 

& Assmann 2004). 

Dosavadní výzkum ukázal, že základní princip fungování signalizace heterotrimerními 

G-proteiny je u rostlin stejný jako u živočichů (Jones & Assmann 2004, Urano et al., 2013). 

Výstupy biochemické analýzy Gα podjednotky však ukázaly rozdílnou kinetiku štěpení GTP a 

výměny nukleotidů (GAP vs. GEF aktivita) oproti živočišnému systému. Ve světle nejnovějších 

poznatků se právě tento rozdíl jeví jako klíčový pro pochopení rozdílů a funkce 

heterotrimerních G-proteinů u rostlin. U buněk živočišných je výměna GDP za GTP na Gα 

podjednotce pomalá, proto je pro ni potřeba některý z GEF a naopak hydrolýza GTP probíhá 

rychle (lidské Gα Kcat = 3,5 min-1; Graziano et al., 1989; Urano et al., 2013). U rostlinných Gα 

podjednotek přechází α-helikální doména spontánně mezi konformačním stavem, kdy zakrývá 

oblast výměny guaninových nukleotidů a mezi stavem, který výměně nebrání. Pro představu 

slouží obrázek 2.1. K výměně nukleotidových zbytků dochází tedy rovněž spontánně. Výměna 

guaninových nukleotidů je přibližně 100 x rychlejší (AtGPA1 Kobs = 5,80 min-1) než hydrolýza 

GTP (AtGPA1 Kcat = 0,047 min-1; Johnston et al., 2007; Urano et al., 2012b). V rostlinném 

systému se tedy Gα podjednotka sama o sobě vyskytuje v aktivovaném stavu a je proto také 

označována jako „samo-aktivující“ (Temple & Jones, 2007; Urano et al., 2012b). Na základě 

porovnání výsledků, které byly získány měřením rychlosti výměny nukleotidů na Gα 

podjednotce u Arabidopsis thaliana (GPA1, zástupce dvouděložných rostlin), Oryza sativa 

(OsRGA1, jednoděložných), Pinus taeda (PtGα1, nahosemenných), Marchantia polymorpha 

(MpGα1, bezcévných) bylo zjištěno, že výměna nukleotidů je u všech těchto zástupců velmi 

rychlá. To vedlo autory k vyslovení hypotézy, že rychlá disociace GDP z Gα podjednotky je 

konzervována napříč suchozemskými rostlinami a že je to pro ně znak spojující je se společným 

evolučním předkem. Dalším výstupem z téže práce bylo změření rychlosti hydrolýzy GTP u 

výše uvedených zástupců, vyjma Pinus taeda. Toto měření ukázalo, že jak u huseníčku GPA1 

tak u rýže OsRGA1 dochází k hydrolýze GTP pomalu.  Naproti tomu u játrovky MpGα1 dochází 

k hydrolýze GTP asi 16 x rychleji (MpGα1 Kcat = 0,87 min-1) než u přechozích dvou druhů, 

MpGα1 je tedy schopná se inaktivovat bez pomoci dalších proteinů (jako jsou RGS). Všechna 

tato zjištění vedla autory k závěru, že u všech suchozemských rostlin se vyskytuje „samo-

aktivující“ Gα podjednotka, díky relativně rychlé výměně nukleotidů v porovnání s 

rychlostí hydrolýzy GTP, a že limitujícím a tudíž i kontrolním krokem spuštění signalizace je, 
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oproti živočišnému systému, právě hydrolýza GTP. Na tomto regulačním procesu se u 

některých rostlin podílí protein RGS1 (Johnston et al., 2007; Jones et al., 2011; Urano et al., 

2012b; Urano et al., 2013). 

 

 

Obr. 2.1.: Krystalická struktura rostlinné Gα podjednotky Arabidopsis thaliana (GPA1; 

upraveno podle Urano et al., 2013). 

 

Prvotní fyziologické poznatky o Gα podjednotce izolované z Arabidopsis thaliana 

(GPA1) naznačovaly význam tohoto proteinu v regulaci buněčného dělení a diferenciace 

(Weiss et al., 1993). Pozdější studie pak odhalovaly další možné funkce Gα podjednotky. 

Mutantní rostliny Arabidopsis s chybějícím genem GPA1 vykazují omezené buněčné dělení při 

formování hypokotylu a listů. Naopak zvýšená exprese tohoto genu má za následek ektopické 

dělení buněk zahrnující masivní zvýšení tvorby meristémů (Jones, 2002). U rajčete je Gα 

podjednotka zapojena do aktivace Ca2+ kanálů v plasmatické membráně (Aharon et al., 1998). 

Mutantní rostliny rýže s chybějícím RGA1 vykazují trpasličí vzrůst způsobený zkrácením 

internodií, vytvářejí malá kulatá semena a mají tmavě zelené listy. Tyto projevy vedly k objevu, 

že známý trpasličí rýžový mutant Daikoku d1 má mutaci právě v rga1 genu (Ashikari et al., 

1999; Fujisawa et al., 1999).  
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V článku kde byla porovnávána reakce normálního kultivaru rýže a mutanta Daikoku 

d1 v reakci na giberelin (GA3), byla vyslovena hypotéza, že by G-proteinová signalizace mohla 

být zapojena do signalizační kaskády při nízkých koncentracích GA3, ale při vysokých (více 

než 10-7 M) už nikoli (Fujisawa et al., 2001). Při křížení rýžových mutantů Daikoku d1 a sln 

(štíhá rýže, s mutací v genu kódující protein, který funguje jako negativní regulátor giberelinové 

signalizace) se potvrdilo, že jsou heterotrimerní G-proteiny součástí giberelinové signalizace 

(Fujisawa et al., 2001).  

Během výzkumu, kde se využívalo auxinu pro stimulaci dělení buněk, se ukázalo, že 

buňky kterým chyběla Gα podjednotka, mají dále schopnost se dělit. Z toho vyplývá, že 

odpověď na auxin není spojena pouze s G-proteiny. Ovšem G-proteinově mutantní rostliny mají 

citlivost k auxinu pozměněnou. Je tedy možné, že G-proteiny ovlivňují jinou signální cestu 

modulující citlivost k auxinu (Jones, 2002). 

Dále bylo zjištěno, že různé typy buněk mohou mít odlišné mechanismy reakce na stejný 

hormon (Ullah et al., 2002). Svěrací buňky průduchů u rostlin Arabidopsis mutantních v genu 

gpa1 nejsou citlivé ke kyselině abscisové (ABA), která indukuje zavření kanálů pro vtok 

draselných iontů K+ do svěracích buněk a otevírání průduchů. Klíčící semena stejných mutantů 

jsou však k ABA citlivá stejně jako kontrolní rostliny, ale naopak jsou stokrát méně citlivá ke 

kyselině giberelové (GA3) a zcela necitlivá k brasinosteroidům (Jones, 2002). Naopak semena, 

u kterých došlo ke zvýšené expresi GPA1 jsou milionkrát citlivější ke giberelinům než semena 

kontrolních rostlin, avšak i takto citlivá semena ke klíčení gibereliny potřebují. Z toho se 

vyvozuje, že GPA1 se nepřímo podílí na regulaci klíčení právě ovlivněním citlivosti ke 

giberelinům. Je známo, že brasinosteroidy regulují citlivost ke giberelinům. Semena se 

sníženým množstvím giberelinů, ale ošetřená brasinosteroidy jsou schopna normálně vyklíčit. 

Ukázalo se, že mutantní rostliny v syntéze a odpovědi na brasinosteroidy (bri1-5 a det2-1) mají 

stejně sníženou citlivost ke giberelinům jako rostliny s mutací gpa1. Při pokusech s indukcí 

klíčení semen gpa1 mutantů byly brasinosteroidy naprosto neúčinné při snížené hladině 

giberelinů. U rostlin se stejnou mutací bylo rovněž pozorováno, že schopnost reagovat na 

gibereliny chybí v kořenech a hypokotylu. To poukazuje na to, že přenos signálu 

brasinosteroidů je pravděpodobně spojen s G-proteinovou signalizací v různých bodech 

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

V publikaci, zabývající se vlivem UV-B (0,5 W m-2) záření na zavírání průduchů u listů 

rostlin Arabidospsis bylo zjištěno, že zde Gα podjednotka funguje jako pozitivní regulátor 
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odpovědi svěracích buněk na UV-B záření. Pro pokus byly použity rostliny s mutací v GPA1, 

jedna linie byla s inaktivovaným genem (gpa1) a druhá linie byla naopak s mutací způsobující 

konstitutivní aktivitu Gα podjednotky. Dále byly použity látky, známé z živočišných modelů, 

které ovlivňují aktivitu Gα podjednotky, pertussis toxin (PTX) jako inhibitor Gα a cholera toxin 

(CTX) jako aktivátor Gα. U listů „wild type“ rostlin kultivovaných s PTX bylo zavírání 

průduchů vlivem UV-B záření kompletně inhibováno. Naopak u listů stejných rostlin, 

kultivovaných s CTX, se průduchy zavíraly. U „knock out“ mutantů bylo zavírání průduchů 

vlivem UV-B záření kompletně inhibováno. Naopak varianta se zvýšenou expresí konstitutivně 

aktivní Gα podjednotky měla pod UV-B zářením více sevřené průduchy než kontrolní varianta 

a také oproti kontrole průduchy zavírala rychleji (He et al., 2013). 

V poslední době se z hlediska pochopení fungování komplexu heterotrimerních G-

proteinů stává stále důležitější fakt, že jsou G-proteiny zapojeny do cukerné signalizace v 

buňce. Signální molekulou je pro G-proteiny D-glukóza (Johnston et al., 2007). Podrobněji o 

přenosu cukerného signálu pojednává kapitola 2.5. věnovaná proteinu RGS (regulator of G-

protein signaling), který v tomto procesu hraje zásadní roli. V souvislosti se signální drahou D-

glukózy byl identifikován v kořenových meristémech protein THF1 (thylakoid formation 1), 

jakožto „downstream“ interaktor Gα podjednotky. Protein THF1 je v buňce lokalizován na 

vnější plastidové membráně a dále ve stromatu. K fyzické interakci THF1 a GPA1 dochází 

v místech, kde se vnější plastidová membrána dotýká plasmatické membrány. K detekci fyzické 

interakce byla využita metoda FRET (Förster/Fluorescence resonance energy transfer; Huang 

et al., 2006). Rostliny Arabidopsis s mutací gpa1 jsou nadměrně citlivé na ošetření 6% D-

glukózou, což vede k omezení růstu kořenů i hypokotylu (Johnston et al., 2007; Huang et al., 

2006). Rostliny Arabidopsis s mutací thf1 vykazují rovněž hypersenzitivitu k ošetření 6% D-

glukózou a naopak rostliny se zvýšenou expresí genu THF1 vykazují rychlejší růst kořenů než 

kontrolní rostliny. Bylo také zjištěno, že přítomnost D-glukózy urychluje poločas rozpadu 

proteinu THF1 (Huang et al., 2006). Protein THF1 se společně s GPA1 tedy pravděpodobně 

podílí na přenosu cukerného signálu z extracelulárního prostředí, přes plasmatickou membránu 

směrem do plastidů. 

Gα podjednotka Arabidopsis fyzicky interaguje rovněž s fosfolipázou Dα1 (PLDα1). 

Během experimentů bylo zjištěno, že místo na PLDα1, kde dochází k interakci s Gα 

podjednotkou je tzv. DRY motiv, který je známý jako interakční místo pro Gα podjednotku u 

mnoha živočišných receptorů G-proteinové signalizace (GPCR). Na interakci mezi Gα a 

PLDα1 u Arabidopsis má vliv, zda má Gα navázáno GDP nebo GTP. Nárůst interakce byl 
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naměřen v situaci, kdy byly Gα podjednotky neaktivní, respektive když vázaly GDP. Naopak 

pokles interakce byl naměřen u aktivních Gα podjednotek, vázajících GTP (Zhao & Wang, 

2004). Autoři publikovali článek v době, kdy se ještě nepředpokládala existence „samo-

aktivující“ Gα podjednotky. Předpokládali proto, že Gα interaguje s PLDα1 v klidové formě, a 

že po vazbě ligandu na některý potencionální GPCR a následné aktivaci Gα podjednotky se 

interakce naruší (Zhao & Wang, 2004). Vezmeme-li v úvahu „samo-aktivující“ Gα 

podjednotku, je potřeba částečně změnit příslušnou interpretaci. Aby byla rostlinná Gα 

podjednotka neaktivní (vázající GDP), je zapotřebí některý z GAP (více o tomto problému 

pojednává kapitola 2.5. věnovaná RGS). Dalo by se tedy uvažovat, že PLDα1 by mohla být 

dalším signalizačním elementem, který je inhibován vazbou na neaktivní Gα podjednotku do 

doby její aktivace, kterou spouští právě vazba ligandu na RGS. Obdobným mechanismem by 

se mohla paleta proteinů zapojených do buněčné signalizace spojené s heterotrimerními G-

proteiny značně rozšířit, což by také mohlo vysvětlovat zapojení G-proteinů do odpovědi na 

tak široké spektrum signálů. 

Vzhledem k jediné doposud známé rostlinné Gα podjednotce se některé výzkumné týmy 

zaměřily na existenci XLG (extra-large G-proteins) genů, u Arabidopsis thaliana konkrétně 

XLG1, XLG2 a XLG3, jakožto genů pro další možné Gα podjednotky. Produkty těchto genů 

jsou ve srovnání s typickou Gα podjednotkou (GPA1) více než dvojnásobně větší (XLG1 má 

v primární struktuře 888 AK, XLG2 - 862 AK, XLG3 - 849 AK oproti GPA1, která má jen 383 

AK; Lee & Assmann, 1999; Heo et al., 2012).  Na C- konci těchto XLG proteinů se vyskytuje 

doména vykazující homologii s GPA1. N- koncová doména je přibližně 400 AK dlouhá a 

obsahuje oblasti bohaté na cystein a také jaderný lokalizační signál, díky němuž jsou tyto 

proteiny primárně lokalizovány v jádře (Heo et al., 2012). XLG mají stejně jako GPA1 

schopnost vázat a hydrolyzovat guaninové nukleotidy a dokonce interagují s Gβ podjednotkou 

(Heo et al., 2012; Zhu et al., 2009). Bylo pozorováno, že tyto proteiny ovlivňují morfogenezi 

kořenů. Rostliny Arabidopsis s mutací ve všech třech XLG genech tvoří oproti kontrole delší 

primární kořeny a vykazují při růstu kořenů pozměněnou citlivost v odpovědi na cukry, ABA, 

osmotický stres a etylén (Heo et al., 2012). Strukturním předpokladům ale neodpovídá 

lokalizace a to, že oproti GPA1, která jako kofaktory pro vazbu a hydrolýzu nukleotidů 

preferenčně využívá malé bivalentní kationy hořčíku, využívají XLG velmi malé množství 

kationů vápníku, nicméně je jako kofaktory potřebují. GPA1 je schopna využít také Ca2+, 

ovšem v porovnání s využitím Mg2+ vykazuje sníženou schopnost vazby i hydrolýzy 

nukleotidů. Podle recentních výsledků XLG2 zprostředkovává vazbu proteinu RTV1 (Protein 
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Related to Vernalization 1) na DNA a to specificky do promotorových oblastí genů 

ovlivňujících kvetení, FT (flowering locus T) a SOC1 (Suppressor of Overexpression of 

Constans 1; Urano et al., 2013; Heo et al., 2012).  Ve zkratce se tedy dá předpokládat, že XGL2 

se nepřímo podílí na tvorbě květů.  Přestože se o existenci XLG proteinů a jejich podobnosti s 

Gα ví již řadu let, nejsou tyto proteiny doposud podrobně prozkoumány. Jejich zařazení do 

signálních drah heterotrimerních G-proteinů je proto stále předmětem odborné diskuse. 

 

 

2.2. Podjednotka Gβ 

 

Druhým článkem G-proteinového heterotrimeru je Gβ podjednotka. Stejně jako u Gα 

podjednotky je u většiny druhů cévnatých rostlin (s výjimkou polyploidů) popsán pouze jeden 

gen kódující Gβ podjednotku. Tento gen byl izolován u mnoha druhů cévnatých rostlin, jako je 

kukuřice (ZGB1), Arabidopsis  (AGB1; Weiss et al., 1994), brambor (StGB1 a StGB2; Kang et 

al., 2002), tabák (NtGB1 a NtGB2; Ando et al., 2000). Kódované proteiny těchto rostlin jsou si 

na aminokyselinové úrovni vzájemně velmi podobné. Například Gβ podjednotky kukuřice a 

Arabidopsis vykazují vzájemnou identitu ze 71 %. Velkou míru podobnosti najdeme i při 

srovnání rostlinných a nerostlinných Gβ podjednotek (Weiss et al., 1994). Počet aminokyselin 

v primární struktuře proteinu je variabilní v závislosti na druhu rostliny, přibližně se však 

pohybuje okolo 380 aminokyselin.  

Přestože Gβ podjednotka sama o sobě neobsahuje žádnou hydrofobní část či 

membránovou kotvu, je lokalizována v plazmatické membráně (Obrdlik et al., 2000). 

Zakotvení v membráně je zprostředkováno pevnou vazbou mezi Gβ a Gγ podjednotkami. Gγ 

podjednotka obsahuje prenylovou kotvu, a tak pomocí silné hydrofobní vazby udržuje celý 

heterodimer Gβγ v plazmatické membráně (Peškan & Oelmüller, 2000; Mason & Botella, 2000; 

Obrdlik et al., 2000). Za pevnou vazbu Gβ podjednotky ke Gγ podjednotce a tím i tvorbu 

heterodimeru je na Gβ podjednotce odpovědný N-konec proteinu, kde se nalézá struktura 

stočené spirály (tzv. coiled-coil; Ando et al., 2000). Další významnou oblastí Gβ podjednotky 

je WD40 doména, která obsahuje sedmkrát se opakující WD40 motiv. Tato doména je 

konzervovaná napříč rostlinnými, kvasinkovými i živočišnými Gβ podjednotkami včetně 

lidských (Ando et al., 2000). Číslo ve zkratce WD40 značí průměrný počet aminokyselin 
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v jednom WD40 motivu a písmena W-D značí zbytky tryptofan-asparagové kyseliny, kterými 

často motiv končí (Weiss et al., 1994). WD40 doména je situována na C-konec proteinu a 

obsahuje interakční místo pro Gα podjednotkou (Jones & Assmann, 2004) a efektorové proteiny 

(Chakravorty et al., 2011). Vazebné místo pro efektorové proteiny je v případě inaktivní formy 

- heterotrimeru Gαβγ - kryté Gα podjednotkou s navázaným GDP. Je tedy zřejmé, že Gβ 

podjednotka (ve formě dimeru Gβγ) může interagovat s efektorovými proteiny pouze po 

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

Na základě porovnání interakčních domén Gβ podjednotky Arabidopsis s živočišnými 

Gβ podjednotkami byly vytipovány 4 aminokyseliny, které by mohly ovlivňovat interakci 

s efektorovými proteiny. Byly tedy vytvořeny 4 různé konstrukty, pokaždé se záměnou v jedné 

z vytipovaných aminokyselin a ty byly transformovány do rostlin Arabidopsis s knockout 

mutací pro gen kódující Gβ podjednotku. Poté byly sledovány fenotypy transformovaných 

mutantních rostlin. Z výsledků se ukázalo, že threonin na pozici 65 je důležitý během 

signalizace kontrolující hypersenzitivitu k manitolu během klíčení semen, a že kyselina 

asparagová na pozici 250 hraje roli při tvorbě postranních kořenů. Fakt, že tyto dvě různé 

mutace na Gβ podjednotce vytváří odlišné fenotypové projevy rostlin, dokazuje existenci 

rozdělených signálních cest pro různé odpovědi, na kterých se Gβ podjednotka podílí 

(Chakravorty et al., 2011). 

V mladých vyvíjejících se listech tabáku (Nicotiana tabacum) byla zjištěna zvýšená 

koncentrace proteinu Gβ, koncentrace slábne s postupující úrovní vývoje listu. Signalizace 

vedoucí přes Gβ podjednotku tedy může mít význam při tvorbě nových listů (Peškan & 

Oelmüller, 2000). Ze zjištění, že u rostlin bramboru (Solanum tuberosum) se proteiny Gα a Gβ 

vyskytují v pletivech zakládajících se hlíz, avšak už nikoli u vyvinutých a dormantních hlíz, lze 

usuzovat, že mají tyto proteiny význam v procesu rané tuberizace u bramboru a pokles exprese 

příslušných genů (StGA2 a StGB2) může souviset s přechodem hlíz do dormance (Kang et al., 

2002). 

Podle rozdílných fenotypových projevů v utváření laterálních kořenů u Arabidopsis 

thaliana s mutacemi gpa1 a agb1 je patrné, že Gβ společně s Gγ podjednotkou (ve formě dimeru 

Gβγ) ovlivňují signalizační kaskádu auxinu více než Gα podjednotka (Ullah et al., 2003). 

Aktuálně se předpokládá, že ztrátou Gα podjednotky může vznikat množství volného dimeru 

Gβγ, který dále interaguje s proteinem NDL1 (N-MYC–downregulated-like1). Tento protein se 

podílí na regulaci morfogeneze kořenů v závislosti na lokální hladině auxinů a cukru (Mudgil 
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et al., 2009). Naopak ztrátou Gβ podjednotky je signál oslaben. Rostliny s chybějící Gα 

podjednotkou tvoří méně laterálních kořenů než kontrolní rostliny, naopak rostliny s chybějící 

Gβ podjednotkou tvoří kořenů více. Gβ podjednotka zde tedy funguje jako negativní regulátor 

auxinem navozeného dělení buněk. Je však zjištěno, že v obou případech, jak u rostlin s mutací 

v Gα tak i Gβ, k určité odpovědi na auxin dochází, i když u každé mutace s jinou citlivostí. Je 

tedy zřejmé, že signalizace přes heterotrimerní G-proteiny není u rostlin jedinou výhradní 

signální cestou pro auxin (Ullah et al., 2003). Dále pak agb1 mutanti  vykazují sníženou 

citlivost k brassinosteroidům (BR) při klíčení semen a při inhibici dloužení hypokotylu a kořenů 

(Chen et al., 2004). Podobně vykazují sníženou citlivost k methyl-jasmonátu a naopak 

zvýšenou citlivost ke kyselině abscisové (ABA) při inhibici dloužení kořenů a klíčení semen. 

Rostliny Arabidopsis s mutovaným AGB1 sdílí i některé další fenotypové projevy s gpa1 

mutantními rostlinami jako jsou snížená citlivost k ABA ve svěracích buňkách průduchů a 

snížená citlivost ke giberelinům při klíčení semen (Fan et al., 2008; Pandey et al., 2006; Trusov 

et al., 2006; Ullah et al., 2002). Při hledání mechanismu, kterým Gβ podjednotka ovlivňuje 

signální dráhu brassinosteroidů bylo zjištěno, že Gβ podjednotka interaguje s proteinem BIN2 

(protein-kináza účastnící se signální dráhy BR) ale jeho aktivitu nijak neovlivňuje. Bylo také 

zjištěno, že Gβ podjednotka reguluje signální dráhu brassinosteroidů nezávisle na proteinu 

BZR-1 (klíčový transkripční faktor signální dráhy BR). Fyziologický význam interakce mezi 

Gβ podjednotkou a BIN2 je zatím neznámý (Tsugama et al., 2013). 

Pomocí kvasinkového tří-hybridního systému byl nalezen efektorový protein Gβ 

podjednotky, ARD1 (Acireductone Dioxygenase 1). Tento protein je spolu s Gβ podjednotkou 

zodpovědný za kontrolu délky hypokotylu a otevírání plumulárního háčku během vývoje 

semenáčků Arabidospsis a možná také přispívá k tvorbě etylénu během procesu zajišťujícího 

recyklaci metioninu (methionine salvage pathway). Předpokládá se, že podjednotka Gβ 

stimuluje katalytickou aktivitu ARD1. Oblasti na ARD1, které jsou za stimulaci zodpovědné, 

jsou u homologních proteinů konzervovány napříč rostlinnou i živočišnou říší (Friedman et al., 

2011). 

Při hledání dalších potencionálních interaktorů Gβ podjednotky byl pomocí 

kvasinkového dvou-hybridního systému nalezen protein Plant U-box20 (PUB20 nebo také 

AtCMPG1), který patří do rodiny U-box E3 ubikvitin ligáz (proteiny částečně zodpovědné za 

ubikvitinaci proteinů). Jeho interakce s AGB1 byla ještě potvrzena pomocí metody BiFC 

(Bimolecular Fluorescence Complementation, metoda založená na kompletaci/komplementaci 

částí fluoroforu, které jsou neseny potencionálně interagujícími proteiny. Při interakci proteinů 
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dojde ke kompletaci/komplementaci částí fluoroforu, což zajistí jeho funkčnost). Výsledky 

ukázaly, že k interakci mezi AGB1 a PUB20 dochází jak v jádře, tak v cytoplazmě. Role Gβ 

podjednotky v cytoplazmě je zatím neznámá. Zvažovány jsou dvě hypotézy, zda je PUB20 pro 

AGB1 efektorovým proteinem, nebo zda se PUB20 podílí na degradaci AGB1 a sloužil by tak 

jako regulátor její aktivity (Kobayashi et al., 2012). 

 

 

2.3. Podjednotka Gγ 

 

Třetím a posledním proteinem tvořícím G-proteinový heterotrimer je Gγ podjednotka. Na rozdíl 

od výše popsaných dvou podjednotek, jsou recentně u Arabidospsis popsány 3 geny pro Gγ 

podjednotky (AGG1, AGG2 a AGG3) a u některých dalších rostlinných druhů je Gγ 

podjednotek i více (Thung et al., 2012; Trusov et al., 2012). Gγ podjednotky se trvale váží ke 

Gβ podjednotkám, signálním elementem vážícím se k efektorovým proteinům je tedy, stejně 

jako u živočišných buněk, trvalý heterodimer Gβγ (Urano et al., 2013). Existence více Gγ 

podjednotek umožňuje vznik odlišných komplexů heterotrimerních G-proteinů, a tedy i 

možnost rozdělení jejich signálních drah, kterých se účastní (Temple et Jones, 2007).  

Nejdříve byly popsány AGG1 a AGG2, které jsou svou strukturou podobné živočišným 

Gγ podjednotkám. Jsou relativně malé, ve své primární struktuře obsahují okolo 100 

aminokyselin (98 AK u AGG1 a 100 AK u AGG2). Více než třetinu proteinu v blízkosti jejich 

N-konce zaujímá oblast zajišťující „coiled-coil“ formaci, která je potřebná k pevné vazbě ke 

Gβ podjednotce a tvorbě heterodimeru Gβγ. Na C-konci proteinu se u AGG1 a AGG2 nachází 

takzvaný CaaX motiv (C je cystein, A alifatická aminokyselina, X jakákoli jiná aminokyselina), 

který je signálem pro posttranslační  prenylaci. Tato modifikace je zodpovědná za hydrofobní 

interakci s plazmatickou membránou, což vede k ukotvení proteinu, a tedy i celého 

heterodimeru Gβγ do plazmatické membrány (Mason & Botella, 2000; Mason & Botella, 

2001). Později byla u Arabidopsis objevena třetí Gγ podjednotka AGG3, která se od 

předchozích dvou liší jak sekvenčně tak především svou více než dvojnásobnou velikostí (251 

AK). Na N-konci je podobná AGG1 a AGG2, uprostřed má potencionální transmembránový 

helix a na C-konci má oblast bohatou na cystein (Chakravorty et al., 2011; Urano et al., 2013). 
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Při porovnání C-konců Gγ podjednotek u více rostlinných druhů byly popsány tři typy, 

do kterých se dají rostlinné Gγ podjednotky zařadit. Schematické znázornění těchto typů je na 

obrázku 2.2. Typ A je tvořen malými proteiny (průměrně okolo 100 AK), které obsahují na C- 

konci CaaX motiv. Tento typ je podobný všem eukaryotickým Gγ podjednotkám, a proto by 

mohl být jakýmsi archetypem heterotrimerních Gγ podjednotek. Typ A se vyskytuje jak u 

krytosemenných tak u nahosemenných rostlin. Proteiny AGG1 a AGG2 spadají právě do tohoto 

typu. Typ B je celkově velmi podobný typu A, ale postrádá CaaX motiv. Protože ani neobsahuje 

na C-konci žádné cysteiny, předpokládá se, že není ani prenylován. Tento typ je zastoupen 

pouze u krytosemenných rostlin. U Arabidopsis se tento typ nevyskytuje, a není identifikován 

ani u dalších studovaných zástupců čeledi brukvovitých (Brassicaceae) jako je řepka (Brassica) 

a ředkev (Raphanus). Identifikován byl ovšem u Papáji obecné (Carica papaya), která patří do 

stejného řádu brukvotvarých (Brassicales), což by naznačovalo, že gen pro Gγ podjednotku 

typu B mohl ztratit předek brukvovitých (Brassicaceae; Trusov et al., 2012). Posledním typem 

je typ C. Gγ podjednotky tohoto typu jsou ve své centrální části podobné typům A i B, ale mají 

prodlouženou C-koncovou oblast (~70-350 AK), která je extrémně bohatá na cysteinové 

zbytky. Asi polovina studovaných Gγ podjednotek typu C obsahuje CaaX motiv (sem autoři 

řadí třetí Gγ podjednotku Arabidopsis, AGG3) a polovina jej neobsahuje. Dále je u typu C 

zachovaná oblast interakce s Gβ podjednotkou. Tato oblast je konzervována i u živočišných Gγ 

podjednotek (Trusov et al., 2012).  

 

 

Obr. 2.2.: Schematické znázornění tří typů rostlinných Gγ podjednotek (upraveno podle Trusov 

et al., 2012). 
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Z výše popsaných tří typů Gγ podjednotek vyvstává otázka, jaká je lokalizace 

podjednotek typu B a přibližně poloviny podjednotek typu C, když postrádají CaaX motiv. Gγ 

podjednotka rýže RGG2, která patří do typu B, byla lokalizována v plazmatické membráně 

(Kato et al., 2004). Stejně tak byla v plazmatické membráně lokalizována Gγ podjednotka typu 

B u sóji (Choudhury et al., 2011). Tyto výsledky ukazují, že Gγ podjednotky postrádající CaaX 

motiv jsou vázány do plazmatické membrány (a zajišťují tak i lokalizaci celého Gβγ 

heterodimeru) jinak než pomocí prenylace CaaX motivu. Pravděpodobným způsobem ukotvení 

Gγ podjednotek bez CaaX motivu v plazmatické membráně se zabývá diskuze v článku Trusov 

et al., 2012. Důležitým diskutovaným faktem je, že sekvence proteinů sice na C-konci 

neobsahují CaaX motiv, nicméně obsahují v nadměrném zastoupení kladně nabité 

aminokyseliny (arginin a lysin), v kombinaci s aromatickými zbytky (tryptofanem a 

fenylalaninem) a vysoce hydrofobními zbytky (izoleucinem a leucinem). Tato kombinace u 

mnoha jiných membránových proteinů tvoří na C-konci amfipatický α-helix, který kotví protein 

do plazmatické membrány. Předpokládá se, že by Gγ podjednotky typu B a část typu C mohly 

být zakotveny v plazmatické membráně stejným principem (Trusov et al., 2012). Jiný tým, 

který se zabýval vlivem předpokládaných CaaX motivů a amfipatické části na lokalizaci 

proteinu AGG3, publikoval, že ztrátou prvního předpokládaného CaaX motivu (130-141 AK) 

nebo předpokládané transmembránové části (108-125 AK) je lokalizace proteinu narušena, ale 

že protein neztrácí zcela schopnost vazby na plazmatickou membránu. Ztrátou druhého 

předpokládaného CaaX motivu (192-251 AK) nebyla lokalizace proteinu narušena vůbec. 

Autoři se domnívají, že na buněčné lokalizaci proteinu AGG3 se tedy mohou transmembránová 

oblast a CaaX motivy podílet společně (Li et al., 2012). 

Ze studia expresních profilů AGG1 a AGG2 bylo zjištěno, že exprese každého z těchto 

proteinů je orgánově specifická, bez vzájemného překryvu. Nicméně celková exprese obou 

genů se překrývá s expresí genu pro Gβ podjednotku (Temple et Jones, 2007). Exprese AGG1 

byla zjištěna v kořeni v oblasti středního válce, kdežto exprese AGG2 v oblasti primární kůry 

(cortexu) a epidermis (Trusov et al., 2007). Fenotypové projevy rostlin Arabidopsis mutantních 

ve všech třech svých Gγ podjednotkách (agg1, agg2, agg3) pokrývají všechny známé 

fenotypové projevy rostlin mutantních v Gβ podjednotce (agb1; kapitola 2.2.). To dokazuje, že 

všechny Gγ podjednotky, kterými Arabidopsis thaliana disponuje, jsou již identifikovány 

(Thung et al., 2012).  
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2. 4. Receptory vázané na G-proteiny (GPCR) 

 

Pro přijímání signálů z extracelulárního prostředí je u živočišných buněk popsané velké 

množství (u člověka okolo 850) specifických receptorů spřažených s G-proteiny (GPCR; G-

Protein Coupled Receptors). Tyto receptory po vazbě nejrůznějších ligandů z extracelulárního 

prostředí asociují s Gα podjednotkou a katalyzují zde výměnu nukleotidů (GEF aktivita), čímž 

spouštějí G-proteinovou signální dráhu (Urano & Jones, 2013). 

U rostlin je zejména vzhledem k přítomnosti „samoaktivující“ Gα podjednotky vedena 

okolo existence GPCR široká diskuze s nejednotnými názory a závěry (Johnston et al., 2007; 

Urano et al., 2012b; Urano & Jones, 2013; Taddese et al., 2013). Jako kandidátní proteiny pro 

roli potencionálních rostlinných GPCR jsou některými autory uváděny například MLO proteiny 

(Mildew resistance Locus O), zapojené do regulace obrany proti plísňovému napadení u 

ječmene a tigmotropismu (pohyb vlivem dotyku) kořenů (Chen et al., 2009; Kim et al., 2002). 

Dále GTG proteiny (GPCR-Type G-protein) sloužící k percepci ABA (Pandey et al., 2009). A 

některé další proteiny (CAND; TOM1; HHP). U žádného z výše uvedených proteinů ovšem 

není dokázáno, že by ovlivňoval aktivitu Gα podjednotky a tedy ani signální dráhu 

heterotrimerních G-proteinů (Urano & Jones, 2013).  

Nejvíce diskutovanými kandidátními GPCR u rostlin jsou proteiny GCR1 a GCR2. 

GCR1 je u rostlinných buněk schopen regulovat hormonální signalizaci, ovšem i jinak než jen 

přes heterotrimerní G-proteiny, a vykazuje slabou homologii s proteinem cAR1 (receptor 

cyklického adenosinmonofosfátu (cAMP) u hlenky Dictyostelium discoideum). Recentně je 

GCR1 diskutován, zda by nemohl být jediným proteinem opravdu podobným GPCR (Chen et 

al., 2004; Plakidou et al., 1998; Taddese et al., 2013; Urano & Jones, 2013). GCR2 byl původně 

popsán jako receptor pro ABA, poté byla ovšem jeho role jakožto GPCR zpochybněna (Liu et 

al., 2007; Johnston et al., 2007; Urano & Jones, 2013). 

Diskuze ohledně zařazení kandidátních proteinů mezi GPCR vznikají zejména na 

základě nejednotného názoru na to, co se považuje za typické znaky pro GPCR. Podle některých 

autorů by měly GPCR splňovat jak strukturní předpoklad, což je sedm transmembránových 

smyček (7TM), tak i vykazovat GEF aktivitu pro Gα podjednotku heterotrimerních G-proteinů. 

Žádný z výše uvedených kandidátních GPCR ovšem nesplňuje oba tyto předpoklady (Urano & 

Jones, 2013). Nicméně vzhledem k „samoaktivační povaze“ rostlinné Gα podjednotky není 

GEF aktivita u GPCR potřebná, a tak zůstává otevřené, které proteiny lze považovat za GPCR 
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a které nikoli. Rostlinné GPCR by totiž mohli G-proteinovou signalizaci ovlivňovat jinak než 

skrze GEF aktivitu (Johnston et al., 2007; Taddese et al., 2013; Urano et al., 2013; Urano & 

Jones, 2013). Například by mohly fungovat jako receptory, které po navázání ligandu aktivují 

určité kinázy, které by měli vliv na fosforylaci regulátor G-proteinové signalizace (RGS; 

kapitola 2.5.). 

 

 

2.5. Regulátor G-proteinové signalizace AtRGS1 / NtRGS1 

 

Regulátory G-proteinové signalizace (RGS) jsou obecně proteiny urychlující hydrolýzu GTP 

navázaného na aktivní formě Gα podjednotky, fungují tedy jako GAP (GTPase-activating 

protein), a významně tak ovlivňují aktivitu signální dráhy heterotrimerními G-proteiny. U 

Arabidopsis a později i u dalších rostlin byl nalezen zvláštní typ regulátoru (AtRGS1) mající 

specifickou chimérickou povahu. Jeho C-terminální část obsahuje RGS box a vykazuje celkově 

značnou sekvenční, strukturní i biochemickou podobnost s živočišnými RGS. Ovšem zatímco 

živočišné RGS jsou volné cytosolické proteiny, rostlinný AtRGS1 nese na N-terminálním konci 

heptahelikální doménu, která jej kotví v plazmatické membráně a strukturně tak připomíná 

živočišné GPCR (Chen et al., 2003). Díky své chimérické povaze se protein AtRGS1 stal 

středem intenzivního výzkumu.  

Již dříve byly charakterizovány v rámci proteinu RGS1 dvě výše zmíněné domény. 

Mimo tyto dvě domény se však protein skládá ještě z dalších úseků, které ještě v době zadání 

této diplomové práce neměly objasněnou funkci. Nejprve se zdálo, že by se mohlo jednat pouze 

o určité spojky mezi dvěma hlavními doménami, nicméně analýza dostupných údajů z EST 

databází ukázala, že jsou tyto úseky na aminokyselinové úrovni u dvouděložných rostlin vysoce 

konzervované. Dalo se tedy předpokládat, že tyto konzervované úseky zastávají určité, doposud 

nepopsané, funkce. Odhalení funkce „spojky“ mezi doménami (ekvivalent úseku 251-283 AK 

na obrázku 2.3.) bylo jedním z bodů, na které byla tato experimentální diplomová práce 

zaměřena. Zcela aktuálně však byly v této problematice publikovány velmi detailní výsledky 

ve článku Hu et al., 2013. 

Protein AtRGS1 se skládá ze 459 AK, přičemž prvních 13 N-terminálních AK směřuje 

do extracelulárního prostředí a obsahuje 2 cysteiny (na pozici C5 a C11), které spolu tvoří 



29 
 

disulfidický můstek důležitý pro správné sbalení proteinu a pro export celého proteinu 

z endoplazmatického retikula (ER; Hu et al., 2013). Aminokyseliny 14-250 tvoří již zmíněnou 

heptahelikální transmembránovou doménu (7TM). Dále protein obsahuje u rostlin dobře 

konzervovaný úsek (251-283 AK) nesoucí signál pro export z ER (pravděpodobně je za to 

zodpovědný arginin na pozici 283). Vlastní regulační doména situovaná do cytosolu, takzvaný 

RGS box, zaujímá oblast 284-413 AK a krom své regulační schopnosti popsané níže obsahuje 

tyrozin na pozici 344, který má být důležitý pro export z trans Golgiho aparátu (TGN; Hu et 

al., 2013). Poslední C-terminální úsek (414-459 AK) nese místo, které může být fosforylováno 

pomocí příslušných kináz (Urano et al., 2012a). Pro lepší přehlednost slouží přiložená obrazová 

příloha číslo 2.3. 

 

 

 

Obr. 2.3.: Topologické schéma proteinu AtRGS1 s barevně rozlišenými úseky podle odlišný 

funkcí popsaných v textu. Čarami je zjednodušeně naznačeno kde se jednotlivé části proteinu 

nacházejí v rámci buňky. 

 

Fyziologický význam AtRGS1 byl předpovězen na základě experimentálního ošetření atrgs1 

mutantních semenáčků Arabidopsis thaliana glukózou. Kontrolní rostliny po aplikaci 6% 

glukózy přestávají růst s přibližně 50% frekvencí. Mutantní rostliny atrgs1 jsou však k 

takovému ošetření tolerantní. Rostliny Arabidopsis s mutantní Gα podjednotkou jsou naopak k 

danému ošetření hypersenzitivní. To odpovídá představě, že oba proteiny jsou začleněny do 

stejné signální dráhy. V souladu s tím se rostliny se zvýšenou expresí AtRGS1 stávají ke glukóze 

hypersenzitivní a rostliny nesoucí mutaci v obou genech jsou rovněž hypersenzitivní (Johnston 

et al., 2007). Jasně a reprodukovatelně pracující systém „glukózových testů“ byl použit pro 

vyřešení otázky výše popsané duální povahy AtRGS1. V rostlinách s nefunkčním AtRGS1 byla 

mutace komplementována jak přirozeným AtRGS1, tak modifikovaným AtRGS1 (E320K), 

který má narušenou GAP aktivitu. Zatímco rostliny s uměle navýšenou expresí přirozeného 

AtRGS1 se staly hypersenzitivní vůči glukóze, rostliny komplementované modifikovaným 
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proteinem AtRGS1 (E320K) měly signální dráhu stále narušenou. Ukázalo se tedy, že AtRGS1 

funguje jako GAP citlivý na glukózu. Jak biochemický, tak fenotypový obraz mutantů G-

proteinové signalizace naznačuje, že Gα a AtRGS1 pracují do jisté míry jako vzájemní 

antagonisté a jejich výsledná stechiometrie v membráně se podílí na regulaci řady procesů jako 

je buněčné dělení, elongace buněk a dalších v závislosti na okolních signálech, především 

cukrech a auxinech. Na základě těchto výsledků a některých dalších nepřímých důkazů byl 

učiněn závěr, že protein AtRGS1 slouží jako receptor D-glukózy (Chen et al., 2006; Grigston 

et al., 2008; Urano et al., 2012a). 

Paralelní výzkum Gα podjednotky přinesl vysvětlení, proč by měl mít rostlinný receptor 

RGS podjednotku, která G-proteinovou signalizaci jinak inhibuje. Jestliže se Gα samo-aktivuje 

a kontrolním krokem G-proteinové signalizace u rostlin je GAP aktivita, pak by měl mít protein 

spouštějící tuto signalizaci jak receptorovou část přijímající ligand, tak regulátorovou doménu, 

která kontroluje signalizační cyklus G-proteinového heterotrimeru. Oproti živočišným 

receptorům tak rostlinný receptor-regulátor AtRGS1 figuruje jako inhibitor a signalizace je 

spouštěna inhibicí inhibitoru v důsledku vazby ligandu, což potvrzují výsledky získané při 

studiu percepce D-glukózy (dále jen glukóza) proteinem AtRGS1 (Urano et al., 2012a; Urano 

et al., 2013). Po aplikaci glukózy se AtRGS1 uvolní od G-proteinového heterotrimeru a je 

internalizován ve váčcích, čímž přestává inhibovat signalizaci heterotrimerními G-proteiny. 

Navíc se ukázalo, jak už je zmíněno výše, že C-terminální peptid proteinu AtRGS1 nese 

vazebné místo pro specifické kinázy (zatím je potvrzená AtWNK8 a uvažuje se i AtWNK10), 

které jej mohou podobně jako u živočichů „označit“ k internalizaci, a tím protein 

desenzibilizovat (Urano et al., 2012a). Takto popsaný model signalizace heterotrimerními G-

proteiny byl sestaven v posledních dvou letech a je zatím bez výhrad přijímán, jelikož nejlépe 

vysvětluje všechna dosud neobjasněná specifika této signalizace u rostlin. Osud molekul 

proteinu AtRGS1 po internalizaci z membrány není znám.  

Zatímco percepce glukózy pomocí AtRGS1 byla na biochemické i buněčné úrovni 

poměrně dobře charakterizována, studium mutantních rostlin Arabidopsis a rýže naznačuje 

význam heterotrimerních G-proteinů v řadě dalších signálních drah (auxiny, gibereliny, ABA, 

modré světlo, reakce na patogeny, atd.) jak už je popsáno v předchozích kapitolách. Je těžko 

představitelné, že by málo diverzifikovaný systém heterotrimerních G-proteinů u rostlin mohl 

sám o sobě zprostředkovat tolik signálů. Spíše se tedy zdá, že heterotrimerní G-proteiny fungují 

jako určitý signalizační uzel. A právě mechanismus internalizace AtRGS1 indukované 

fosforylací otevírá možnost vysvětlení širší působnosti heterotrimerních G-proteinů v 
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rostlinách. Percepce glukózy pomocí proteinu AtRGS1 by mohla fungovat jako určitý kontrolní 

bod energetické bilance buňky a ovlivňovat tak dynamiku odpovědi na výše zmíněné signály, 

které vedou k fosforylaci C-terminálního peptidu AtRGS1. Aktuálně diskutovanými 

„upstream“ interaktory, které by takové propojení s AtRGS1 mohly zajišťovat, jsou RLKs 

(Receptor like kinases). Těchto proteinů je u Arabidopsis známo přes 600 a mají dvě důležité 

vlastnosti. Zaprvé fungují jako receptory a zadruhé jsou schopné fosforylovat jiné proteiny 

(Shiu et al., 2004). Ovšem žádné důkazy o interakci RLKs s AtRGS1 zatím nebyly 

publikovány. Uvažuje se i to, že by RLKs mohly zastupovat funkci GPCR, ale zatím není žádný 

důkaz o tom, jak by mohly RLKs aktivovat G-proteiny (Klopffleisch et al., 2011; Liu et al., 

2013; Urano et al., 2013). Mohlo by se tak dít právě přes interakci s AtRGS1. Z dosavadních 

výsledků se zdá, že mutantní rostliny, popřípadě transgenní materiál, se zvýšenou expresí genu 

pro Gα nebo AtRGS1 vykazují změněnou citlivost k růstovým regulátorům, což vede ke 

změnám v proliferaci a diferenciaci buněk v rámci některých rostlinných pletiv. Bylo 

dokumentováno, že mutace gpa1 (Gα) omezuje buněčné dělení ve stonku etiolovaných 

semenáčků Arabidopsis a rovněž v listové čepeli juvenilních rostlin, které se tak stávají menší 

a okrouhlejší (Ullah et al., 2003, Urano et al., 2013). Mutace atrgs1 měla v případě listové 

čepele přesně opačný fenotyp. (Urano et al., 2013). Mutantní fenotypy atrgs1 rovněž vykazují 

zvýšení elongace buněk hypokotylů, změny v dělení a dloužení buněk primárních kořenů (Chen 

et al., 2003).  

Nejaktuálnější výsledky z ještě nevydaného článku (Chen et al., 2014), který se zabývá 

degradací proteinu RGS1, naznačují, že se na degradaci proteinu RGS1 podílí autofagie. Autoři 

během experimentů, kdy porovnávali autofagický tok u buněk hypokotylu semenáčků 

Arabidopsis kultivovaných na tekutých médiích s obsahem sacharózy a bez ní naměřili, že po 

hladovění buněk, tedy po dočasné kultivaci na médiu bez obsahu sacharózy, byl autofagický 

tok přibližně 10krát silnější, než u kontrolních variant kultivovaných na médiu s přítomností 

sacharózy. Do dvou hodin po přidání glukózy do média s hladovějícími buňkami se autofagický 

tok vrátil na svou původní úroveň. Pro detekci autofagozómů byl jako marker využit protein 

podílející se na tvorbě autofagozómů ATG8a fúzovaný s GFP. Pro ujištění, že jsou popsané 

procesy v pokusech spojeny s autofagií byl také použit inhibitor 26S Proteazomu MG-115, u 

kterého se ví, že zvyšuje autofagii a inhibitor proteosyntézy cykloheximid, který naopak 

autofagii částečně inhibuje. Při dalším měření zjistili, že po dvouhodinovém hladovění buněk 

na médiu bez sacharózy se hladina proteinu RGS1 snížila, zatímco autofagický tok se stejně 

jako v předchozím případě zvýšil. Tento proces nastal i v případě kdy byl použit inhibitor 
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proteazomu MG-115, což naznačuje, že RGS1 není degradován proteazomem, ale pomocí 

autofagie. Dále byly pomocí BiFC testovány vybrané klíčové proteiny pro formování 

autofagozómů zda fyzicky interagují s proteinem RGS1. Interakci s RGS1 naměřili u proteinů 

ATG5, ATG6 a ATG7. Každý z těchto proteinů je součástí jiného proteinového komplexu, 

avšak všechny jsou důležité pro správné fungování autofagie (Chen et al., 2014). 

 Protože je pro tento typ „hladovějících“ experimentů vhodné moci snadno a přímo 

ošetřit buňky bez fyziologického pozadí celého komplexního organismu, byly do experimentů 

zahrnuty také buněčné linie tabáku BY-2, které takové ošetření buněk živinami, v tomto případě 

sacharózou a glukózou, dovolují. Jako indikátor autofagické činnosti bylo použito barvivo LTR 

(Lyso Tracker Red). U buněk BY-2 exprimujících NtRGS1 fúzovaný s GFP byl po vyhladovění 

buněk (klutivace v médiu bez sacharózy) pozorován nárůst váčků jak se signálem GFP, tak 

obarvených LTR a u mnohých se signál překrýval. U buněk, které nebyly vystaveny hladovění, 

byla kolokalizace signálů přibližně u 35 % váčků, zatímco u vyhladovělých buněk se 

kolokalizace signálů zaznamenala asi u 70 % váčků. Autoři se tedy domnívají, že u buněk 

vystavených hladovění je protein RGS1 směřován do autofagozómu (Chen et al., 2014).  

Vzhledem k tomu, že regulátory G-proteinové signalizace u rostlin pravděpodobně hrají 

zásadní roli ve spouštění celé signalizační kaskády heterotrimerními G-proteiny, je pochopení 

funkce RGS a jejich životního cyklu zásadní pro pochopení signalizační mašinérie, která 

zprostředkovává tak velké množství signálů. Je zřejmé, že ve výzkumu bylo již uděláno mnoho 

práce a mnohá fakta již byla odhalena. Ucelené pochopení zasazené do funkčních kontextů, 

popřípadě aplikací však vyžaduje ještě mnoho experimentální práce. 
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3. Metodika 

 

3.1. Použitý biologický materiál 

 

3.1.1. Escherichia coli kmen DH5α 

Kmen bakterií Escherichia coli kmen DH5α byl využit pro klonování plazmidů. Podrobnosti 

jsou popsány v laboratorním manuálu Sambrook et al., (1989) 

 

3.1.2. Agrobacterium tumefaciens kmen C58C1  

Bakterie Agrobacterium tumefaciens kmen C58C1 byl využito ke zprostředkování 

transformace tabákové buněčné linie BY-2. Tento kmen obsahuje plazmid pGV2260 s vir geny, 

jejichž produkty umožňují přenos T-DNA (Deblaere et al., 1985). 

  

3.1.3. Buněčná linie BY-2 (Nicotiana tabacum L., cv. ‚Bright Yellow‘)  

Tato buněčná linie tabáku byla využita jako cílový pokusný modelový organismus. Původně 

vyla odvozena pro průmyslové využití, po bližší charakterizaci však našla uplatnění jako 

experimentální modelový organismus. Výchozím materiálem pro získání linie byly semenáčky 

kultivaru Nicotiana tabacum cv. ‚Bright Yellow‘ (podrobnosti o linii jsou popsány v práci 

Nagata et al., 1992). 

 

3.1.4. Plazmidy 

Jako vektory pro zmnožení a vnášení požadovaných úseků DNA byly použity níže uvedené 

plazmidy. 

 

3.1.4.1. pDrive 

Tento plazmid byl použit pro vkládání a zmnožení požadovaných produktů PCR. Nese úseky 

pro kanamycinovou a ampicilinovou rezistenci u bakterií a je součástí kitu (obr. 3.1.; QIAGEN 

PCR Cloning Kit) pro TA-klonování PCR fragmentů. TA klonování je metoda založená na 

vlastnosti některých DNA polymeráz, které přidávají na 3´ konec syntetizovaného vlákna 

jedno-nukleotidový přesah adenosinu. Tím vznikne kohezivní místo vhodné pro zaligování do 

upraveného klonovacího vektoru. 

 



34 
 

3.1.4.2. pGreen verze 0029 GFP STOP 

Tento binární vektor byl použit pro vkládání zmnožených úseků DNA do translační fúze s GFP 

a následnou transformaci buněk tabákové buněčné linie BY-2. Byl odvozen dr. Fischerem a dr. 

Belinvia na školícím pracovišti od pGreenI 0029 (obr. 3.1.; Hellens et al., 2000). Nese oblast 

T-DNA, která je přenášena do rostlinných buněk. Do této oblasti se vkládá požadovaný 

fragment DNA pod promotor 35S (CaMV) zajišťující jeho konstitutivní expresi. Součástí T-

DNA je úsek pro kanamycinovou rezistenci, umožňující selekci transformovaných rostlinných 

buněk, a gen pro E-GFP pro tvorbu fúzních konstruktů následovaný terminátorem transkripce 

nopalinsyntázového genu agrobaktéria.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3.1.: Schematické znázornění vektoru pDrive a původní verze vektoru pGreen 0029 

(schémata vytvořil a laskavě poskytl kolega Mgr. Vojtěch Čermák). 
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3.2. Kultivace biologického materiálu 

 

3.2.1. Kultivace Escherichia coli 

 

Bakterie byly kultivovány aerobně při teplotě 37 °C nejčastěji přes noc (18-20 hodin). Pro 

izolaci jednotlivých kolonií bylo využíváno pevné LB médium (tabulka 3.1.) nalité 

v plastových Petriho miskách (plotnách) o průměru 9 cm. Pro zmnožení plazmidu a jeho 

následnou izolaci byly bakterie kultivovány v tekutém LB médiu o objemu 3 ml ve skleněných 

zkumavkách s bakteriologickou zátkou za stálého třepání (frekvence 180 rpm ve vyhřívané 

třepačce Ceromat® H, Biotech International). Pro selekci transformovaných bakterií a pro 

kultivaci již transformovaných klonů byl do média přidáván kanamycin v množství 50 mg/l a 

to vždy až po sterilizaci média autoklávováním a jeho zchladnutí na přibližně 50 °C, aby se 

zamezilo tepelné degradaci antibiotika. Krátkodobé skladování požadovaných klonů bakterií 

bylo prováděno na plotnách s pevným LB médiem při teplotách blízkých 5 °C. Dlouhodobé 

skladování bylo zajištěno pomocí glycerolových konzerv (800 µl bakteriální suspenze bylo v 

mikrozkumavce promícháno s 200 µl sterilního 50% glycerolu a urychleně se zamrazilo 

v tekutém dusíku). Konzervy byly uchovávány v teplotách blízkých -80 °C. 

 

Tabulka 3.1. Složení LB média pro kultivaci bakterií 

 

látka množství na 1 l média 

pepton 10 g 

kvasinkový extrakt 5 g 

NaCl 10 g 

agar (u pevného média) 17 g 

dH2O do 1 l 

 

* sterilizováno autoklávováním, skladováno při laboratorní teplotě 
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3.2.2. Kultivace Agrobacterium tumefaciens 

 

Bakterie byly kultivovány aerobně při teplotě 28 °C. Pro účely transformace rostlinných buněk 

byly kultivovány ve formě suspenze, nejčastěji přes noc (18-20 hodin), v 10 ml tekutého YEB 

média (tabulka 3.2.) ve 100ml Erlenmeyerových baňkách za stálého třepání (frekvence 

přibližně 180 rpm ve vyhřívané třepačce Ceromat® H, Biotech International). Běžná kultivace 

probíhala na plotnách o průměru 9 cm s pevným LB médiem (tabulka 3.1.) zpravidla 3 dny. Do 

médií byl vždy po jejich sterilizaci a zchladnutí přibližně na 50 °C přidán rifampicin v množství 

100mg/l (zásobní roztok 10 mg rifampicinu na 1 ml metanolu). Krátkodobé i dlouhodobé 

skladování probíhalo obdobně jako u E. coli (kapitola 3.2.1.). Bakteriální konzervy byly 

připravovány shodným způsobem (kapitola 3.2.1.). 

 

Tabulka 3.2. Složení YEB média pro kultivaci Agrobacterium tumefaciens 

 

 látka množství na 1 l média 

Složka A 

 

pepton 10 g 

kvasinkový extrakt 1 g 

sacharóza 5 g 

dH2O do 900 ml 

Složka B MgSO4 0,5 g 

dH2O do 100 ml 

 

* Složka A a složka B byly připraveny a vysterilizovány autoklávováním samostatně, aby 

nevznikala sraženina. Smíchání obou složek bylo provedeno až těsně před použitím média. 

* skladováno při laboratorní teplotě 
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3.2.3. Kultivace buněčné linie tabáku BY-2 

 

Buněčná linie tabáku byla kultivována vždy ve tmě při teplotě 26 °C dvěma způsoby. Buďto ve 

formě kalusu na pevném upraveném MS médiu (Murashige et Skoog, 1962; tabulka 3.3.) 

v plastových Petriho miskách o průměru 6 cm, které byly pro lepší zachování sterility a vlhkosti 

uvnitř  kultivačních misek ještě zavírány do velkých skleněných misek o průměru 19 cm a okraj 

byl ze 2/3 přetažen parafilmem. Nebo ve formě suspenze ve 30 ml tekutého upraveného MS 

média (tabulka 3.3.) ve 100ml Erlenmeyerových baňkách za stálého třepání na orbitálních 

třepačkách  IKA  KS501 (frekvence přibližně 110 rpm). Subkultivace byla u kalusů prováděna 

cca každé 3-4 týdny přenesením části kalusu na novou plotnu s čerstvým médiem. Subkultivace 

suspenzí byla prováděna každých 7 dní přenesením 1 ml buněčné suspenze do nové baňky 

s čerstvým médiem. Suspenzní kultury byly odvozovány přenesením části kalusu (průměr cca 

1- 1,5cm) do tekutého média a následně kultivovány, jak je popsáno výše. 

 

Tabulka 3.3. Složení upraveného MS média pro kultivaci buněčných linií BY-2 

 

látka množství na 1 l média 

MS soli, komerční směs (Sigma-Aldrich)* 4,33 g 

vitamin B1 (thyamin-hydrochlorid) 

zásobní roztok 10 mg/ml 

0,001 g 

(100 µl zásobního roztoku) 

2,4-D (rozpuštěn v teplé dH2O a 1 M NaOH) 

(zásobní roztok 2 mg/ml) 

0,0002 g 

(100 µl zásobního roztoku) 

KH2PO4 0,2 g 

myo-inositol 0,1 g 

sacharóza 30 g 

agar (jen v případě pevného média) 8g 

dH2O do 1 l 

 

* přesné složení MS solí viz katalog Sigma (modifikováno oproti Murashige et Skoog, 1962) 

* pH média bylo vždy před klávováním upraveno na 5,8 přidáváním 1 M KOH 

* sterilizováno autoklávováním, skladováno při laboratorní teplotě 
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3.3. Transformace biologického materiálu 

 

3.3.1. Příprava kompetentních buněk bakterií pro elektroporaci (základní text platí pro 

E. coli, v závorkách jsou uvedeny rozdíly pro A. tumefaciens) 

 

Ze zásobní bakteriální konzervy z předešlé přípravy kompetentních bakterií byly 

„rozčárkováním“ na plotnu o průměru 9 cm s pevným LB médiem (tabulka 3.1.) kultivací 

(kapitola 3.2.1. respektive 3.2.2.) přes noc (3 dny u AT) získány jednotlivé kolonie. Náhodně 

vybraná kolonie byla bakteriálním očkem přenesena do 50 ml (do 10 ml s rifampicinem u AT) 

tekutého LB média ve 100ml Erlenmeyerově baňce a následně aerobně kultivována ve 37 °C 

(28 °C u AT) za stálého třepání (frekvence 180 rpm) přes noc (přibližně 20 hodin u AT). 

Následující den bylo z narostlé suspenze přeneseno 10 ml do 2l Erlenmeyerovy baňky s 400 ml 

tekutého LB média, které bylo předem temperováno na 37 °C (na 28 °C pro AT). Bakterie byly 

dále kultivovány za stejných podmínek (teplota 37 °C, resp. 28 °C pro AT, třepání, aerobně) 

dokud optická denzita nedosáhla hodnoty 0,4 při λ=600 nm (0,6 při λ=560 nm pro AT) při délce 

kyvety 1 cm. Poté co suspenze dosáhla požadované optické denzity, byla 2l baňka se suspenzí 

za stálého třepání chlazena přibližně 20 minut v ledové lázni (zabořením do nádoby s ledem). 

Další práce byla prováděna se snahou udržet teplotu bakterií co nejbližší 0 °C. Po ochlazení 

byla suspenze rozdělena do osmi sterilních centrifugačních kyvet (50ml typ Falkon) a sklizena 

centrifugací (10 minut na 1500g při 4 °C) v předem vychlazené centrifuze (Universal 32 R 

Hettich). Supernatant byl odlit a sediment byl v každé kyvetě šetrně resuspendován ve 34 ml 

předem vychlazené sterilní destilované vody a opět centrifugován za stejných podmínek. Po 

centrifugaci byl supernatant opět odlit a sediment byl šetrně resuspendován tentokrát jen v 17 

ml vychlazené vody. Po tomto kroku byly vždy 2 kyvety slity k sobě, čímž se počet kyvet 

zredukoval na čtyři. Následovala opět centrifugace, odstranění supernatantu a sediment byl 

v každé kyvetě šetrně resuspendován vždy ve 2,5 ml GYT média (viz, tabulka 3.4.; v 10% 

glycerolu pro AT). Po tomto kroku byly opět vždy 2 kyvety slity k sobě (počet kyvet 

zredukován na 2). Po centrifugaci byl odlit supernatant a sediment v jedné kyvetě byl šetrně 

resuspendován v 1 ml GYT média (10% glycerolu pro AT) a poté byl přenesen do druhé kyvety, 

kde byl resuspendován i druhý sediment. Pro kontrolu výsledné hustoty bakterií byly odebrány 

z této suspenze 3 µl, které byly 100x zředěny a byla změřena optická denzita při λ=600 nm 

oproti čistému GYT médiu. Pokud naměřená optická denzita přesahovala  hodnotu 1,0 byla 

suspenze ředěna tak, aby její 100x ředěný vzorek této hodnotě odpovídal. Po dosažení správné 
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hustoty, byla bakteriální suspenze rozdělena pipetováním po 40 µl (po 100 µl u AT) do 1,5ml 

mikrozkumavek a vždy ihned zmražena v tekutém dusíku. Takto připravené bakteriální 

konzervy kompetentních buněk byly poté skladovány při teplotě blízké -80 °C. 

 

Tabulka 3.4. Složení GYT média 

 

látka množství na 10 ml média 

pepton 0,025 g 

kvasinkový extrakt 0,0125 g 

100% glycerol 1 ml 

dH2O do 10 ml 

 

* sterilizováno pomocí jednorázového filtru Nalgene (0,22 µm), skladováno v lednici 

 

 

3.3.2. Transformace bakterií (základní text platí pro E. coli, v závorkách jsou uvedeny rozdíly 

pro A. tumefaciens) 

 

Na ledu byla rozmražena bakteriální konzerva kompetentních buněk (kapitola 3.3.1.). 

K rozmražené suspenzi kompetentních buněk byly přidány 5 µl (3 µl u AT) vzorku DNA určené 

k elektroporaci (nejčastěji odsolená ligační směs, případně cca 1-10 ng plazmidové DNA). Poté 

byla tato směs 1 minutu inkubována na ledu. Po inkubaci byla směs co nejrychleji přenesena 

do elektroporační kyvety, která byla předem vychlazena na ledu a zvenku osušena buničinou. 

Klepnutím kyvetou o desku stolu se docílilo rovnoměrného rozprostření směsi na dně kyvety. 

Kyveta se vzorkem byla urychleně vložena do elektroporátoru (Bio-Rad Gene Pulser 

Apparatus), který byl nastaven na napětí 2500 V (2000 V pro AT), impedanci 200 Ω a kapacitu 

25 µF, a příslušným tlačítkem byl na vzorek aplikován elektrický puls. Elektroporátor ukazuje 

po aplikaci pulsu dobu jeho trvání, ideální hodnoty jsou v rozmezí mezi 4,2-4,5 ms. Po aplikaci 

pulsu byl vzorek vyndán z elektroporátoru a byl k němu do kyvety co nejrychleji připipetován 

1 ml SOC média (tabulka 3.5.; YEB recovery média pro AT; tabulka 3.6.). Proudem ze špičky 

a několikerým protažením byl vzorek v kyvetě resuspendován a následně přenesen do sterilní 

skleněné zkumavky s bakteriální zátkou. V této zkumavce byly bakterie kultivovány 1 hodinu 

při 37 °C (3 hodiny při 28 °C pro AT) za stálého třepání (frekvence cca 180 rpm ve vyhřívané 

třepačce Ceromat® H, Biotech International). Následně byla bakteriální suspenze vyseta na 

pevné LB médium (tabulka 3.1.) s příslušnými selekčními antibiotiky (tabulka 3.7.). Zpravidla 
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byly vysety od každého vzorku 2 plotny, například 50 µl a 950 µl suspenze pro docílení toho, 

aby narostly jednotlivé izolované bakteriální kolonie. Pro nanesení bakterií z velkého objemu 

950 µl byla suspenze nejprve zakoncentrována centrifugací, část supernatantu odlita a sediment 

resuspendován jen v malém množství média a takto byly bakterie vysety na plotnu. 

Rovnoměrné rozprostření bakterií na plotně bylo zajištěno sterilní bakteriologickou kličkou. 

 

Tabulka 3.5. Složení SOC média 

 

látka množství na 1 l média 

pepton 20 g 

kvasinkový extrakt 5 g 

glukóza 3,6 g 

MgSO4 1,2 g  

MgCl2 0,95 g 

KCl 0,19 g 

NaCl 0,58 g 

dH2O do 1 l 

 

* sterilizováno jednorázovými filtry Nalgene (0,22 µm) a skladováno při teplotách 

blízkých 4 °C 

 

Tabulka 3.6. Složení YEB recovery média 

 

látka množství na 1 l média 

pepton 10 g 

kvasinkový extrakt 1 g 

sacharóza  5 g 

MgSO4 0,5 g  

MgCl2 0,95 g 

KCl 0,19 g 

NaCl 0,58 g 

dH2O do 1 l 

 

* sterilizováno jednorázovými filtry Nalgene (0,22 µm) a skladováno při teplotách 

blízkých 4 °C 
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Tabulka 3.7. Používaná antibiotika 

 

látka zásobní roztok  výsledná koncentrace v médiu 

claforan (rozpuštěn v dH2O) 100 mg/ml 100 mg/l 

kanamycin (rozpuštěn v dH2O) 50 mg/ml 50 mg/l 

rifampicin (rozpuštěn v metanolu) 10 mg/ml 100 mg/l 

 

* antibiotika claforan a kanamycin byla sterilizována jednorázovými filtry Nalgene (0,22 µm) 

a skladována při teplotách blízkých 4 °C 

* antibiotikum rifampicin není třeba sterilizovat filtrováním z důvodu jeho rozpuštění v 

metanolu, skladováno bylo při teplotách blízkých -20 °C 

 

 

3.3.3. Transformace buněčné linie tabáku BY-2 

 

Pro transformaci bylo standardním postupem (kapitola 3.2.3.) napěstováno potřebné množství 

baněk s třídenní suspenzní kulturou buněčné linie BY-2 (tři dny od poslední subkultivace, 

buňky jsou v exponenciální fázi růstu). Jedna baňka (30 ml suspenze) zpravidla vystačila na 2 

transformované varianty. Nejprve byly napěstované suspenze BY-2 zfiltrovány pomocí 

filtračního zařízení (Nalgene; 11 µm) a poté byly buňky resuspendovány v původním objemu 

čerstvého upraveného MS média (tabulka 3.3.). Do suspenze byl přidán 20 mM roztok 

acetosyringonu v množství 1 µl na 1 ml suspenze a poté byla suspenze pomocí 10ml pipety 

s nasazenou špičkou s průměrem otvoru cca 2 mm opakovaně nasávána a vypouštěna do baňky 

pro lepší rozvolnění řetízků buněk a jejich částečné poškození, které je pro transformaci 

žádoucí. Pro kontrolní netransformovanou variantu bylo v tomto bodě odebráno zpravidla do 

tří plastových Petriho misek o průměru 6 cm vždy 1,5 - 2 ml suspenze a krouživým pohybem 

byla suspenze roztažena po celém dně misky do podoby tenkého filmu. Pro transformované 

varianty byla suspenze rozdělena do sterilních 100ml Erlenmeyerových baněk zpravidla po 15 

ml. Ke každé variantě byla přidána předem napěstovaná suspenze Agrobacterium tumefaciens 

(AT; kapitola 3.2.2.), která nesla binární vektor s vnášeným fragmentem. Suspenze AT byla 

přidána v množství 100 µl na 1 ml buněčné suspenze BY-2. Poté byla směs kultur několikrát 

protažena špičkou pipety pro dokonalé promíchání obou suspenzí. Poté byla směsná kultura 

vždy přenesena do příslušného počtu plastových Petriho misek o průměru 6 cm v množství 1,5 

- 2 ml (zpravidla vycházelo 8 misek na 1 transformovanou variantu) a krouživým pohybem 

byla směs roztažena po celém dně misky do podoby tenkého filmu. V tomto kroku je důležité 
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udržet hladinu média dostatečně nízkou, aby buňky BY-2 nestrádaly nedostatkem kyslíku, 

nesmí však během následující kokultivace dojít k vyschnutí média. Všechny Petriho misky se 

směsnými kulturami byly po 7 ještě uzavřeny do velkých skleněných Petriho misek o průměru 

19 cm a takto byly směsné kultury kokultivovány 3 dny ve tmě při teplotě 26 °C. 

Po ukončení kokultivace byly vždy po jednotlivých variantách buňky resuspendovány 

v kultivačních Petriho miskách v malém množství 3% roztoku sacharózy a následně byly 

všechny resuspendované buňky jedné varianty přeneseny do filtračního zařízení Nalgene 

(průměr ok v sítu 11 µm). Ve filtračním zařízení byly buňky promývány vždy 300 ml roztoku 

3% sacharózy za současného protahování ustřiženou špičkou pipety (průměr otvoru asi 5-7 mm) 

pro lepší rozvolnění a tím i dokonalejší promytí buněk. Následně byly buňky ještě promyty 100 

ml čerstvého upraveného MS média (tabulka 3.3.) s přídavkem claforanu 100 mg na 1 l média. 

Po promytí (účelem je vyplavit co největší množství AT) bylo k buňkám přidáno ještě malé 

množství čerstvého upraveného MS média s claforanem (stejně jako u promývání), aby z buněk 

vznikla velmi hustá, ale stále ještě tekoucí suspenze, která byla poté přenesena na potřebný 

počet plastových Petriho misek o průměru 6 cm s pevným upraveným MS médiem (tabulka 

3.3.) s přídavkem claforanu (100mg/l) a selekčního antibiotika kanamycinu (50mg/l). Následná 

kultivace probíhala za standardních podmínek pro kultivaci kalusů (kapitola 3.2.3.). Po 

přibližně 3 týdnech byly možné okem pozorovat vznikající kalusy transformovaných buněk. 

Tyto nové kalusy byly přeneseny na nové plotny (se stejným selekčním médiem) když 

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

 

3.4.1. Izolace plazmidů z Escherichia coli 

 

Nejprve byly přes noc napěstovány 3 ml bakteriální suspenze (kapitola 3.2.1.). Poté byly 

sklizeny do 1,5ml mikrozkumavky pomocí centrifugace (1,5 ml suspenze se stočí 1 minutu na 

13 000 rpm, odleje se supernatant, přidá se zbylých 1,5 ml suspenze a opakuje se centrifugace 

a odlití supernatantu). Pro vlastní izolaci byl používán izolační kit Wizard® Plus SV  Minipreps  

DNA  Purification  System. 

Ke sklizeným buňkám se přidá 250 µl roztoku „Cell Resuspension Solution“ (v kitu) a 

bakterie se v něm resuspendují vortexováním. Poté se přidá 250 µl „Cell Lysis Solution“ (v 

kitu), vzorek se protřepe v ruce a nechá se 2-3 minuty inkubovat. Po inkubaci se přidá 10 µl 

„Alcaline Protease Solution“ (v kitu) a opět se protřepe v ruce. Nechá se 5 minut, nebo o něco 

méně, inkubovat. Přidá se 350 µl „Neutralization Solution“ (v kitu) a protřepe se v ruce (při 

tomto kroku vznikne bílá sraženina). Po protřepání se vzorek centrifuguje 10 minut na 13 000 

rpm. Poté se odpipetuje supernatant (cca 800 µl čiré kapaliny) bez sraženiny, přenese se do 

sestavené kolonky (v kitu) a v ní se centrifuguje 1 minutu na 13 000 rpm. Ze sběrné nádobky 

kolonky se odlije odpadní roztok a po opětovném složení kolonky se přidá 750 µl „Column  

Wash Solution“ (v kitu; před prvním použitím se musí přidat etanol). Poté se vzorek stočí 1 

minutu na 13 000 rpm odlije se odpadní roztok a promývací krok se zopakuje tentokrát s 250 

µl „Column Wash Solution“ a centrifuguje se 2 minuty na 13 000 rpm. Po centrifugaci se sítko 

z kolonky přemístí do nové 1,5ml mikrozkumavky a ještě jednou se centrifuguje 1 minutu na 

13 000 rpm pro dokonalé vysušení vzorku. Poté se sítko kolonky přemístí do nové 1,5ml 

mikrozkumavky, do kolonky se přidá 100 µl dH2O pro eluaci DNA a centrifuguje se 1 minutu 

na 13 000 rpm. Kolonka se odstraní a výsledkem je 100 µl roztoku izolovaného plazmidu. Takto 

izolované vzorky byly skladovány při teplotách blízkých -20 °C. 
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3.4.2. Restrikce  

 

Pro linearizaci nebo vyštěpení požadovaných fragmentů DNA z plazmidů byly používány 

restrikční enzymy dodávané firmou Fermentas. Složení reakcí včetně reakčních pufrů bylo 

dodrženo dle stanovení výrobce. Nastavení podmínek a složení reakcí viz tabulka 3.8., 3.9. a 

3.10. 

 

Tabulka 3.8. Složení a podmínky vyštěpování TR fragmentů z pDrive 

 

 vyštěpení fragmentů TR1 – TR3 
z pDrive (parciální digesce) 

vyštěpení fragmentů TR4 – TR7 z 
pDrive 

složení 

reakce 

25,5 µl plazmidu s fragmentem 

(~ 700 ng DNA) 

7 µl Tango Yellow 2x 

1,5 µl BamHI 

25,5 µl plazmidu s fragmentem 

(~ 700 ng DNA) 

7 µl Tango Yellow 2x 

1,5 µl BamHI 

1 µl HindIII 

podmínky 

reakce 

krok čas teplota krok čas teplota 

1. 3 hodiny 37 °C 1. 3 hodiny 37 °C 

2. 20 minut 80 °C 2. 20 minut 80 °C 

3. ∞ 4 °C 3. ∞ 4 °C 

přidání 1 µl HindIII  

4. 30 minut 37 °C 

odebrání ½ reakční směsi a její 

zamražení 

5. 30 minut 37 °C 

6. inaktivace enzymu u všech 

vzorků 

20 minut 80 °C 

7. ∞ 4 °C 
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Tabulka 3.9. Složení a podmínky vyštěpování EOS z pDrive 

 

složení reakce 10 µl plazmidu s EOS (~700 ng 

DNA) 

6 µl Tango Yellow 2x 

1 µl SalI 

1 µl XhoI 

12 µl dH2O 

podmínky reakce krok čas teplota 

1. 3 hodiny 37 °C 

2. 20 minut 80 °C 

3. ∞ 4 °C 

 

Tabulka 3.10. Složení a podmínky vyštěpování GFP z pGreen se zaligovaným NtRGS1 

 

složení reakce 5 µl plazmidu (~700 ng DNA) 

6 µl Tango Yellow 2x 

1 µl SalI 

1 µl XhoI 

17 µl dH2O 

podmínky reakce krok čas teplota 

1. 3 hodiny 37 °C 

2. 20 minut 80 °C 

3. ∞ 4 °C 

 

 

3.4.2.1. Parciální digesce 

 

Metody parciální digesce bylo využito při tvorbě zkrácených konstruktů (kapitola 4.1.1.) TR1, 

TR2 a TR3. Tyto konstrukty ve své přirozené sekvenci obsahují restrikční místo pro enzym 

HindIII. Vyštěpování těchto fragmentů tedy probíhalo pomocí digesce, která byla rozdělena do 

dvou kroků (levá část tabulky 3.8.). Přičemž ve druhém kroku bylo po 30 minutách štěpení 

restrikčním enzymem HindIII odebrána polovina objemu štěpeného vzorku a uchována při 

teplotách blízkých -20 °C po dalších 30 minut, během kterých zbývající polovina vzorku byla 

dále štěpena. Po uplynutí této doby byl u všech vzorků inaktivován restrikční enzym. 
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3.4.3. Izolace DNA z agarózového gelu 

 

Pro izolaci fragmentů z agarózového gelu byl využíván QIAEX II – Gel Extraction Kit. Nejprve 

se požadované fragmenty DNA co nejpřesněji a nejrychleji vyřežou pomocí skalpelu 

z agarózového gelu (po elektroforéze; kapitola 3.4.7.). Do předem zvážených 2ml 

mikrozkumavek se vloží vyřezané bločky gelu a zvážením se zjistí jejich čistá hmotnost. Poté 

se do mikrozkumavky s gelovým bločkem přidá roztok „QX1“ (v kitu) v trojnásobku hmotnosti 

gelu (gel=0,3 g => přidá se 900 µl „QX1“; u izolovaných fragmentů přesahující velikost 4000 

bp se ještě přidává dH2O v dvojnásobku hmotnosti gelu). Po dobu 30 sekund se vortexováním 

rozvolní křemičitá suspenze „QIAEX“ (v kitu), která se pak přidá ke vzorku v množství 10 µl 

a se vzorkem se zatřepe v ruce. Vzorek se umístí na 10 minut do vyhřívaného bločku 

(Thermomixer 5436, Eppendorf), předem vyhřátého na 50 °C a zapne se třepání (cca 1000 

kmitů za minutu). Po inkubaci v bločku se vzorek zvortexuje a centrifuguje 1 minutu na 13 000 

rpm. Po centrifugaci se odleje odpadní supernatant (rozpuštěný gel) a ke vzorku se přidá 500 

µl „QX1“ ve kterém se sediment resuspenduje (špičkou pipety + vortex). Následuje další 

centrifugace 1 minutu na 13 000 rpm a opět odlití odpadního supernatantu, vzorek se ještě 2x 

takto promyje „PE“ pufrem (v kitu; před prvním použitím se musí přidat etanol). Po druhém 

promytí se odpadní supernatant zcela odpipetuje z mikrozkumavky a nechá se sušit (pro 

dokonalejší a rychlejší sušení byl využit větrák), vzorek se ale nesmí přesušit, snížila by se tím 

účinnost následného uvolňování DNA do H2O. Suší se, dokud se nevytvoří okem pozorovatelná 

bílá skvrna. Poté se ke vzorku přidá 20 µl d H2O, usazenina se v ní resuspenduje a vzorek se 

nechá 5 minut v klidu. Poté se vzorek centrifuguje 1 minutu na 13 000 rpm. Následně se 

supernatant bez usazeniny přenese do nové mikrozkumavky. Výsledkem je 20 µl roztoku 

izolované DNA. Takto izolované vzorky byly skladovány při teplotách blízkých -20 °C. 

 

 



47 
 

3.4.4. Ligace 

 

Pro spojování fragmentů DNA, vkládání fragmentu do vektoru pGreen bylo využito T4 DNA 

Ligázy a reakčního pufru firmy Fermentas a pro TA klonování do vektoru pDrive byl využit 

PCR Cloning Kit firmy QIAGEN. 

Nejprve byl před ligací pomocí DNA agarózové elektroforézy (kapitola 3.4.7.) 

separován a následně i z gelu izolován (kapitola 3.4.3.) linearizovaný vektor i vkládaný 

fragment za účelem jejich přečištění od nežádoucí DNA (pDrive, který je součástí kitu není 

pochopitelně nutno přečišťovat). Vzájemná koncentrace fragmentu a vektoru byla odhadnuta 

z orientační agarózové elektroforézy 2µl alikvotu vzorků (u pDrive kitu není potřeba). V tomto 

kroku je nutné si uvědomit, že síla signálu odpovídá hmotnosti DNA, nikoli počtu molekul. 

Potřebujeme-li tedy pro ligaci pomocí T4 ligázy vytvořit směs vektoru a vkládaného fragmentu 

ve stechiometrickém poměru molekul 1:3-10 ve prospěch vkládaného fragmentu, musíme 

intenzitu signálu vztáhnout na  velikost daného úseku DNA. Složení a podmínky ligačních 

reakcí jsou uvedeny v tabulce 3.11. 

 

Tabulka 3.11. Složení a podmínky ligačních reakcí 

 

 ligace do pDrive ligace do pGreen 

složení 

reakce 

1 µl pDrive (v kitu QIAGEN) 

5 µl Master mix (v kitu QIAGEN) 

4 µl vkládaného fragmentu 

1,5 µl pufr pro T4 ligázu (Fermentas) 

1 µl T4 ligázy (Fermentas) 

pGreen a vkládaný fragment v poměru 

1:7-10 do celkového objemu reakce 15 µl 

podmínky 

reakce 

shodné pro oba vektory 

krok čas teplota 

1. 3 hodiny 15 °C 

2. 10 minut 70 °C 

3. ∞ 4 °C 
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3.4.5. Odsolení ligační směsi 

 

Odsolování ligačních směsí probíhalo v odsolovacích kolonkách. Kolonky byly připraveny 

rozvařením 1 % agarózy ve 100mM vodném roztoku glukózy. Tento roztok byl za horka po 1 

ml napipetován do 1,5ml mikrozkumavek, které byly umístěny ve stojánku. Hrdla 

mikrozkumavek byla přelepena papírovou lepicí páskou, která byla pomocí 200µl pipetovací 

špičky propíchnuta a špička byla zaražena tak, aby sahala přibližně do poloviny 

mikrozkumavky. Takto byla směs ponechána k utuhnutí. Poté se z kolonek opatrně vytáhly 

špičky a odstranila se lepicí páska. Kolonky pro odsolování byly připraveny vždy čerstvé před 

každým použitím. Vlastní odsolování probíhalo po napipetování ligační směsi do jamky 

v kolonce (vzniklé po špičce) 90 minut při teplotě blízké 4 °C. Poté se z jamky v kolonce opatrně 

odpipetovala odsolená ligační směs. 

 

 

3.4.6. PCR 

 

Polymerázová řetězová reakce (Polymerase chain reaction , PCR) je metoda, při které se 

amplifikuje (zmnožuje) vybraný úsek DNA pomocí DNA-dependentní DNA polymerázy 

během několika opakujících se kroků. 

Nejprve je dvouvláknová DNA denaturována teplotou 94 °C na dvě samostatná vlákna. 

Následuje „annealing“, což je krok, kde vlivem poklesu teploty dojde ke specifickému nasedání 

primerů (ssDNA oligonukleotidů) na denaturovaná vlákna DNA a zahájení polymerace. 

V dalším kroku dochází ke zvýšení teploty na 72 °C, což aktivuje termostabilní DNA 

polymerázu, která dosyntetizuje zbytek dvojvlákna. Tyto kroky se cyklicky opakují podle 

potřeby cca 20-30x. Po skončení posledního cyklu je reakční směs ochlazena na 4 °C před 

dalším zpracováním.  

PCR byla standardně využita pro účely detekce nebo zmnožení úseku DNA pro tvorbu 

konstruktů. Reakce probíhaly v termocycleru MJ Research, typ PTC-200 (případně T100TM 

BIORAD) s využitím vyhřívaného víka v 0,5ml tenkostěnných mikrozkumavkách. Pro reakce 

byly využity produkty firmy Fermentas: Taq polymeráza, zásobní roztok MgCl2 a reakční pufr 

s (NH4)2SO4. Obecné složení reakční směsi je uvedeno v tabulce 3.12. Přehled používaných 

primerů viz tabulka 3.13. 
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Tabulka 3.12. Obecné složení reakční směsi pro PCR. 

 

 objem 

templátová DNA 1 µl 

10 µM primery „forward“ + reverse 1+1 µl 

10 mM dNTP (nukleotidy) 1 µl 

10 x Taq pufr + (NH4)2SO4 – MgCl2 3 µl 

25 mM MgCL2 3 µl 

dH2O 19,8 µl 

Taq polymeráza 0,2 µl 

celkem 30 µl 

 

Tabulka 3.13. Tabulka použitých primerů 

 

zkratka sekvence 5´- 3´ popis 

EF1aF TAC TGC ACT GTG ATT GAT GCC forward elongační 

faktor 

EF1aR AGC AAA TCA TTT GCT TGA CAC C reverse elongační 

faktor 

EOS50R CAT CTC CGT CGA TCA CAA AGT GG EOS reverse 

nasedající cca 50 bp 

od začátku genu 

EOS-konec CTC GAG TTA TCG TCT GGC ATT GTC EOS reverse 

EOS-zacatek GTC GAC ATG AGT GCG ATT AAG CC EOS forward  

GAN1F TCT AGA AAA CAT GGG CTT GTT G forward Gα 

GAN2R TCC TCC ACC ACC AGA AGC TAA TTC CTT 

CG 

reverse Gα 

M13F GTA AAA CGA CGG CCA GT forward 

M13R AAC AGC TAT GAC CAT G reverse 

RFB GAA TAA ATT ATG CAA CCT CTT ATC TCA 

CTT ATG 

forward z místa B v 

NtRGS1  

RFC GAA TAA ATT ATG AGG GAA CCG ATA AGC 

ATT 

forward z místa C v 

NtRGS1 

RGSF GGA GAA TAA ATT ATG GCA GCT TG NtRGS1 forward 

RGSR GCA GTT TTG AAT CAT GAC TAT GG NtRGS1 reverse 

RRB2 TAA TTG AGA AAG AGA AGA ATG C reverse z místa B v 

NtRGS1 

RRC CCC TCT GTA GAT GAA TCC CA reverse z místa C v 

NtRGS1 

RRD CGT CTT TCA GCT TCA TGA AAT A reverse z místa D v 

NtRGS1 
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3.4.7. Agarózová gelová DNA elektroforéza 

 

Pro separaci molekul DNA o různých délkách případně konformacích, byla využita agarózová 

elektroforéza. Funguje na principu molekulárního síta (z agarózy), kterým pomocí 

stejnosměrného proudu prostupují záporně nabité molekuly frakcionované DNA. Agarózový 

gel byl připravován podle potřeby 1-2%. Příslušné množství agarózy bylo rozvařeno v 0,5x 

TAE pufru (tabulka 3.14.). Pro vizualizaci DNA bylo do rozvařené směsi agaru a pufru ještě 

přidáváno termostabilní barvivo GelRedTM dodávané firmou Biotium v množství 5 µl na 100 

ml gelu a směs byla dobře zamíchána. Poté byl mírně zchladlý, ale stále dobře tekutý, gel nalit 

do formy příslušné velikosti a pro vytvoření jamek byl do formy vsazen hřeben odpovídající 

potřebě velikosti jamek. V případě potřeby nadstandardně velkých jamek (např. pro izolaci 

vektorů), byly zuby hřebenu přelepeny plastovou lepicí páskou tak, aby se spojil potřebný počet 

zubů. Gel se takto nechal utuhnout. Poté byl z gelu vyjmut hřeben a gel byl přemístěn do vany 

naplněné 0,5x TAE pufrem (tabulka 3.14.) tak, že byl gel zcela ponořen. Takto se do gelu 

nanášely vzorky DNA, které byly předem smíchány v poměru 1:5 (ve prospěch vzorku DNA) 

s Loading Buffer od firmy Fermentas, který slouží k vizualizaci nanášených vzorku a zvýšení 

jejich hustoty (=lepší sedimentace do jamek v gelu). Pro přímé zjištění délek nanášených 

vzorků DNA byly na gel vedle vzorků nanášeny také potřebné markery GeneRulerTM firmy 

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

 

Tabulka 3.14. Složení zásobního 50x TAE pufru 

 

látka množství na 1 l pufru 

Tris 242 g 

kyselina octová (ledová) 57,1 ml 

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

dH2O do 1 l 

 

 



51 
 

3.4.8. Sekvenace 

 

Nejprve byla změřena koncentrace DNA (kapitola 3.4.9.) ve vzorku, který měl být 

osekvenován. Podle změřených hodnot bylo do tenkostěnné 0,5ml mikrozkumavky naneseno 

tolik µl vzorku, aby hmotnost obsažené DNA byla mezi 100-200 ng, maximálně však 13,7 µl. 

Ke vzorku bylo přidáno 0,3 µl příslušného 10 µM primeru, od kterého mělo být čtení 

provedeno, a vzorek byl doplněn do celkového objemu 14 µl dH2O (pokud už tohoto objemu 

nedosahoval). Takto připravený vzorek byl předán pro zpracování Laboratoři sekvenace DNA 

PřF UK. Získané výsledky sekvenace byly zpracovávány pomocí volně přístupného softwaru 

ChromasLite 2.01 a také srovnáním s veřejnými online databázemi pomocí nástroje BLAST 

(dostupné na webových stránkách NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

 

 

3.4.9. Měření koncentrace vzorků plazmidové DNA a DNA fragmentů 

 

Pro určení koncentrace izolovaných vzorků DNA bylo využíváno tří metod. Buďto byly vzorky 

zpravidla 50x naředěny a poté byla změřena jejich absorbance na spektrofotometru Thermo 

Spectronics – BioMate 5 při λ=260. Koncentrace byla určena podle vzorce: 

c[μg/μl] = 50 x hodnota absorbance(A260) x ředění (zpravidla 50) / 1000 

Nebo bylo pro měření koncentrace využíváno přístroje Nanodrop 2000, kde byl měřen 

neředěný vzorek izolované DNA a výstupem přístroje bylo rovnou vypočítané množství DNA 

v µg/µl. 

Poslední metodou byla softwarová analýza pomocí programu GeneSnap 7.09. V tomto 

případě bylo nejprve potřeba provést agarózovou elektroforézu DNA (kapitola 3.4.7.) a poté 

pomocí pořídit fluorescenční snímek gelu (G:Box firmy SynGene). Software je schopný na 

základě intenzity signálu ze snímku po kalibrování pomocí DNA markeru určit koncentraci 

DNA ve vzorku. 
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3.5. Práce s RNA 

 

Při úkonech s RNA byla dodržována opatření zamezující degradace vzorků RNázami 

přítomnými v prostředí. Práce byla prováděna sterilními nástroji, v latexových rukavicích a se 

vzorky bylo manipulováno na ledu. Vzorky RNA byly ředěny demineralizovanou vodou 

zbavenou RNáz pomocí klávování. 

 

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

 

Nejprve bylo ze suspenze buněčné linie odebráno 60-70 mg buněk (kultivační médium 

odstraněno filtrací). Tyto buňky byly přeneseny do 2ml mikrozkumavky a prudce zmraženy 

ponořením do tekutého dusíku. Po důkladném zmražení byly ke vzorku přidány 2 ocelové 

kuličky (předem ochlazené v tekutém dusíku) a takto byl vzorek vložen do předem 

vymraženého bločku (také v tekutém dusíku) a i s ním upnut do  homogenizátoru Retsch 

MM301 (frekvence třepání 30 kmitů za sekundu po dobu 5 minut). Po skončení třepání byl 

vzorek rozmělněn na jemný bílý prášek. Ihned poté bylo ke vzorku přidáno 450 µl RLT pufru 

(v kitu) s přídavkem β-merkaptanolu (přidává se před použitím v množství 10 µl na 1 ml pufru). 

Poté byl vzorek 2 minuty inkubován při teplotě 56 °C. Po inkubaci byl vzorek přenesen do 

fialové kolonky (v kitu) a následně centrifugován 2 minuty na 13 000 rpm). Po centrifugaci byl 

přefiltrovaný vzorek bez sedimentu přenesen do 2ml mikrozkumavky a byla k němu přidána 

přesně polovina jeho objemu 96% etanolu. Poté byl vzorek přenesen do růžové kolonky (v kitu) 

a centrifugován 15 sekund na 10 000 rpm. Po centrifugaci byl ze sběrné nádobky kolonky odlit 

odpadní roztok a po opětovné kompletaci kolonky do ní bylo přidáno 700 µl RW1 pufru (v 

kitu). Vzorek byl tímto pufrem promyt opětovnou centrifugací 15 sekund na 10 000 rpm. 

Odpadní roztok byl odlit a stejným postupem byl takto vzorek ještě 2x promyt 500 µl RPE 

pufru (v kitu; před prvním použitím nutno dodat etanol). Po druhém promytí byly vzorky ještě 

centrifugovány 2 minuty na 13 000 rpm pro dokonalejší vysušení. Nakonec bylo sítko kolonky 

přeneseno do 1,5ml mikrozkumavky a do sítka bylo přidáno 40 µl dH2O a centrifugací 1 minutu 

na 13 000 byla izolovaná RNA vyplavena do mikrozkumavky. 
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3.5.2. Měření koncentrace vzorků RNA 

 

Měření koncentrace probíhalo obdobně jako u měření koncentrace DNA při využití 

spektrofotometru nebo Nanodropu viz kapitola 3.4.9. Rozdíl byl pouze v nastavení příslušného 

módu Nanodropu (pro měření RNA vzorků) nebo případně ve vzorci pro výpočet koncentrace 

z naměřené absorbance na spektrofotometru. Vzorec pro výpočet koncentrace RNA: 

c[μg/μl] = 40 x hodnota absorbance(A260) x ředění (zpravidla 50) / 1000 

 

 

3.5.3. Ošetření izolované RNA DNázou 

 

Pro odstranění DNA bylo nejprve odebráno takové množství vzorku izolované RNA, aby 

odpovídalo 1 μg (kapitola 3.5.2.) a bylo doplněno do 7,5 μl dH2O. Ke směsi byl přidán 1 μl 10x 

pufru DNAse I + MgCl2 (od firmy Fermentas) dále 0,5 μl inhibitoru RNA RiboLock RI 

(Fermentas) a 1 μl DNAse I (Fermentas). Reakce tedy probíhala v objemu 10 μl ve 37 °C po 

dobu 30 minut. Poté byl ke vzorku přidán 1μl 25mM EDTA a vzorek byl na 10 minut zahřát na 

65 °C pro inaktivaci enzymu. Tepelné režimy byly zajištěny použitím termocycleru. 

 

 

3.5.4. Semikvantitativní RT-PCR 

 

Pro reverzní transkripci bylo využito RNA-dependentní DNA polymerázy RevertAidTM M-

MuLV, příslušného pufru a inhibitoru RNáz Ribo LockTM, vše od firmy Fermentas. Nejprve 

bylo k 5 μl vzorku RNA ošetřeného DNázou (kapitola 3.5.3.) přidáno 6,5 μl dH2O a 1 μl oligo 

T23 reverse primeru. Směs byla vložena do termocycleru (T100TM BIORAD), který vzorek 5 

minut zahříval na 70 °C. Poté byl vzorek urychleně přenesen na led, kde k němu byly přidány 

4 μl 5x koncentrovaného pufru (RT buffer), 2 μl 10mM dNTP a 0,5 μl inhibitoru RNáz 

(RiboLock RI). Vzorek byl poté opět vložen do termocycleru, který vzorek zahříval 5 minut 

tentokrát na 43 °C. Po tomto kroku byl vzorek opět přenesen na led, kde k němu byl přidán 1 

μl reverzní transkriptázy (RevertAidTM M-MuLV). Pro vlastní transkripci byl vzorek opět 
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vložen do termocycleru, ten vzorek zahříval 1 hodinu na 42 °C a poté 10 minut na 72 °C pro 

inaktivaci enzymů. Získané vzorky cDNA byly skladovány při teplotách blízkých -20 °C. 

PCR reakce navazující na reverzní transkripci pro amplifikaci získané cDNA probíhala 

obdobně jako v kapitole 3.4.6. Obecné složení této reakční směsi viz tabulka 3.15. Jednotlivé 

reakční podmínky viz tabulka 3.16. 

 

Tabulka 3.15. Obecné složení reakční směsi pro PCR navazující po RT-PCR 

 objem 

templátová cDNA 2 µl 

10 µM primery „forvard“ + reverse 1+1 µl 

10 mM dNTP (nukleotidy) 1 µl 

10 x Taq pufr + (NH4)2SO4 – MgCl2 3 µl 

25 mM MgCL2 3 µl 

dH2O 18,8 µl 

Taq polymeráza 0,2 µl 

celkem 30 µl 

 

Tabulka 3.16. Podmínky PCR pro amplifikaci úseků EF1α, NtRGS a Gα 

 teplota  čas v minutách 

1. predenaturace 94 °C 3:00 

2. denaturace 94 °C 0:30 

3. „annealing“ (nasedání) 55 °C 0:30 

4. elognace (syntéza) 72 °C 0:30 

5. konzervace (chlazení) 4 °C ∞  

 

amplifikace EF RGS Gα 

počet cyklů reakce 22 26 30 
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3.5.5. Standardizace RT-PCR 

 
Pro účel standardizace byla provedena paralelní RT-PCR, která měla za účel analyzovat expresi 

velmi stabilně exprimovaného genu (i přes různé stresové vlivy) pro translační elongační faktor 

1-α (Nicot et al., 2005). Využití tohoto genu na školícím pracovišti optimalizovala kolegyně 

dr. Lenka Sikorová. Pro tyto účely byly na pracovišti navrženy primery EF1aF a EF1aR 

(tabulka 3.13.) dávající vznik úseku o délce cca 200 bp. 

 

 

3.5.6. Určování míry exprese sledovaného genu 

 

Vzhledem k tomu, že se nepodařilo vytvořit všechny vzorky RNA pro RT-PCR vždy jednotně 

koncentrované, byla míra exprese dodatečně vztahována k expresi interního standardu (kapitola 

3.5.5.). Pomocí softwaru GeneSnap 7.09 byla změřena koncentrace DNA (kapitola 3.4.9.) u 

standardních vzorků a následně u každého vzorku stanoven koeficient vyrovnávající rozdíly 

mezi vzorky. Tento koeficient byl pak u sledovaných vzorků uplatněn při porovnávání exprese 

sledovaných genů. 

 

 

3.6. Mikroskopická technika 

 

Pozorování a pořizování snímků pro následnou obrazovou analýzu dat (kapitola 3.7.) bylo 

prováděno na fluorescenčním mikroskopu Olympus BX51, snímání probíhalo CCD kamerou 

s rozlišením 2048 x 2048 obrazových bodů. Mikroskop umožňuje běžné pozorování a 

pořizování snímků v procházejícím světle, Nomarského diferenciální kontrast a fluorescenční 

metody. Pro detailnější dokumentaci buněčné lokalizace sledovaných fúzních proteinů a pro 

pokročilé metody fluorescenční mikroskopie bylo rovněž využito konfokálního mikroskopu 

Leica TCS SP2 v Laboratoři konfokální a fluorescenční mikroskopie PřF UK. 
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3.6.1. Snímání dat pro stanovení denzity buněk 

 

Pro stanovení růstových parametrů porovnávaných suspenzních linií byla využita počítací 

komůrka Fuchs-Rosenthal a fluorescenční mikroskop Olympus BX51. Počítací komůrka 

Fuchs-Rosenthal je 0,2 mm hluboká, plocha snímaného pole se odečítá pomocí měrné počítací 

mřížky. Nejmenší počítací čtverce mřížky mají délku strany 0,25 mm. Snímky byly pořízeny 

CCD kamerou. Do počítací komůrky byl nanesen vzorek, definovaně ředěný tak, aby se buňky 

pokud možno nepřekrývaly a bylo tak možné dobře odečíst jejich počet. Snímky byly 

pořizovány při použití 10x zvětšujícího objektivu. Pro účely poloautomatické softwarové 

analýzy dat pomocí programu NIS Elements (verze 3.1.) byla jádra buněk před snímáním 

obarvena pomocí fluorescenční barvy Hoechst 33258 (5 µl zásobního roztoku ředěno 1 ml 

dH2O s přídavkem 100 µl 10% permeačního činidla tritonu X100). Buňky byly ponechány 5 

minut probarvovat a poté byly fluorescenčně snímány v UV spektru. Nasnímaná data bylo 

možné použít i pro hodnocení mitotického indexu (kapitola 3.6.2.). 

 

 

3.6.2. Hodnocení mitotického indexu 

 

Pro stanovení procentuálního zastoupení buněk v M fázi buněčného cyklu bylo využito 

nasnímaných dat viz kapitola 3.6.1. Vizuálně byly sečteny buňky v M fázi buněčného cyklu a 

vztažením na celkový počet buněk bylo stanoveno jejich procentuální zastoupení neboli 

mitotický index. 

 

 

3.6.3. Lokalizace sledovaných proteinů 

 

Pro lokalizaci sledovaných proteinů fúzovaných s fluorescenčním markerem GFP bylo využito 

fluorescenčního mikroskopu Olympus BX51 a pro detailnější sledování a dokumentaci i 

konfokálního fluorescenčního mikroskopu Leica TCS SP2. Vyhodnocování lokalizace 

probíhalo vizuálně z nasnímaných obrazových dat, popřípadě pomocí programu NIS Elements 

(verze 3.1.; kapitola 3.7.). 
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3.7. Softwarová analýza získaných dat 

 

3.7.1. Stanovení denzity buněk 

 

Pro stanovení denzity buněk a počtu endocytovaných váčků bylo využito poloautomatického 

měření v programu NIS Elements verze 3.1. Pořízené snímky viz kapitola 3.6.1. respektive 

3.6.3 byly „prahovány“, aby byla programem označena jádra (respektive váčky) a bylo možné 

tak stanovit jejich počet. Vizuálně bylo prahování každého snímku kontrolováno, případné 

nedostatky prahování byly napravovány manuálně tak, aby počet jader (resp. váčků) na snímku 

označených programem odpovídal realitě. Získaná čísla byla dále zpracována v programu 

Microsof Excel 2003 (případně verzí 2013) a vztažením na parametry počítací komůrky 

(kapitola 3.6.1.; počet buněk na přesně vypočtený objem média v počítací komůrce) bylo možné 

vypočíst denzitu buněk v suspenzi. U počítání váčků byl vypočten vždy konkrétní počet váčků 

pro jednotlivé buňky. 

 

3.7.2. Statistická analýza 

 

Analýzy rozptylu naměřených dat v kapitolách 4.2.5. a 4.2.6. a dvouvýběrový T-test v kapitole 

4.3.1. byly provedena v programu NCSS 2000. 

 

3.8. Stanovení hladiny cukrů v médiích 

 

Pro stanovení hladiny sacharózy, glukózy a fruktózy v médiích odebíraných v průběhu 

kultivace (pokusných suspenzních linií buněk tabáku) byl vždy odebrán 2 x 1 ml buněčné 

suspenze do 1,5ml mikrozkumavek. Takto byly suspenze centrifugovány 1 minutu na 

10 000 rpm za účelem hrubého oddělení buněk od média. Poté bylo médium bez většiny buněk 

přepipetováno do nové 1,5ml mikrozkumavky. Následně bylo médium filtrováno pomocí 

jednorázových filtračních zařízení Nalgene (0,22 µm) do sterilních 1,5ml mikrozkumavek. 

Vzorky médií byly do doby jejich hromadné analýzy skladovány při teplotách blízkých -20 °C. 

Pro vlastní analýzu byly vzorky předány Laboratoři studia regulačních faktorů morfogeneze 

rostlin KEBR PřF UK, disponující odpovídajícím přístrojovým chromatografickým 

vybavením. 
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4. Výsledky 

 

4.1. Význam domén proteinu NtRGS1 na jeho buněčnou lokalizaci 

 

Jedním z dílčích cílů bylo ověřit význam jednotlivých domén proteinu NtRGS1 pro jeho 

lokalizaci na buněčné úrovni a pro dynamiku změn v této lokalizaci během růstu buněk buněčné 

linie tabáku BY-2. Pro tento účel byly v rámci spolupráce s laboratoří prof. Alana M. Jonese 

vytvořeny zkrácené konstrukty genu NtRGS1 fúzované s reportérovým genem GFP. 

 

 

4.1.1. Příprava zkrácených verzí genu NtRGS1 fúzovaných s GFP 

 

Výchozím materiálem pro tvorbu zkrácených konstruktů byla cDNA BY-2, ze které byl 

následně pomocí kombinace primerů RGSF a RGSR (tabulka 3.13.) amplifikován gen NtRGS1. 

Tento gen byl poté zaligován do plazmidu pDrive. Takto připravený materiál, společně 

s buněčnou linií BY-2 overexprimující nezkrácenou verzi genu NtRGS1 fúzovanou s GFP, mi 

byl pro další práci laskavě poskytnut školitelem dr. Miroslavem Srbou.  

Pro amplifikaci vlastních zkrácených verzí genu NtRGS1 byly použity kombinace 

primerů (obrázek 4.1. a tabulka 4.1.) a reakční podmínky uvedené v tabulkách 4.2. a 4.3. 

Amplifikované fragmenty genu NtRGS1 byly poté zaligovány do plazmidu pDrive (reakční 

podmínky viz tabulka 3.11.) a transformovány do E.coli (kapitola 3.3.2.) . Bezchybnost PCR 

přepisu byla u vybraných kolonií E. coli potvrzena kontrolní sekvenací (kapitola 3.4.8.). 

Fragmenty z ověřených klonů byly kombinací restrikčních enzymů BamHI a HindIII 

přeštěpeny do binárního vektoru pGreen (přehled podmínek restrikcí viz tabulka 3.8. a ligací 

viz tabulka 3.11.), čímž byly vytvořeny fúzní konstrukty s reportérovým genem GFP. U 

zkrácených konstruktů TR1, TR2 a TR3 bylo z důvodu přítomnosti přirozeného restrikčního 

místa pro HindIII (pozice 170-176 bp) pro přeštěpení potřeba využít metody parciální digesce 

(kapitola 3.4.2.1.). Vytvořené konstrukty byly následně zprostředkovanou transformací přes 

Agrobacterium tumefaciens vneseny do genomu buněk suspenzní linie tabáku BY-2. 

Konstrukty byly vytvářeny v době, kdy ještě nebyl popsán význam některých částí proteinu. 

Množství konstruktů bylo vytvořeno právě za cílem pokusit se význam těchto částí na lokalizaci 

proteinu alespoň částečně popsat.   
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Obr. 4.1.: Schématické znázornění zkrácených konstruktů NtRGS1:GFP s vyznačením 
použitých primerů při jejich vytváření 
 
 
Tabulka 4.1.: Přehled použitých primerů pro vytvoření zkrácených konstruktů 
 

název konstruktu kombinace použitých primerů 
TR1 RGSF + RRB2 
TR2 RGSF + RRC 
TR3 RGSF + RRD 
TR4 RFB + RGSR 
TR5 RFC + RGSR 
TR6 RFC + RRD 
TR7 RFB + RRD 
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Tabulka 4.2.: Podmínky PCR pro amplifikaci TR1, TR2 a TR3 

 

 teplota  čas v minutách 

1. predenaturace 94 °C 3:00 

2. denaturace 94 °C 0:30 

3. „annealing“ (nasedání) 52 °C 0:45 

4. elognace (syntéza) 72 °C 1:40 

5. konzervace (chlazení) 4 °C ∞  

počet cyklů (opakování kroků 2-4): 22 
 
 
 
Tabulka 4.3.: Podmínky PCR pro amplifikaci TR4, TR5, TR6 a TR7 

 

 teplota  čas v minutách 

1. predenaturace 94 °C 3:00 

2. denaturace 94 °C 0:30 

3. „annealing“ (nasedání) 52 °C 0:45 

4. elognace (syntéza) 72 °C 0:50 

5. konzervace (chlazení) 4 °C ∞  

počet cyklů (opakování korků 2-4): 22 
 
 
 

4.1.2. Zhodnocení významu domén proteinu NtRGS1 pro jeho buněčnou lokalizaci 

 

Pro pozorování buněčné lokalizace byly využity buňky transformovaných suspenzních linií 

tabáku BY-2 exprimující zkrácené formy NtRGS1 fúzně značené GFP. Názvy těchto 

buněčných linií se shodují s názvy zkrácených konstruktů, které linie exprimují (obrázek 4.1.) 

 

 

4.1.2.1. Základní buněčná lokalizace 

 

Na základě mikroskopie buněk exprimujících zkrácené formy proteinu NtRGS1 vyplývá, že 

pro správnou buněčnou lokalizaci proteinu je klíčová oblast transmembránové domény. Tato 

část proteinu zajišťuje lokalizaci proteinu do kortikální oblasti buňky (plazmatická membrána 

+ ER). Mezi liniemi TR1, TR2 a TR3 (obrázek 4.2a) nebyly pozorovány významné rozdíly 

v lokalizaci proteinu a rovněž nebyly pozorovány rozdíly v lokalizaci těchto zkrácených verzí 

a nezkrácené verze proteinu NtRGS1. U linií TR4, TR5, TR6 a TR7 (obrázek 4.2b) byla 
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pozorována lokalizace proteinu v cytosolu a v jádře. Lokalizace těchto konstruktů je velmi 

podobná lokalizaci volného GFP. Vzhledem k popsané funkci proteinu NtRGS1 je tato 

lokalizace velmi pravděpodobně fyziologicky nepatřičná. Kompletní fotodokumentace viz 

příloha, obr. S1 – S18. 

 

 

   a        b  

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4.2.: Typické lokalizace zkrácených forem NtRGS1 (fluorescence GFP). a – linie 

overexprimující TR3:GFP s lokalizací v kortikální oblasti, b – linie TR5:GFP s lokalizací 

v cytosolu.. 

 

 

4.1.2.2. Změny lokalizace v průběhu subkultivačního intervalu 

 

Při sledování lokalizace proteinu během subkultivačního intervalu buněk, byla u linií TR1, TR2 

a TR3 pozorována změna v lokalizaci proteinu. Zatímco buňky těchto linií v exponenciální fázi 

růstu měly protein lokalizovaný do kortikální oblasti (obrázek 4.3a), buňky ve stacionární fázi 

vykazovaly signál zejména uvnitř vakuoly (obrázek 4.3b). Tato dynamika lokalizace se rovněž 

shoduje se změnami v lokalizaci nekrácené formy proteinu NtRGS1. U linií TR4, TR5, TR6 a 

TR7 se zdá, že ke změnám v základní lokalizaci (kapitola 4.1.2.1.) během subkultivačního 

intervalu nedochází, nebo jen ve velmi malé míře (u některých buněk pozorován velmi slabý 

signál uvnitř vakuoly). Kompletní fotodokumentace viz příloha, obr. S1 – S18. 
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   a              b 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4.3.: Typické změny lokalizace v průběhu subkultivačního intervalu u zkrácených forem 

NtRGS1 obsahujících transmembránovou doménu (fluorescence GFP). a – exponenciální 

buňky linie overexprimující TR2:GFP s lokalizací v kortikální oblasti, b – stacionární buňky 

linie TR1:GFP s lokalizací ve vakuole. 

 

 

4.1.2.3. Zhodnocení lokalizace v ER 

 

Z dat pořízených konfokální mikroskopií je v kortikální oblasti buněk linií TR1, TR2 a TR3 

dobře patrná lokalizace proteinů v ER (obrázek 4.4a). Lokalizace v plazmatické membráně není 

z konfokálních snímků u těchto linií příliš dobře patrná, o něco patrnější se zdá být v oblasti 

mezibuněčných přepážek. Rozdíly v lokalizaci linií TR1, TR2 a TR3 očekávané na základě 

literárních podkladů byly stěží zaznamenatelné a jsou diskutovány v kapitole 5.1.2 (Hu et al., 

2013). Lokalizace proteinů u těchto linií se zdá být blízká nezkrácené verzi NtRGS1. U linií 

TR4, TR5, TR6 a TR7 (obrázek 4.4b) se zdá být lokalizace proteinů doplňkem oproti lokalizaci 

proteinů linií TR1, TR2 a TR3, respektive nezkrácené formy proteinu (jakýsi negativní otisk 

vakuoly a ER). Pro lepší zhodnocení lokalizací zkrácených variant proteinu v ER byla do 

pozorování zařazena také buněčná linie BY-2 exprimující GFP se signální sekvencí HDEL 

zajišťující retenci fluorescenčního signálu v ER (příloha, obr. S1 – S18). Tato linie byla laskavě 

poskytnuta Zdeňkem Citem (ÚEB AVČR). 
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  a             b  

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4.4.: Typické rozdíly v lokalizaci zkrácených forem NtRGS1 v kortikální oblasti buněk 

(fluorescence GFP). a – linie overexprimující TR2:GFP s lokalizací v ER (kortikální oblast), 

b – linie TR5:GFP s lokalizací v cytosolu (kortikální oblast). 

 

 

4.2. Vliv dostupnosti živin na buněčnou lokalizaci proteinu 
NtRGS1 

 

Cílem tohoto bloku pokusů bylo zjistit, jaký vliv má aplikace cukrů a dalších živin po 

předchozím hladovění na cytologickou lokalizaci proteinu NtRGS1. Pro tento typ experimentů 

u rostlin se zdá být kultura buněčné suspenzní linie BY-2 vhodným modelovým organismem. 

Poskytuje možnost přímého ošetření buněk sledovanými živinami bez pozadí odpovědi 

komplexního rostlinného organismu. Může tedy vhodně doplnit data získaná na hojně 

využívaném modelu Arabidospsis thaliana. 

 

 

4.2.1. Optimalizace podmínek č. 1 

 

Pro možnost sledování změn v lokalizaci proteinu NtRGS1 v reakci na přítomnost nebo absenci 

sledovaných živin bylo potřeba optimalizovat podmínky kultivace buněk před přidáním 

konkrétní živiny. Protein RGS1 je u rostlin spojován s percepcí D-glukózy, což má způsobovat 

jeho endocytózu z plazmatické membrány (Urano et al., 2012a). Vzhledem k dynamickým 

změnám lokalizace proteinu NtRGS1 během subkultivačního intervalu buněk BY-2 (kapitola 

4.1.2.2.) bylo potřeba nastavit pokusné kultivační podmínky tak, aby „hladové“ buňky (v médiu 
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bez obsahu sledovaných živin) měly protein lokalizovaný v kortikální oblasti buňky 

(plazmatická membrána + ER), což je lokalizace typická pro buňky v exponenciální fázi růstu 

(tedy v médiu s dobře dostupnými živinami; viz, kapitola 4.1.2.2.). Nejprve bylo tedy 

standardně nakultivováno (kapitola 3.2.3) větší množství baněk se suspenzní kulturou buněk 

BY-2 overexprimujících NtRGS1:GFP. Tyto buňky byly ve stáří 7 dní od poslední subkultivace 

(stacionární buňky) sterilně zfiltrovány pomocí filtračního zařízení Nalgene (průměr ok 11 µm) 

za účelem získání na živiny vyčerpaného média. Výchozí stav lokalizace proteinu v těchto 

sedmidenních buňkách byl zdokumentován fluorescenční mikroskopií. Na základě složení 

kultivačního média byly vytipovány základní složky, které by mohly být pro buňky limitující a 

ovlivňovat tak lokalizaci proteinu NtRGS1. Těmito složkami byly fosfor (ve formě KH2PO4), 

dusík (ve formě NH4NO3 a KNO3) a sacharóza, popř. D-glukóza vznikající v kultivačním médiu 

rozštěpením sacharózy. Vyčerpané médium bylo rozděleno do pěti nádob a do každé bylo 

inokulováno definované množství suspenze sedmidenních (stacionárních) buněk (8 ml husté 

suspenze buněk do 24 ml vyčerpaného média) za účelem buňky naředit. Jedna kultivační 

nádoba byla ponechána pro účely kontroly bez přidání jakékoli látky, do zbytku nádob byly 

přidány výše uvedené vytipované látky a to ve formě koncentrovaných zásobních roztoků 

v takovém množství, aby výsledná koncentrace dané látky v médiu odpovídala koncentraci 

v čerstvém kultivačním médiu (upravené MS viz tabulka 3.3.; D-glukóza byla přidána 

v takovém množství, aby výsledná koncentrace v médiu byla 1,5 %). Buňky byly poté 

kultivovány za standardních podmínek (kapitola 3.2.3.). Pro mikroskopickou analýzu 

změn lokalizace proteinu v závislosti na přítomnosti jednotlivých přidaných složek byly 

odebírány vzorky po 12 a 24 hodinách. 

 

 

4.2.1.1. Výsledek optimalizace č. 1 

 

Lokalizace proteinu NtRGS1 byla v uvedených časech vyhodnocena u průměrně 200 buněk na 

variantu. V zásadě se protein vyskytoval ve dvou základních stavech, buďto byl lokalizován 

v kortikální oblasti buňky (plazmatická membrána + ER; obrázek 4.5a) nebo převážně ve 

vakuole (obrázek 4.5b), a v jednom přechodovém stavu, kdy se zdál být signál přítomný 

vyrovnaně jak v kortikální oblasti buňky, tak ve vakuole (obrázek 4.5c). Graf 4.1. vyjadřuje 

procentuální zastoupení buněk, u kterých se protein nacházel v jednom z těchto tří stavů 

v závislosti na době kultivace v přítomnosti doplněné látky. Doplnění vyčerpaného média cukry 

(sacharóza, glukóza) mělo na lokalizaci proteinu předpokládatelný vliv a podíl buněk 
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s proteinem v kortikální oblasti prudce vzrost. Zajímavým zjištěním bylo, že efekt samotného 

ředění buněk, tedy kontrolní varianta, má na lokalizaci proteinu také vliv. Podíl buněk 

s proteinem v kortikální oblasti u této varianty také částečně vzrostl. Z tohoto výsledku se dá 

usuzovat, že pro buňky na konci subkultivačního intervalu je vlivem vysoké denzity buněk 

v médiu limitujícím faktorem také obsah kyslíku. Druhým zajímavým zjištěním byl efekt 

přidání zdroje dusíku. U této varianty po 12 hodinách kultivace protein NtRGS1:GFP lokalizaci 

oproti výchozímu stavu vůbec nezměnil a po 24 hodinách zastoupení buněk s proteinem 

lokalizovaným do kortikální oblasti buňky dosahovalo pouze čtvrtinové hodnoty ve srovnání 

s kontrolní variantou (pouze ředěnou). Zdroj dusíku tedy nebyl pro buňky signálem indukujícím 

obnovení kortikální lokalizace proteinu NtRGS1. Naopak přidání fosforu na lokalizaci proteinu 

do kortikální oblasti buňky vliv mělo. Procentuální zastoupení buněk s proteinem NtRGS1:GFP 

v kortikální oblasti buňky po přidání fosforu prudce stouplo. Toto ošetření se tedy jevilo jako 

vhodné pro další optimalizaci podmínek.  

 

 

     a        b 

 

 

   

 

 

 

 

     c 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4.5.: Typické lokalizace NtRGS1:GFP ve stacionárních buňkách po doplnění živin 

(fluorescence GFP). a – lokalizace v kortikální oblasti, b – lokalizace především ve vakuole, 

c – lokalizace v kortikální oblasti i vakuole. 
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Graf 4.1.: Procentuální zastoupení buněk s proteinem NtRGS1:GFP lokalizovaným buďto 

v kortikální oblasti (modrá), ve vakuole (oranžová) nebo v kortikální oblasti i vakuole (šedá) 

v reakci na ošetření živinami v průběhu kultivace. S – sacharóza, G – glukóza, P – fosfor, N – 

dusík, bez ošetření – buňky naředěné do vyčerpaného média. 

 

 

4.2.2. Optimalizace podmínek č. 2 

 

Na základě výsledků v kapitole 4.2.1. byly pro účely plánovaných pokusů s percepcí cukrů, 

dále optimalizovány pokusné podmínky. Získání vyčerpaného média a inokulace buněk do 

tohoto média proběhla shodně jako v kapitole 4.2.1. Pro účely pozdějších experimentů (kapitola 

4.2.5.) bylo potřeba docílit stavu, kdy co největší podíl buněk má protein NtRGS1 lokalizovaný 

do kortikální oblasti buňky, ale buňky jsou kultivovány v médiu bez obsahu cukrů. Z výsledků 

předchozí optimalizace se zdálo být slibné přidat do vyčerpaného média fosfor. Proto byly pro 

tento pokus zvoleny následující varianty: s přidáním fosforu (stejně jako v kapitole 4.2.1.), s 

přidáním kombinace fosforu a 1/10 D-glukózy (fosfor ve stejné koncentraci jako v kapitole 

4.2.1.; desetinové množství glukózy oproti ošetření samotnou glukózou; výsledná koncentrace 

v médiu 0,15 %), s přidáním D-glukózy (stejně jako v kapitole 4.2.1.) a s přidáním D-fruktózy 

(v množství odpovídající koncentraci výsledné koncentraci v médiu 1,5 %). D-glukóza byla 
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zvolena hlavně jako kontrolní varianta (během první optimalizace vykazovala největší vliv na 

změnu lokalizace proteinu). D-fruktóza byla zvolena, aby se zjistilo, zda má obdobný efekt na 

změnu lokalizace jako D-glukóza, nebo zdali je efekt D-glukózy specifický. Vzorky pro 

mikroskopickou analýzu byly odebrány v čase 0 (výchozí stav) a poté 12, 24 a 48 hodin po 

přidání jednotlivých složek. Mezi odběry byly buňky kultivovány standardním způsobem 

(kapitola 3.2.3.). Ve stejných časech byly také odebrány vzorky média pro stanovení hladiny 

cukrů (kapitola 4.2.4.) a vzorky pro RT-PCR (kapitola 4.2.3.) pro analýzu případných změn 

exprese genů pro Gα a RGS1. 

 

 

4.2.2.1. Výsledek optimalizace č. 2 

 

Hodnocení stavu lokalizace proteinu probíhalo obdobným způsobem jako v kapitole 4.2.1.1. 

Ukázalo se, že pro pozdější experimenty s percepcí cukrů (kapitola 3.2.5.) je nejvhodnější 

kultivovat stacionární (7 denní) buňky ve vyčerpaném médiu s přídavkem fosforu po dobu 

jednoho dne (graf 4.2.). Dále se ukázalo, že přítomnost fruktózy nemá na lokalizaci proteinu 

stejný vliv jako přítomnost D-glukózy. Po 48 hodinách kultivace od přidání fruktózy zastoupení 

buněk s proteinem lokalizovaným v kortikální oblasti buňky klesalo, podobně jako u variant s 

přidáním fosforu nebo kombinace fosforu a 1/10 D-glukózy. U varianty s přidáním D-glukózy 

se zastoupení buněk s proteinem NtRGS1:GFP v kortikální oblasti po 48 hodinách kultivace 

naopak ještě mírně zvýšilo. Reakce buněk na D-glukózu se tedy pro udržení lokalizace proteinu 

v kortikální oblasti buňky zdá být specifická. 
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Graf 4.2.: Procentuální zastoupení buněk s proteinem NtRGS1:GFP lokalizovaným buďto 

v kortikální oblasti (modrá), ve vakuole (oranžová) nebo v kortikální oblasti i vakuole (šedá) 

v reakci na ošetření živinami v průběhu kultivace. G – glukóza, P – fosfor, P+1/10G – 

kombinace fosforu a desetinové koncentrace glukózy, F - fruktóza. 

 

 

4.2.3. Exprese genů NtRGS1 a NtGPA1 v reakci na dodání živin do média 

 

Aby byly získány informace o tom, zda buňky na pokusné podmínky (jednotlivá ošetření) 

popsané v kapitole 4.2.2. reagují i změnou exprese genu NtRGS1 nebo jeho interaktoru NtGPA1 

(gen pro Gα podjednotku heterotrimerního G-proteinu), byla za těchto podmínek kultivována i 

netransformovaná linie BY-2. Dále byla pro pokus za stejných podmínek, ovšem bez variant 

ošetření fruktózou a kombinací fosforu a 1/10 glukózy, kultivována i linie overexprimující 

NtGPA1:GFP (laskavě poskytnuta školitelem dr. Miroslavem Srbou). U linie overexprimující 

NtRGS1:GFP byla sledována exprese genu pro Gα podjednotku (NtGPA1), s otázkou, zda 

overexprese genu pro regulátor nějak ovlivňuje expresi genu pro Gα podjednotku. U 

netransformované linie BY-2 bylo možné za pokusných podmínek porovnávat nativní expresi 

obou interních genů NtRGS1 a NtGPA1. U linie overexprimující NtGPA1:GFP byla s obdobnou 

otázkou jako u linie overexprimující NtRGS1:GFP (ovlivnění exprese genu pro interakční 

protein) sledována exprese genu NtRGS1. Vzorky pro izolaci RNA a následnou 

semikvantitativní RT-PCR (kapitola 3.5.4.) byly u všech linií a variant ošetření vybranými 
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látkami (varianty ošetření viz kapitola 4.2.2.) odebírány ve shodné časy jako vzorky pro 

mikroskopickou analýzu lokalizace proteinu NtRGS1:GFP a pro kontrolní stanovení hladiny 

cukrů v médiích (tedy v časech 0, 12, 24 a 48 hodin; kapitola 4.2.2. respektive 4.2.4.). Konkrétní 

podmínky amplifikace jednotlivých genů ze získané cDNA jsou uvedeny v tabulce 3.16. 

 

 

4.2.3.1. Výsledky semikvantitativní RT-PCR 

 

Výsledky semikvantitativní RT-PCR jsou vyjádřeny pomocí kombinovaných grafů s výsledky 

analýzy hladiny cukrů v médiích. Trendy exprese genů NtRGS1a NtGPA1 jsou vyjádřeny 

křivkami o bezrozměrných hodnotách a jejich vzájemná pozice na grafu neodráží vzájemný 

poměr hladiny transkriptů těchto genů. Smyslem těchto křivek je vyjádřit poklesy nebo nárůsty 

v expresi každého z genů v průběhu času na pozadí konkrétních podmínek v pokusném médiu 

(podmínky vyjádřeny sloupci viz kapitola 4.2.4.1.). 

 Z naměřených dat vynesených v grafech 4.3., 4.4. a 4.5. se zdá, že hladina exprese genu 

NtRGS1 je u netransformované linie BY-2 i u linie overexprimující NtGPA1:GFP během 

experimentálních ošetření relativně stabilní. Přesto, že je patrná určitá dynamika exprese, 

maximální zjištěná hodnota exprese genu NtRGS1 je na úrovni 2-3 násobku minimální hodnoty. 

Naopak hladina exprese genu NtGPA1 u buněk netransformované linie BY-2 i buněk 

overexprimujících NtRGS1:GFP během experimentálních ošetření kolísá znatelně více. 

Maximální zjištěná hodnota exprese se pohybuje v hodnotách 14 - 45 násobku minimální 

hodnoty. Výjimkou je varianta buněk overexprimujících NtRGS1:GFP ošetřených glukózou, u 

kterých byla hladina exprese genu NtGPA1 stabilně na nízké úrovni. Minimální  - bazální 

hladiny exprese NtGPA1 jsou přitom velmi vyrovnané mezi všemi porovnávanými variantami. 

Z naměřených hodnot je také patrné, že hladovějící stacionární buňky netransformované linie 

mají znatelně vyšší expresi NtGPA1 oproti buňkám overexprimujícím NtRGS1:GFP. Zřejmě i 

důsledkem toho buňky netransformované linie BY-2 reagovaly na experimentální ošetření 

dočasným poklesem exprese genu NtGPA1, zatímco buňky linie overexprimující NtRGS1:GFP 

reagovaly spíše dočasným nárůstem exprese genu NtGPA1. 
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Graf 4.3.: Trendy exprese genů NtGPA1 a NtRGS1 (křivkami) u netransformované buněčné 

linie BY-2 na pozadí obsahu cukrů v kultivačních médiích (sloupci). a – buňky ošetřené 

glukózou, b – buňky ošetřené fruktózou, c – buňky ošetřené fosforem, d – buňky ošetřené 

kombinací fosforu a 1/10 koncentrací glukózy. G – glukóza, F – fruktóza, S – sacharóza, 

Ga – gen NtGPA1, RGS – gen NtRGS1. 
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Graf 4.4.: Trendy exprese genu NtGPA1 (křivkou) u buněčné linie overexprimující 

NtRGS1:GFP na pozadí obsahu cukrů v kultivačních médiích (sloupci). a – buňky ošetřené 

glukózou, b – buňky ošetřené fruktózou, c – buňky ošetřené fosforem, d – buňky ošetřené 

kombinací fosforu a 1/10 koncentrací glukózy G – glukóza, F – fruktóza, S – sacharóza, 

Ga – gen NtGPA1. 
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Graf 4.5.: Trendy exprese genu NtRGS1 (křivkou) u buněčné linie overexprimující 

NtGPA1:GFP na pozadí obsahu cukrů v kultivačních médiích (sloupci). a – buňky ošetřené 

glukózou, b – buňky ošetřené fosforem. G – glukóza, F – fruktóza, S – sacharóza, RGS – gen 

NtRGS1. 
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4.2.4. Hladiny cukrů v pokusných kultivačních médiích 

 

Přestože byly cukry aplikovány v definovaném množství, byla provedena paralelní zpětná 

analýza cukrů obsažených v médiu experimentálních variant. Cílem tohoto měření bylo ověřit 

správnost nastavení experimentálních podmínek (koncentrace aplikovaných živin) 

v experimentu kap. 4.2.3., ověřit (ne)přítomnost zbytkových cukrů z předchozí kultivace 

(glukóza / fruktóza / sacharóza) a dále stanovit průběh utilizace cukrů studovanou kulturou. 

Vlastní analýzu hladiny cukrů provedla Laboratoř studia regulačních faktorů morfogeneze 

rostlin KERB PřF UK viz kapitola 3.8.  

 

Výsledky analýzy jsou znázorněny pomocí grafů 4.3. – 4.5. Dynamika hladin cukrů 

v médiích jednotlivých pokusných variant (ošetření viz kapitola 4.2.2.; pokusné linie viz 

kapitola 4.2.3.) je vyjádřena v grafech pomocí sloupců. Grafy jsou kombinovány s výsledky 

exprese genů NtRGS1 a NtGPA1 (kapitola 4.2.3.). 

U vzorků odebraných ve výchozím stavu u netransformované linie BY-2 (graf 4.3.) a u linie 

overexprimující NtRGS1:GFP (graf 4.4.) je patrné, že hladina sledovaných cukrů (sacharóza, 

glukóza a fruktóza) je nulová (zcela vyčerpané médium). U vzorků odebraných ve výchozím 

stavu u linie overexprimující NtGPA1:GFP je patrný obsah zbytkové fruktózy (graf 4.5.).  

Dále je z výsledků analýzy patrná utilizace dodaných cukrů buňkami v čase ve 

všech médiích, kam byly cukry dodány. Výsledky analýzy doplňují optimalizované podmínky 

(kapitola 4.2.2.1.) pro pokusy s percepcí cukrů (kapitola 4.2.5.) o přesné hladiny cukrů 

v médiích. Podporují tak vhodnost kultivace stacionárních buněk před „cukernými pokusy“ 24 

hodin ve vyčerpaném médiu s přidáním fosforu. Takto kultivované buňky mají protein NtRGS1 

lokalizovaný v kortikální oblasti, zatímco v médiu není přítomen žádný ze sledovaných cukrů 

(sacharóza, glukóza, fruktóza). Varianta s přidáním kombinace fosforu a 1/10 D-glukózy by 

také mohla být vhodná pro použití při „cukerných pokusech“, protože po 24 hodinách je již 

všechna glukóza buňkami z média spotřebována, nicméně celkový efekt na lokalizaci proteinu 

NtRGS1:GFP (graf 4.2.) se nejeví jako příliš rozdílný od varianty s přidáním samotného 

fosforu. Pro získání vyhladovělých buněk pro „cukerné pokusy“ se tedy jeví jako vhodnější 

ošetřit buňky pouze fosforem. 
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4.2.5. Analýzy změn lokalizace TR3:GFP a NtRGS1:GFP u hladovějících buněk v reakci 

na dodání cukrů č. 1 

 

Výše popsané optimalizované podmínky byly využity (kapitola 4.2.2.1.) pro experiment, který 

měl ověřit význam C-terminální domény (místo pro regulační fosforylaci proteinu) 

v endocytóze proteinu NtRGS1 a změny jeho lokalizace v reakci „vyhladovělých“ buněk na 

přidání D-glukózy. Recentně publikované práce popisují tvorbu tělísek bohatých na 

fluorescenčně značený protein AtRGS1 po aplikaci cukrů. Tato tělíska jsou v dané literatuře 

označována jako „váčky“ přestože na základě jejich velikosti se nedá s jistotou tvrdit, že se 

jedná o primární endocytotické váčky. Je možné se domnívat, že se jedná až o sekundární útvary 

vzniklé agregací primárních váčků, které přesto dokládají proces endocytózy proteinu NtRGS1. 

Pro lepší přehlednost textu byla přejata zjednodušená terminologie daných publikací a 

pozorované útvary jsou dále označovány pouze jako „váčky“ (Chen et al., 2014; Phan et al., 

2012; Urano et al., 2012a). 

Pro účel pokusu byly tedy předem napěstovány buňky overexprimující NtRGS1:GFP a 

buňky overexprimující TR3:GFP (NtRGS1 bez úseku kódujícího C- terminální doménu) do 

stacionární fáze (stáří 7 dní), poté byly tyto buňky kultivovány 1 den na vyčerpaném médiu 

s přidáním fosforu (ve formě KH2PO4 v množství, aby koncentrace odpovídala čerstvému 

upravenému MS médiu viz tabulka 3.3.). Z takto kultivovaných buněk byla pořízena data na 

konfokálním mikroskopu jakožto stav před přidáním cukrů. Poté byly od obou linií vždy 

vytvořeny 2 varianty, a to jedna s přidáním D-glukózy (výsledná koncentrace v médiu 1,5 %) 

a druhá s přidáním fruktózy (rovněž výsledná koncentrace v médiu 1,5 %). Takto ošetřené 

buňky byly kultivovány 30 minut v přítomnosti přidaných cukrů a následně byla pořízena další 

konfokální obrazová data s cílem zachytit případné váčky, vzniklé cukerným ošetřením. 

Z pořízených dat bylo poté pomocí softwaru NIS Elements (verze 3.1.) spočteno množství 

váčků (kapitola 3.7.1.), které se nacházely ve snímané rovině v jednotlivých buňkách. 
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4.2.5.1. Výsledek cukerných ošetření buněk č. 1 

 

Z dat nasnímaných před cukerným ošetřením buněk je patrné (graf 4.6.), že u linie 

overexprimující nezkrácenou verzi proteinu (NtRGS1:GFP) je množství váčků již v tomto 

výchozím stavu výrazně vyšší než u linie overexprimující verzi proteinu bez C-terminální 

domény (TR3:GFP). Buňky linie NtRGS1:GFP reagovaly na ošetření glukózou zvýšenou 

tvorbou váčků, jejich počet se oproti výchozímu stavu takřka zdvojnásobil (obrázek 4.6a). 

Buňky téže linie ošetřené fruktózou reagovaly také zvýšenou tvorbou váčků, nicméně počet 

váčků, v porovnání s buňkami ošetřenými glukózou, nedosáhl tak vysoké hodnoty. Buňky linie 

TR3:GFP na ošetření ani jedním z cukrů významně nereagovaly změnou tvorby váčků (obrázek 

4.6b). Počet váčků byl celkově u této linie velmi nízký nebo žádný. Kompletní obrazová 

dokumentace viz příloha, obr. S20. 

 

 

 

Graf 4.6.: Průměrné počty váčků v rámci snímaného řezu v jedné buňce před a po aplikaci 

cukrů. Varianta se stacionárními buňkami ve vyčerpaném médiu doplněném o fosfor. NtRGS1 

– linie overexprimující NtRGS1:GFP, TR3 – linie overexprimující zkrácený konstrukt 

TR3:GFP. Chybové úsečky vyznačují interval spolehlivosti pro hladinu významnosti α = 0,05. 
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Obr. 4.6.: Internalizace NtRGS1:GFP a TR3:GFP u hladovějících buněk 30 min. po ošetření 

glukózou (fluorescence GFP). a – linie overexprimující NtRGS1:GFP s váčky, b – linie 

overexprimující TR3:GFP bez váčků, c – detail váčků (zvýrazněny šipkami) u linie 

overexprimující NtRGS1:GFP, d – detail linie overexprimující TR3:GFP bez váčků 
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4.2.6. Analýzy změn lokalizace TR3:GFP a NtRGS1:GFP u hladovějících buněk v reakci 

na dodání cukrů č. 2 

 

Tento pokus byl proveden se stejnými liniemi jako „cukerný“ pokus č. 1 (kapitola 4.2.5.) s tím 

rozdílem, že buňky, oproti pokusu č. 1 (kapitola 4.2.5.), které se nechávaly vyhladovět kultivací 

24 hodin v médiu bez obsahu cukrů nebyly ve stacionární fázi růstu, ale ve fázi exponenciální. 

Tento rozdíl byl do pokusu zařazen se záměrem zjistit, zda odlišný fyziologický stav buněk 

(exponenciální fáze růstu) ovlivňuje cukry indukovanou tvorbu váčků. Další rozdíl v tomto 

pokusu byl, že vyčerpané médium bylo pokusně nahrazeno čerstvým upraveným MS médiem 

(tabulka 3.3.), které bylo připraveno bez obsahu sacharózy (z dříve provedených pokusů na 

školícím pracovišti je známa velká tolerance buněk BY-2 k osmotickému stresu, a tak byl tento 

aspekt během pokusu zanedbán). Toto médium bylo zvoleno proto, že buňky v exponenciální 

fázi růstu mají protein NtRGS1:GFP lokalizovaný v kortikální oblasti buňky (kapitola 4.2.2.), 

a není proto potřeba buňky nijak ošetřovat s cílem lokalizaci měnit. Navíc se při použití 

takovéhoto čerstvě připraveného média docílí standardnějších pokusných podmínek, než 

v případě použití média vyčerpaného (kapitola 4.2.5.). Pořízení dat konfokální mikroskopií, 

experimentální ošetření D-glukózou a fruktózou a následné vyhodnocování pořízených dat 

probíhalo stejně jako při pokusu č. 1 v kapitole 4.2.5. 

 

 

4.2.6.1. Výsledek cukerných ošetření buněk č. 2 

 

Z výsledků pořízených při tomto pokusu se zdá (graf 4.7.), že fyziologický stav buněk nehraje 

na tvorbu váčků významnější roli. Naměřená data, o počtu váčků i míře jejich tvorby, v reakci 

na ošetření jednotlivými cukry, byla u obou linií v podstatě shodná s daty pořízenými při pokusu 

č. 1 (kapitola 4.2.5.1.). 
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Graf 4.7.: Průměrné počty váčků v rámci snímaného řezu v jedné buňce před a po aplikaci 

cukrů. Varianta s exponenciálními buňkami v čerstvém upraveném MS médiu připraveném bez 

sacharózy. NtRGS1 – linie overexprimující NtRGS1:GFP, TR3 – linie overexprimující 

zkrácený konstrukt TR3:GFP. Chybové úsečky vyznačují interval spolehlivosti pro hladinu 

významnosti α = 0,05. 

 

 

4.3. Analýza růstové dynamiky transgenních linií 

 

Cílem pokusů bylo zjistit, zda overexprese genu NtRGS1 nebo NtGPA1 ovlivňuje růstové 

parametry buněčných linií tabáku BY-2. Overexpresí jednoho z genů by mohl být narušen 

stechiometrický poměr vzniklých proteinů v buňce. Interakce těchto proteinů se zdá být ve 

světle aktuální literatury významná ve spouštění signalizace heterotrimerními G-proteiny 

(Urano et al., 2012a, Urano et al., 2013). Vzhledem k tomu, že G-proteinová signalizace je 

zapojena do řady procesů včetně proliferace a diferenciace buněk, mohly by linie buněk 

s narušenou stechiometrií těchto proteinů vykazovat pozměněné růstové parametry. Navíc i 

z výše uvedených analýz exprese plyne, že v reakci na změnu podmínek dochází k prudkým 

změnám exprese genu NtGPA1. Při běžném pozorování byl zaznamenán u kalusů čerstvě 

transformovaných linií overexprimujících NtGPA1:GFP rychlejší růst než u kontrolní linie BY-

2 a naopak u suspenzních kultur linií overexprimujících NtRGS1:GFP byl pozorován pomalejší 
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nástup růstu po subkultivaci výrazně senescentních buněk (10 a více dní) v porovnání 

s kontrolní linií BY-2. 

Pro tyto pokusy byly tedy zvoleny transformované linie BY-2 overexprimující 

NtRGS1:GFP, NtGPA1:GFP, kontrolní netransformovaná linie BY-2 a jako rozšiřující varianta 

i linie overexprimující regulátor G-proteinové signalizace z Arabidopsis, tedy AtRGS1:GFP, 

která byla laskavě poskytnuta školitelem dr. Miroslavem Srbou. Pro zjištění, zda overexprese 

jednoho z genů ovlivňuje růst linie spíše v reakci na naředění či v souvislosti s „reaktivací“ 

senescentních buněk po jejich subkultivaci, byly pro účel pokusu nasazeny od každé linie 2 

varianty. Varianta limitním způsobem naředěná, a druhá varianta standardně naředěných 

pokročile senescentních buněk. Limitně naředěná varianta byla zaočována 0,25 ml 

sedmidenních buněk do 35 ml upraveného MS média (tabulka 3.3.). Senescentní varianta byla 

nasazena 0,5 ml čtrnáctidenních buněk do 35 ml upraveného MS média. Takto nasazené 

pokusné kultury byly mezi odběry pro jednotlivá měření kultivovány za standardních podmínek 

(kapitola 3.2.3.). Nejprve byl změřen výchozí stav (čas 0) a poté stav po 2, 4, 6 a 7 dnech 

kultivace. Měření denzity buněk probíhalo pomocí fluorescenčního mikroskopu a počítací 

Fuchs-Rosenthalovy komůrky (kapitola 3.6.1.), následné poloautomatické zpracování dat 

probíhalo v programu NIS Elements (verze 3.1.; kapitola 3.7.1.). 

Pro stanovení míry exprese genů NtRGS1 a NtGPA1 byly během tohoto pokusu ještě 

odebrány vzorky pro izolaci RNA od linií overexprimujících NtRGS1:GFP, NtGPA1:GFP a od 

netransformované linie BY-2. Tyto vzorky byly odebrány v časech 0, 4 a 6 (dny). Výchozí stav, 

tedy čas 0, byl pro účely izolace RNA odebrán 4 hodiny po nasazení buněk do čerstvého média, 

aby míra exprese genů odpovídala reakci buněk na čerstvé médium.  

U linií, u kterých byly odebrány vzorky pro izolaci RNA, byl rovněž stanoven mitotický 

index (kapitola 3.6.2.) v časech 0, 2, 4 a 6 (dny), aby bylo možné dát do kontextu míru exprese 

genů a dělivost buněk v daném čase. 

 

 

4.3.1. Výsledky růstové dynamiky transgenních linií 

 

Výsledky růstové dynamiky transgenních linií jsou vyjádřeny pomocí grafů, kde osa X je 

vyjádřena v logaritmickém měřítku. Naměřená data konečné denzity buněk limitně ředěné 

varianty byla statisticky vyhodnocena dvouvýběrovým T-testem na 5% hladině významnosti. 

Při porovnání získaných dat u sedmidenních buněk (graf 4.8a), které byly pro účel pokusu 

nadstandardně ředěny, se mezi jednotlivými liniemi v průběhu růstu nezdá být příliš velký 



79 
 

rozdíl ve tvaru růstové křivky. Rozdílná je ovšem denzita buněk na konci subkultivačního 

intervalu. Linie overexprimující gen NtGPA1:GFP vykazovala signifikantně vyšší konečnou 

denzitu buněk oproti netransformované linii BY-2 (p = 0,000) a naopak linie overexprimující 

NtRGS1:GFP vykazovala denzitu buněk nižší (p = 0,000). V absolutních číslech se jedná o 

významné rozdíly. Počet buněk přepočtený na objem jednoho mililitru média v sedmém dni 

dosahoval u kontrolní linie BY-2 přibližně 3,5 * 106 buněk, u linie overexprimující 

NtGPA1:GFP přibližně 4,4 * 106 a u linie overexprimující NtRGS1:GFP přibližně 2,7 * 106. 

 U varianty čtrnáctidenních, výrazně senescentních buněk (viz graf 4.8b) je patrné, že u 

buněk linie overexprimující gen NtGPA1:GFP se schopnost regenerovat blíží kontrolní 

netransformované variantě. Linie overexprimující gen NtRGS1:GFP má tuto regeneraci zřejmě 

částečně opožděnou. 

 

  a             b 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 4.8.: Vliv zvýšené exprese NtGPA1 a RGS1 na růstové křivky suspenzních kultur. A - 

kultury zaočkované limitně ředěným inokulem b -  kultury zaočkované pokročile senescentními 

buňkami BY-2 – kontrolní buněčná linie BY-2, NtGPA1 – linie overexprimující NtGPA1:GFP, 

AtRGS1 – linie overexprimující AtRGS1:GFP, NtRGS1 – linie overexprimující NtRGS1:GFP. 

Počty buněk v logaritmické škále. 
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Výsledky exprese genů NtRGS1 a NtGPA1 u sledovaných linií (BY-2; 

35S::NtRGS1:GFP; 35S::NtGPA1:GFP) jsou vyjádřeny pomocí kombinovaných grafů (graf 

graf 4.9.), kde křivky znázorňují trend exprese (obdobně jako v kombinovaných grafech 

v kapitole 4.2.3.1.) v bezrozměrných hodnotách, smyslem je opět pouze vyjádřit nárůst nebo 

pokles exprese jednotlivých genů (křivka na grafu pozičně výš, nevyjadřuje silnější expresi 

genu). Sloupci je v těchto grafech znázorněn mitotický index. Míra exprese byla sledována 

pouze v časech 0, 4 a 6 dní, kdežto mitotický index byl pro lepší představu jeho průběhu doplněn 

ještě měřením v čase 2 dny. 

  Hladina exprese genu NtRGS1 vykazovala u buněk netransformované linie BY-

2 mírný dočasný pokles po čtvrtém dni kultivace (graf 4.9a). U linie overexprimující gen 

NtGPA1:GFP byl pokles exprese genu NtRGS1 během kultivace výraznější a stabilnější (graf 

4.9c). Hladina exprese genu NtGPA1 u linie BY-2  po čtvrtém dni kultivaci vykazovala silnější 

pokles oproti výchozímu stavu a jen velmi slabý opětovný nárůst po šestém dni kultivace (graf. 

4.9a). Exprese genu NtGPA1 u linie overexprimující NtRGS1:GFP (graf 4.9b) vykazovala 

velmi podobný trend jako u kontrolní netransformované linie BY-2. 

 Mitotický index dosahoval z provedených měření nejvyšší hodnoty po dvou dnech 

kultivace buněk u všech sledovaných linií. Linie overexprimující NtGPA1:GFP vykazovala 

celkově vyšší hodnoty mitotického indexu (graf 4.9c) v porovnání s kontrolní linií BY-2 (graf 

4.9a). Naopak u linie overexprimující NtRGS1:GFP (graf 4.9b) byly naměřeny celkové 

hodnoty mitotického indexu v porovnání s linií BY-2 nižší. 
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Graf 4.9.: Trendy exprese genů NtGPA1 a NtRGS1 (křivkami) a naměřené hodnoty mitotického 

indexu (sloupci) a - u buněk linie BY-2, b - u buněk linie overexprimující NtRGS1:GFP, c - u 

buněk linie overexprimující NtGPA1:GFP. 

 

 

4.4. Konstrukt NtRGS1:EOS 

 

Z předchozího pozorování dynamické změny lokalizace proteinu NtRGS1:GFP v průběhu 

subkultivačního intervalu (kapitola 4.1.2.2.) vznikla otázka, zda je protein po expresi 

sekretován vždy do kortikální oblasti buňky a odtud následně u stacionárních buněk 

transportován k  degradaci do vakuoly, nebo zda je do vakuoly sekreční dráha proteinu u 

stacionárních buněk rovnou přesměrována. Další otázka vznikla při pozorování vzniku 

endocytovaných váčků při ošetření D-glukózou (kapitoly 4.2.5. a 4.2.6.; Urano et al., 2012a). 

Zda tyto váčky po endocytóze splývají s vakuolou pro pravděpodobnou degradaci proteinu, 

nebo zda tyto váčky zpětně putují do kortikální oblasti buňky, kde by mohly splývat 

s plazmatickou membránou a protein by tak mohl být dále využíván pro buněčnou signalizaci. 

Za účelem zodpovězení těchto otázek byl vytvořen konstrukt proteinu NtRGS1 fúzně 

značený fotokonvertibilním proteinem EOS. Protein EOS v základním stavu při excitaci 
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modrým světlem emituje zelený fluorescenční signál (obdobně jako GFP). Pokud se ovšem 

tento protein vystaví dočasně UV záření (maximální účinnost fotokonverze při vlnové délce 

390 nm) dojde ke změně jeho konformace (fotokonverzi), což způsobí ztrátu emise zeleného 

fluorescenčního signálu při excitaci modrým světlem a naopak vzroste emise červeného signálu 

při excitaci zeleným světlem (obdobně jako mCherry). Různobarevně značený protein tak 

umožní sledovat osud konkrétní populace molekul, která bude označena in situ v buňce 

fotokonverzí. 

 

 

4.4.1. Příprava konstruktu NtRGS1:EOS 

 

Pro přípravu konstruktu NtRGS1:EOS byly nejprve navrženy primery (EOS-zacatek a EOS-

konec; tabulka 3.13.) pro PCR amplifikaci fragmentu EOS z plazmidové DNA (tabulka 4.4.), 

která mi byla laskavě poskytnuta dr. Ivanem Kulichem. Následně byl fragment zaligován do 

vektoru pDrive (tabulka 3.11.) a zmnožen pomocí E. coli. Plazmid byl vyizolován (kapitola 

3.4.1.) a po ověření správnosti genu sekvenací (kapitola 3.4.8.), byl fragment EOS vyštěpen 

(tabulka 3.9.). Vzhledem k tomu, že byl na školícím pracovišti dostupný vektor pGreen nesoucí 

fragment NtRGS1:GFP (laskavě poskytnut školitelem dr. Miroslavem Srbou), bylo při tvorbě 

konstruktu nejsnadnějším řešením vyštěpit z něho fragment DNA kódující fluorescenční 

protein GFP (tabulka 3.10.) a do takto připraveného vektoru na místo původního GFP zaligovat 

(tabulka 3.11.) fragment EOS. Takto připravený konstrukt byl následně vnesen do buněk 

buněčné linie tabáku BY-2 pomocí transformace zprostředkované Agrobacteriem tumefaciens. 

 

Tabulka 4.4.: Amplifikace fragmentu EOS 

 teplota  čas v minutách 

1. predenaturace 94 °C 3:00 

2. denaturace 94 °C 0:30 

3. „annealing“ (nasedání) 55 °C 0:40 

4. elognace (syntéza) 72 °C 1:00 

5. konzervace (chlazení) 4 °C ∞  

počet cyklů (opakování kroků 2-4): 22 
 



83 
 

4.4.2.  Optimalizace podmínek pro využití konstruktu NtRGS1:EOS 

 

Během optimalizace podmínek pro využití připraveného konstruktu NtRGS1:EOS v pokusech, 

které by mohly poskytnout odpověď na výše uvedené otázky, se vyskytly některé doposud 

nevyřešené problémy. Pro zjištění, zda je u stacionárních buněk cíl sekreční dráhy přesměrován 

z kortikální oblasti buňky do vakuoly by bylo potřeba fotokonvertovat všechny proteiny 

NtRGS1:EOS ve větším množství buněk, aby bylo možné posléze sledovat, kde bude po určité 

době kultivace v buňkách přibývat zelený signál. Doposud se podařilo fotokonvertovat proteiny 

pouze u malého počtu buněk pomocí fluorescenční mikroskopie, zdá se, že pro fotokonverzi je 

potřeba velmi intenzivního zdroje světla (zaostřená rovina osvíceného preparátu v mikroskopu). 

Takto intenzivního zdroje UV záření mimo mikroskop se prozatím nepodařilo dosáhnout. Pro 

účel fotokonverze proteinu NtRGS1:EOS u většího počtu buněk bude potřeba využít jiného 

přístrojového vybavení. Během mikroskopie byla pro účely prezentace v této práci pořízena 

alespoň data dokládající funkčnost fotokonvertibilního konstruktu exprimovaného v buňkách 

BY-2 (obrázek 4.7.). Pro plánované experimenty bude potřeba další optimalizace pokusných 

podmínek. 
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Obr. 4.7: Dokumentace procesu fotokonverze proteinu NtRGS:EOS ve stacionární kultuře 

BY-2. a – výchozí stav – excitace modrým světlem, b – výchozí stav – excitace zeleným 

světlem, c – fotkonverze UV světlem, d – stav po konverzi – excitace modrým světlem, 

e – stav po konverzi – excitace zeleným světlem.  
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5. Diskuze 

 

5.1. Význam domén proteinu NtRGS1 na jeho buněčnou lokalizaci 

 

Jedním z cílů práce bylo zjistit, jaký význam mají vytipované části proteinu NtRGS1 na jeho 

buněčnou lokalizaci. Pro tento účel bylo připraveno 7 zkrácených verzí genu NtRGS1, které 

byly pro snadnou vizualizaci fúzovány s GFP. Vzhledem k tomu, že protein NtRGS1 zřejmě 

hraje zásadní roli při regulaci G-proteinové signalizace (Johnston et al., 2007; Urano et al., 

2012a; Urano et al., 2012b), mohlo by pochopení zákonitostí a procesů vedoucích ke změnám 

v jeho lokalizaci pomoci při odhalování některých jeho fyziologických funkcí. V době, kdy 

byly zkrácené konstrukty vytvářeny, existovala představa o úloze pouze dvou základních 

domén proteinu, práce Hu et al. (2013) detailně charakterizující význam jednotlivých domén 

proteinu AtRGS1 ještě nebyla publikována. 

 

 

5.1.2. Základní cytologická analýza 

 

Při porovnání buněčné lokalizace všech vytvořených zkrácených konstruktů je patrné, že pro 

nativní (fyziologicky korektní) lokalizaci proteinu NtRGS1 je klíčová oblast transmembránové 

domény. Tato skutečnost je v souladu s popsanou předpokládanou strukturou proteinu (Chen et 

al., 2003). Zkrácené konstrukty, které tuto doménu obsahují (TR1, TR2, TR3), vykazují při 

běžné fluorescenční mikroskopii srovnatelnou lokalizaci s nezkrácenou verzí proteinu a 

nalézají se v kortikální oblasti exponenciálně rostoucích buněk. U linií overexprimujících 

značené zkrácené konstrukty bez této domény (TR4, TR5, TR6, TR7) se signál vyskytuje volně 

v cytoplazmě a v jádře.  

Na základě publikovaných dat o významu domén u homologního proteinu AtRGS1 (Hu 

et al., 2013), by měl být u linie exprimující TR1:GFP pozorován signál pouze v ER vlivem 

absence exportního signálu z ER. U linie exprimující TR2:GFP by měl být signál pozorován 

v Golgiho aparátu a u linie exprimující TR3:GFP by měla být lokalizace signálu v plazmatické 

membráně. Podle provedené mikroskopie však nebyly mezi liniemi TR1, TR2 a TR3 

pozorovány jednoznačné a nezpochybnitelné rozdíly v lokalizaci signálu a to ani v porovnání 

s nezkrácenou verzí proteinu NtRGS1:GFP. Nedá se ovšem ani zcela vyloučit, že v buňkách 
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BY-2 nedochází u zkrácených verzí proteinu ke správnému sbalení, a tak by mohly být proteiny 

zadrženy v ER (Sitia & Braakman, 2003). Pro ověření a analýzu nepatrných nuancí v lokalizaci 

(jako je kontinuita signálu v oblasti odpovídající plasmatické membráně) by bylo třeba připravit 

dvojité transformanty exprimující marker pro ER/Golgi + studovaný protein v různých barvách 

případně využít příslušných cytologických markerů a provést analýzu obrazu a překryvu obou 

lokalizací. 

 Zkrácené verze TR4,TR5 a TR7 jsou vždy kombinací pouze RGS domény buďto s C-

terminálním koncem proteinu, nebo s konzervovanou doménovou spojkou. Konstrukt TR6 

kóduje samotnou RGS doménu. Mezi zkrácenými verzemi proteinu bez transmembránové 

domény (TR4 - TR7) ani detailnější konfokální mikroskopie neukázala žádné rozdíly. 

Molekuly těchto proteinů jsou díky absenci transmembránové domény zřejmě akumulovány 

přímo v cytosolu. Vlivem této nepatřičné lokalizace a absence extracelulárních smyček velmi 

pravděpodobně nedokážou varianty TR4 - TR7 zastávat svou předpokládanou funkci v percepci 

D-glukózy a regulaci Gα (Urano et al., 2012a). 

 

 

5.1.3. Změny lokalizace v průběhu subkultivačního intervalu 

 

Cílem pokusu bylo zjistit, co ovlivňuje dynamickou změnu lokalizace proteinu NtRGS1:GFP 

v průběhu subkultivačního intervalu. V exponenciální fázi růstu, byl pozorován signál v ER a 

v oblasti plazmatické membrány. U buněk ve stacionární fázi byl detekován silný signál GFP 

uvnitř vakuoly. Přechod lokalizace signálu GFP do vakuoly, obdobný jako u stacionárních 

buněk, byl pozorován i u exponenciálních buněk, které se nechaly 15 hodin kultivovat bez 

třepání, tedy byly vystaveny hypoxickému prostředí. Dá se tedy předpokládat, že takováto 

změna lokalizace je zřejmě nespecifickým jevem, odrážejícím celkový fyziologický stav buněk. 

Pozorované změny lokalizace v průběhu subkultivačního intervalu jsou pravděpodobně 

způsobeny přepnutím buňky do „spořícího režimu“ za situace s omezenými zdroji živin a 

energie. Proteiny z ER mohou být v některých případech konstitutivně posílány k degradaci ve 

vakuole (Tamura et al., 2004). Pokud se buňka vyskytuje v prostředí s dostupnými živinami 

(exponenciální fáze), proteiny mohou být sekreční drahou posílány na správná místa určení, a 

proto se signál jeví silnější  v kortikální oblasti buňky. Do vakuoly jsou posílány především 

špatně sbalené proteiny zadržené v ER. V podmínkách limitních na živiny (stacionární buňky) 
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či energii (hypoxie) zřejmě buňka přesměrovává většinu proteinů ze sekreční dráhy přímo do 

vakuoly (Toyooka et al., 2006) bez ohledu na správnost jejich sbalení.  

Dalším možným vysvětlením pozorovaných změn lokalizace proteinu během 

subkultivačního intervalu by mohly být rozdíly v rychlosti degradace proteinů ve vakuole, za 

situace, kdy by buňka trvale odváděla část vznikajícího NtRGS:GFP nejen na místo určení, ale 

i do vakuoly. Při dostupnosti živin a kyslíku by buňka dokázala proteiny ve vakuole štěpit 

vysokou rychlostí. Signál by tak byl viditelný jen v místech nativní lokalizace. Naopak za 

situace na živiny limitní by mohl být proces degradace zpomalen, a proteiny (signál) by se tak 

hromadily ve vakuole. Byť se toto vysvětlení zdá paradoxní, tak v souladu s ním u hladovějících 

stacionárních buněk je signál GFP ve vakuole stabilní, ale rychle mizí po dodání cukrů, fosforu 

či kyslíku (degradace ale není spuštěna dodáním dusíku, viz dále). 

Interpretace založené na základě pozorovaného signálu GFP mohou být však částečně 

arteficiální. Protein GFP je velmi stabilní molekulou (Sheen et al., 1995; Yang et al., 1997). A 

tak například rychlost štěpení vlastního sledovaného proteinu může probíhat s jinou dynamikou 

než štěpení jeho GFP „značky“. Zelený signál se tak může hromadit i v případě, že vlastní 

sledovaný protein fúzovaný s GFP je již degradován. 

Pro odhalení zákonitostí dějů spojených se změnami lokalizace proteinu NtRGS1:GFP, 

byl vytvořen konstrukt NtRGS1:EOS. EOS je fluorescenční protein, u kterého je možné 

fotokonverzí UV zářením (způsobujícím konformační změnu fluoroforu) změnit jeho emisní 

(ze zeleného na červenou) i excitační (z modré na zelenou) spektrum. Pro představu, zda je u 

senescentních buněk přesměrována expresní dráha z ER rovnou do vakuoly by mohla posloužit 

kompletní fotokonverze již syntetizovaného proteinu NtRGS1:EOS v buňkách. Následná 

mikroskopie by ukázala, zda zelený signál nově syntetizovaného proteinu přibývá pouze ve 

vakuole, nebo zda je nově vznikající protein z ER exportován i do plazmatické membrány a až 

odtud následně odváděn k degradaci ve vakuole. Pro provedení nastíněného pokusu bude však 

potřeba optimalizovat podmínky fotokonverze většího počtu buněk.  

 

 

5.2. Experimentální aplikace živin na transgenní linie 

 
Dalším cílem bylo zjistit, jaká je dynamika lokalizace proteinu NtRGS1 při ošetření buněk 

živinami. Vzhledem k pozorování změn lokalizace proteinu během subkultivačního intervalu, 
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byly na základě složení kultivačního média (upravené MS médium) vytipovány látky, které by 

mohly lokalizaci proteinu NtRGS1 ovlivňovat. Protože jsou cukry významné nejen pro 

energetickou bilanci buněk, ale také jako signální molekuly vnímané mj. zkoumaným 

proteinem NtRGS1, byl kladen zvláštní důraz na reakce buněk ovlivněných dostupností cukrů 

v kultivačních médiích. 

Prvním z cílů bylo zjistit, které z látek výrazněji ovlivňují lokalizaci proteinu NtRGS1. 

Za tímto účelem byly nejprve napěstovány buňky overexprimující NtRGS1:GFP do stacionární 

fáze a filtrací těchto buněk bylo získáno médium s vyčerpanými živinami, do kterého bylo 

možné jednotlivé živiny samostatně přidat. Při prvním pokusu se ukázalo, že buňky reagovaly 

nejsilnější změnou lokalizace (vymizení signálu z vakuoly a zesílení signálu v kortikální oblasti 

buňky) po ošetření D-glukózou, jež je předpokládaným ligandem proteinu AtRGS1 (Johnston 

et al., 2007; Urano et al., 2012a).  Silně však buňky reagovaly i na ošetření sacharózou a 

fosforem. Změnou lokalizace proteinu rovněž reagovala nezanedbatelná část buněk u varianty 

neošetřené žádnou z živin. Tento fakt by mohl poukazovat na to, že velmi denzní kultura po 

sedmi dnech kultivace trpí i nedostatkem kyslíku, a pouhý proces naředění a tím i dosažení 

lepšího okysličení kultury ovlivňuje lokalizaci proteinu NtRGS1. Zajímavé je, že přidáním 

dusíku do vyčerpaného média, se změna lokalizace, resp. degradace proteinu ve vakuole naopak 

potlačuje. To by mohlo souviset např. s tím, že degradované proteiny jsou především 

významným zdrojem dusíku, a tak při jeho externím dodání není potřeba spouštět jejich 

degradaci.  

Protože se ukázala relativně silná reakce buněk na přidání živin, byl další pokus rozšířen 

o analýzy přesných hladin cukrů v médiích v průběhu pokusu a také o analýzu exprese genů 

NtRGS1 a NtGPA1. Z výsledků analýzy hladin cukrů vyšel zajímavý výsledek. Médium po 

sedmidenní kultivaci buněk overexprimujících NtGPA1:GFP obsahovalo ještě nezanedbatelné 

zbytkové množství fruktózy na rozdíl od média linie overexprimující NtRGS1:GFP a 

netransformované linie BY-2. Toto zjištění vyvolává otázku, zda overexprese genu pro Gα 

podjednotku, a tedy i narušení stechiometrického poměru mezi proteiny RGS1 a Gα, může 

nějakým způsobem zpomalovat percepci, či příjem fruktózy, nebo cukrů obecně. Rostliny 

Arabidopsis s mutací v genu pro Gα mají zvýšenou citlivost k ošetření 6% D-glukózou vedoucí 

k omezení růstu kořenů i hypokotylu klíčních rostlin (Johnston et al., 2007; Huang et al., 2006). 

Zvýšená exprese genu pro Gα by tedy mohla fungovat v opačném směru. Při porovnání 

absolutních hodnot množství glukózy, naměřených během pokusů v médiích, kam byla glukóza 

přidána (grafy 4.3a, 4.4a, 4.5a), je patrný mírně zvýšený obsah glukózy v médiu u linie 
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overexprimující NtGPA1 oproti netransformované linii BY-2 a naopak snížený obsah glukózy 

v médiu u linie overexprimující NtRGS1. Zdá se, že overexprese genu NtGPA1 může tedy 

zpomalovat utilizaci glukózy buňkami. Naopak overexprese NtRGS1 může rychlost utilizace 

glukózy buňkami zrychlovat. Pro potvrzení rozdílné rychlosti utilizace cukrů z média mezi 

liniemi overexprimujícími NtGPA1 a NtRGS1, by bylo vhodné v budoucnu provést experiment, 

ve kterém by buňky byly méně ředěny, aby se rozdíl v rychlosti utilizace projevil výrazněji, 

nebo spíše aby byly buňky kultivovány delší čas. Tato hypotéza je částečně podpořena 

pozorováním růstu kalusů u čerstvě transformovaných linií overexprimujících gen NtGPA1, 

kdy kalusy této linie rostly rychleji, než většina dalších transformovaných linií overexprimující 

nejrůznější konstrukty. Toto by mohlo být způsobeno efektivnější utilizací cukrů dostupných v 

médiu, odlišnou tvorbou zásobních polysacharidů nebo jen rychlejší a citlivější reakcí na jejich 

přítomnost. 

 Je známo, že buňky buněčné linie BY-2 preferenčně utilizují glukózu a až po jejím 

vyčerpání (alespoň z větší části) utilizují i fruktózu (Srba a Lipavská nepublikované výsledky). 

Tento jev byl potvrzen též u linie overexprimující NtGPA1 při porovnání grafů 4.5a a 4.5b. 

Pokud byla do média přidána glukóza (graf 4.5a), hladina zbytkové fruktózy zůstává relativně 

konstantní, zatímco dodaná glukóza je buňkami spotřebovávána. V případě, kdy byl dodán 

pouze fosfor, je zbytková fruktóza dále utilizována buňkami a její hladina v médiu postupně 

klesá (graf 4.5b). 

Z trendů expresí genů NtRGS1 a NtGPA1 u jednotlivých linií se zdá, že exprese genu 

NtRGS1 je spíše stabilnějšího charakteru a že pokusná ošetření buněk živinami nemají na 

expresi zásadní vliv. Naopak trendy exprese genu NtGPA1 během jednotlivých 

experimentálních ošetření kolísají výrazně. Z tohoto pozorování by se dalo vyvozovat, že 

regulace proteinu NtGPA1 je spíše na úrovni transkripce, zatímco regulace aktivity proteinu 

NtRGS1 bude spíše na úrovni jeho degradace, nebo alespoň dočasné inaktivace fosforylací a 

internalizací do váčků po ošetření buněk D-glukózou, jak bylo popsáno u Arabidopsis (Urano 

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

Po optimalizaci podmínek během pokusů ošetřování buněk živinami byly provedeny 

další experimenty mající doložit schopnost indukce tvorby váčků v reakci na ošetření buněk D-

glukózou. Buňky byly ošetřeny tak, aby měly protein NtRGS1:GFP lokalizovaný v kortikální 

oblasti (plazmatická membrána + ER) v médiu bez obsahu cukrů. Poté byly buňky ošetřeny 

přidáním D-glukózy a kultivovány po dobu 30 minut. Konfokální mikroskopií byla získána data 
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před a po ošetření cukry. Ze získaných dat je v buňkách patrný (statisticky významný) nárůst 

počtu váčků s proteinem NtRGS1:GFP (resp. tělísek s vysokou intenzitou GFP signálu) po 

ošetření D-glukózou. Výsledky tohoto měření jsou zcela v souladu s publikovanými daty o 

endocytóze proteinu AtRGS1 (Phan et al., 2012; Urano et al., 2012a). Pro zjištění, zda je tento 

proces u buněčných linií tabáku BY-2 spojen výhradně s přidáním D-glukózy, byla vytvořena 

druhá varianta, kde bylo ošetření D-glukózou nahrazeno D-fruktózou. I takto ošetřené buňky 

reagovaly zvýšenou tvorbou váčků, i když se z naměřených dat zdá, že v o něco menší míře. 

Zjištěný rozdíl v počtu váčků mezi ošetřením glukózou a fruktózou byl statisticky průkazný 

pouze u varianty bezsacharózového, čerstvě připraveného média (exponenciální buňky), rozdíl 

v počtu váčků po aplikaci glukózy a fruktózy u varianty vyčerpaného média (stacionární buňky) 

se jako statisticky významný již nejeví. Utváření váčků s proteinem NtRGS1:GFP v buňkách 

buněčné linie tabáku BY-2  po ošetření buněk glukózou a fruktózou je tedy celkově v souladu 

s reakcí  buněk rostlin Arabidopsis na tatáž ošetření (Urano et al., 2012a). 

Pro ověření významu C-terminální oblasti proteinu NtRGS1 pro internalizaci proteinu 

endocytózou, byla do pokusů s indukcí tvorby váčků cukerným ošetřením zahrnuta i linie TR3, 

která overexprimuje zkrácený konstrukt TR3:GFP, tedy protein NtRGS1 postrádající C-

terminální doménu. Tato doména obsahuje serinové zbytky, které jsou pravděpodobně místem 

fosforylací příslušných kináz (AtWNK8). Fosforylace C-terminálního peptidu je pro 

internalizaci proteinu esenciální (Urano et al., 2012a). Z naměřených dat během konfokální 

mikroskopie linie TR3 je patrné, že protein NtRGS1 postrádající C-terminální doménu není po 

ošetření cukry internalizován. Potvrzuje tak význam této domény pro tvorbu endocytovaných 

váčků, a také naznačuje, že je tato doména pro správné fungování proteinu NtRGS1 v buněčné 

signalizaci heterotrimerními G-proteiny esenciální. Zjištění je v souladu s publikovanými daty, 

a doplňuje tak publikované informace získané především na rostlinném modelu Arabidosis 

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

Celkově by se dalo u dat pořízených při cukerné indukci váčků spekulovat, zda je 

informace o počtu váčků zaznamenaná pouze v jedné snímané rovině buňky dostatečně 

vypovídající o celkovém počtu váčků v buňce. Protože je obsah buňky značně nehomogenní, 

není standardizace snímání dat příliš jednoduchá. Celkově tedy byla snaha o pořizování dat 

přibližně v optické rovině středu jádra.  Nejprve bylo však proostřováním buňkou zhodnoceno, 

zda je počet váčků ve snímané rovině dostatečně reprezentativní a vypovídá tak o denzitě váčků 

v rámci celé buňky. Budoucí analýzy si však budou žádat další optimalizaci podmínek. Pro 

odfiltrování variability v počtu nasnímaných váčků bude potřeba pořídit velký soubor 
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obrazových dat.  Další určitou možností v tomto směru by bylo pořízení dat v mnoha „Z“ 

rovinách snímané buňky, a následným složením dat tak získat informaci o celkovém poměru 

počtu váčků v rámci celé buňky. Počet váčků by se tak dal vztahovat i na celkovou vypočtenou 

plochu plazmatické membrány. Ovšem vzhledem k pravděpodobné značné mobilitě 

endocytovaných váčku a časové náročnosti pořizování dat v mnoha „Z“ rovinách je otázkou, 

nakolik je takové pořízení dat vůbec možné a smysluplné.  

Osud internalizovaných váčků není doposud znám. Není jasné, zda splývají s vakuolou 

a jsou určeny k degradaci, nebo zda dochází k určité recyklaci endocytovaných NtRGS1 zpět 

do membrány. Pro tento účel se jeví jako perspektivní využít vytvořeného konstruktu 

NtRGS1:EOS. S využitím pokročilých technik konfokální fluorescenční mikroskopie bude 

možné, po indukci tvorby váčků cukerným ošetřením buněk, pomocí fotokonverze obarvit 

konkrétní vzniklé váčky a sledovat poté v čase a prostoru, kam jsou váčky (resp. internalizovaný 

NtRGS1:EOS) transportovány, případně sledovat, kde bude docházet k jejich splývání. 

Případná zjištění by mohla poodhalit například životnost konkrétních molekul proteinu NtRGS1 

a sloužit tak k lepšímu pochopení regulačních mechanismů ovlivňujících funkci tohoto 

proteinu. Využití pokročilých technik fluorescenční mikroskopie jako je FRET a FRAP by také 

mohlo být perspektivní při sledování fyzické interakce jednotlivých podjednotek G-

proteinového heterotrimeru (αβγ). V kontextu dosavadních popsaných znalostí kinetiky Gα 

podjednotky (Johnston et al., 2007; Temple & Jones, 2007; Urano et al., 2012b), by tak detekce 

fyzické interakce během cukerných ošetření (využití FRET), zejména pak mezi Gα a Gβ, mohla 

přispět k lepšímu pochopení celého signalizačního mechanismu heterotrimerními G-proteiny. 

Metoda FRAP by mohla být využita pro zjištění, zda se mobilita jednotlivých komponent 

heterotrimerního G-proteinového komplexu mění vlivem ošetření buněk živinami. Změna 

mobility sledovaného proteinu po ošetření buněk živinami by mohla vypovídat o tom, že 

sledovaný protein buďto asociuje nebo disociuje od některého z potencionálních interakčních 

partnerů. 
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5.3. Analýza růstové dynamiky transgenních linií 

 

Dalším cílem práce bylo zjistit, zda má změněná exprese genu NtRGS1 nebo NtGPA1 vliv na 

růstové parametry transgenních buněčných linií tabáku BY-2. Pro tento pokus byly tedy 

vybrány linie overexprimující gen pro Gα podjednotku (NtGPA1), linie overexprimující gen 

pro vlastní regulátor (NtRGS1), linie overexprimující gen pro regulátor Arabidopsis (AtRGS1), 

a kontrolní netransformovaná linie BY-2. Změněná stechiometrie proteinů Gα podjednotky a 

jejího regulátoru NtRGS1 v transgenních liniích BY-2, by mohla mít vliv na růstové parametry 

skrze narušenou G-proteinovou signalizaci, obdobně jako je tomu u mutantních rostlin 

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

 Z naměřených dat se zdá, že buňky linie overexprimující NtGPA1:GFP vykazují 

schopnost narůst do celkově vyšší denzity buněk než kontrolní linie BY-2 

(hodnoty naměřených denzit byly signifikantně vyšší). Naopak u buněk overexprimujících 

NtRGS1:GFP se zdá, že na konci subkultivačního intervalu dosahují nižší denzity (hodnoty 

naměřených denzit byly signifikantně nižší) než kontrolní linie BY-2. Toto pozorování je 

v souladu s přijímanou představou, že Gα a RGS1 fungují jako vzájemní antagonisté (Temple 

& Jones, 2007; Urano et al., 2012b). Naměřené růstové parametry byly doplněny o hladiny 

exprese genů NtRGS1 a NtGPA1 ve vybraných časech subkultivačního intervalu u 

netransformované linie BY-2, linie overexprimující NtRGS1:GFP a linie overexprimující 

NtGPA1:GFP. Dále jsou tato data ještě doplněna o hodnoty mitotického indexu. Z trendu 

exprese genů u netransformované linie BY-2 se zdá, obdobně jako u trendů exprese při ošetření 

živinami, že exprese genu NtRGS1 je stabilnější než exprese NtGPA1, která vykazuje větší 

fluktuace mezi minimální a maximální hladinou exprese. To by mohlo částečně podpořit již 

vyslovenou hypotézu o typech regulace aktivity studovaných proteinů. Naměřené mitotické 

indexy u linie overexprimující NtGPA1:GFP dosahují vyšší hodnoty v porovnání 

s netransfomovanou linií BY-2 a naopak linie overexprimující NtRGS1:GFP vykazují hodnoty 

nižší. Rozdíly v mitotických indexech sledovaných linií tedy korelují s naměřenou schopností 

linií dosáhnout určité denzity buněk na konci subkultivačního intervalu. Tyto hodnoty rovněž 

odpovídají hypotéze, že by buňky overexprimující NtGPA1:GFP mohly určitým způsobem 

lépe hospodařit s cukry dostupnými v médiu, případně je lépe využít pro dělení buněk. 
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6. Závěry 

 

1) Na základě cytologické analýzy série zkrácených konstruktů NtRGS1 bylo zjištěno, že 

zásadní význam pro nativní lokalizaci proteinu NtRGS1 má N-terminální transmembránová 

doména. Varianty fúzních proteinů postrádajících tuto doménu byly hromaděny v cytosolu a 

blížily se lokalizaci volného GFP. Sérií experimentů s externí aplikací glukózy a fruktózy byla 

dále potvrzena klíčová úloha C-terminálního peptidu pro indukci váčkové internalizace 

proteinu NtRGS1. Literárně recentně popsaný význam úseku spojujícího transmembránovou a 

regulační doménu pro export proteinu z ER nebyl spolehlivě reprodukován a vyžaduje 

detailnější studium. Komplexní chimérická povaha proteinu NtRGS1 pravděpodobně 

umožňuje řadu proteinových interakcí a tím i široké spektrum možností regulace G-proteinové 

signalizace. 

 

2) Lokalizace proteinu NtRGS1 citlivě reaguje na podmínky prostředí, ve kterém se buňky 

nalézají. Za stresových podmínek nedostatku živin či hypoxie dochází k akumulaci proteinu ve 

vakuole. K rychlé degradaci proteinu ve vakuole dochází po aplikaci vybraných limitujících 

živin. Při externí aplikaci glukózy nebo fruktózy reagují vyhladovělé buňky zvýšenou frekvencí 

váčkové internalizace proteinu NtRGS1, jako mechanismu regulace signalizační aktivity tohoto 

proteinu. 

 

3) Při porovnání růstových parametrů linií overexprimujících NtGPA1 a NtRGS1 byla 

zjištěna vyšší finální denzita buněk u linie overexprimující NtGPA1 oproti kontrole a naopak 

nižší finální denzita u linie everexprimující NtRGS1. Dále bylo zjištěno zbytkové množství 

fruktózy v médiu na konci subkultivačního intervalu u linie overexprimující NtGPA1. Po 

ošetření této linie glukózou byla pozorována pomalejší utilizace této živiny v porovnání s 

kontrolní linií BY-2. A naopak u linie overexprimující NtRGS1 byl pozorován rychlejší úbytek 

glukózy v médiu. Tyto výsledky naznačují význam obou těchto proteinů v dynamice vnímání i 

internalizace či utilizace cukrů. Opačný trend pozorovaných změn podporuje přijímanou 

hypotézu o antagonistickém působení Gα a RGS1. 
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4) Při analýze exprese genů NtRGS1 a NtGPA1 v průběhu subkultivačního intervalu a při 

experimentech s cukry indukovanou váčkovou internalizací proteinu NtRGS1 byla zjištěna 

výrazně vyšší dynamika exprese NtGPA1 v porovnání s hladinou exprese NtRGS1. V kontextu 

známého mechanizmu internalizace NtRGS1 se nabízí hypotéza, že aktivity obou proteinů 

(NtRGS1 a NtGPA1) jsou modulovány jiným mechanizmem. Zatímco NtRGS1 je regulován 

na úrovni posttranslační inaktivace proteinu, NtGPA1 by mohl být spíše regulován na úrovni 

transkripce. 
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8. Příloha 
 

8. 1. Aminokyselinové sekvence zkrácených konstruktů odvozených z proteinů NtRGS1 

popsaných v kapitole 4.1.1. 

 

Černě vyznačena sekvence peptidu NtRGS1, šedou barvou linker generovaný z vektorového 

plazmidu, zeleně naznačen počátek peptidu GFP. 

 
 
NtRGS1:GFP 
 
MAACASKGGCPSDYMALSIAVVSMILLLLKATLPYLIHKIPRPKGSSFWLVAIQVLAS
FNLLLSIVIALNFLKFRKRHWWRSCYLWAVWIEGPLGFGLLLSCRITQIFQLYYIFVKR
RLPPIRSYIFLSLILLPWIASAAFIHIRKPLNYRCHMGTVWIIPVMGLHALYVVALIAF 
TGAVRHVEFRFHELKDLWRGILVSAASIGIWVAAYVMNEVREDISWLEIASRFLLLV
MTSVLVLAFFSFSISQPLISLMSLRKKDHKEYKTMSQALGIHDSGIHLQREPISIIDPDEP
LDKLLLNRRFRQSFMEFADSCLAGESVHFYDEVQQFDKIPIQDPVRRIYIARHIIEKYIA
AGAPMEVNISHRIRQEILSTNDLSHTNLFKNTLGELMQLMKLNLAKDYWSSIYFMKL
KDEVSMRTVDHELEHASGWNFSPRLSSVHCSDDPFQHEHSPRYSACHSHDSKLQ 
SEFVDKLMVSKGEEL≈GFP 
 
 
TR1:GFP 
 
MAACASKGGCPSDYMALSIAVVSMILLLLKATLPYLIHKIPRPKGSSFWLVAIQVLAS
FNLLLSIVIALNFLKFRKRHWWRSCYLWAVWIEGPLGFGLLLSCRITQIFQLYYIFVKR
RLPPIRSYIFLSLILLPWIASAAFIHIRKPLNYRCHMGTVWIIPVMGLHALYVVALIAFT
GAVRHVEFRFHELKDLWRGILVSAASIGIWVAAYVMNEVREDISWLEIASRFLLLVM
TSVLVLAFFSFSIK 
SEFVDKLMVSKGEEL≈GFP 
 
 
TR2:GFP 
 
MAACASKGGCPSDYMALSIAVVSMILLLLKATLPYLIHKIPRPKGSSFWLVAIQVLAS
FNLLLSIVIALNFLKFRKRHWWRSCYLWAVWIEGPLGFGLLLSCRITQIFQLYYIFVKR
RLPPIRSYIFLSLILLPWIASAAFIHIRKPLNYRCHMGTVWIIPVMGLHALYVVALIAFT 
GAVRHVEFRFHELKDLWRGILVSAASIGIWVAAYVMNEVREDISWLEIASRFLLLVM
TSVLVLAFFSFSISQPLISLMSLRKKDHKEYKTMSQALGIHDSGIHLQRE 
SEFVDKLMVSKGEEL≈GFP 
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TR3:GFP 
 
IMAACASKGGCPSDYMALSIAVVSMILLLLKATLPYLIHKIPRPKGSSFWLVAIQVLAS
FNLLLSIVIALNFLKFRKRHWWRSCYLWAVWIEGPLGFGLLLSCRITQIFQLYYIFVKR
RLPPIRSYIFLSLILLPWIASAAFIHIRKPLNYRCHMGTVWIIPVMGLHALYVVALIAFT
GAVRHVEFRFHELKDLWRGILVSAASIGIWVAAYVMNEVREDISWLEIASRFLLLVM
TSVLVLAFFSFSISQPLISLMSLRKKDHKEYKTMSQALGIHDSGIHLQREPISIIDPDEPL
DKLLLNRRFRQSFMEFADSCLAGESVHFYDEVQQFDKIPIQDPVRRIYIARHIIEKYIA
AGAPMEVNISHRIRQEILSTNDLSHTNLFKNTLGELMQLMKLNLAKDYWSSIYFMKL
KDE 
SEFVDKLMVSKGEEL≈GFP 
TR4:GFP 
 
MQPLISLMSLRKKDHKEYKTMSQALGIHDSGIHLQREPISIIDPDEPLDKLLLNRRFRQ
SFMEFADSCLAGESVHFYDEVQQFDKIPIQDPVRRIYIARHIIEKYIAAGAPMEVNISHR
IRQEILSTNDLSHTNLFKNTLGELMQLMKLNLAKDYWSSIYFMKLKDEVSMRTVDHE
LEHASGWNFSPRLSSVHCSDDPFQHEHSPRYSACHSHDSKLQ 
SEFVDKLMVSKGEEL≈GFP 
 
 
TR5:GFP 
 
MREPISIIDPDEPLDKLLLNRRFRQSFMEFADSCLAGESVHFYDEVQQFDKIPIQDP 
VRRIYIARHIIEKYIAAGAPMEVNISHRIRQEILSTNDLSHTNLFKNTLGELMQLMKLN
LAKDYWSSIYFMKLKDEVSMRTVDHELEHASGWNFSPRLSSVHCSDDPFQHEHSPR
YSACHSHDSKLQ 
SEFVDKLMVSKGEEL≈GFP 
 
 
TR6:GFP 
 
MREPISIIDPDEPLDKLLLNRRFRQSFMEFADSCLAGESVHFYDEVQQFDKIPIQDPVR 
RIYIARHIIEKYIAAGAPMEVNISHRIRQEILSTNDLSHTNLFKNTLGELMQLMKLNLA
KDYWSSIYFMKLKDE 
SEFVDKLMVSKGEEL≈GFP 
 
 
TR7:GFP 
 
MQPLISLMSLRKKDHKEYKTMSQALGIHDSGIHLQREPISIIDPDEPLDKLLLNRRFRQ
SFMEFADSCLAGESVHFYDEVQQFDKIPIQDPVRRIYIARHIIEKYIAAGAPMEVNISHR
IRQEILSTNDLSHTNLFKNTLGELMQLMKLNLAKDYWSSIYFMKLKDE 
SEFVDKLMVSKGEEL≈GFP 
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8. 2. Obrazové přílohy 
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Obr. S1: Linie exprimující konstrukt NtRGS1:GFP. Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 
3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 7. den.  Snímky a, c, e, g - fluorescence GFP. 
Snímky b, d, f, h - fázový kontrast DIC.  
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Obr. S2: Linie exprimující konstrukt TR1:GFP. Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 
3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 7. den.  Snímky a, c, e, g - fluorescence GFP. 
Snímky b, d, f, h - fázový kontrast DIC.  
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Obr. S3: Linie exprimující konstrukt TR2:GFP. Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 
3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 7. den.  Snímky a, c, e, g - fluorescence GFP. 
Snímky b, d, f, h - fázový kontrast DIC. Ve fotodokumentaci bohužel není dobře patrná 
změna lokalizace u linie TR2, při pořizování dat se tato linie zcela nenacházela ve stacionární 
fázi růstu (což je patrné i z charakteru řetízků buněk). Během průběžného pozorování však 
linie vykazovala stejnou dynamiku lokalizace proteinu jako linie TR1 a TR3. 
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Obr. S4: Linie exprimující konstrukt TR3:GFP. Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 
3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 7. den.  Snímky a, c, e, g - fluorescence GFP. 
Snímky b, d, f, h - fázový kontrast DIC.  
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Obr. S5: Linie exprimující konstrukt TR4:GFP. Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 
3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 7. den.  Snímky a, c, e, g - fluorescence GFP. 
Snímky b, d, f, h - fázový kontrast DIC.  
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Obr. S6: Linie exprimující konstrukt TR5:GFP. Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 
3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 7. den.  Snímky a, c, e, g - fluorescence GFP. 
Snímky b, d, f, h - fázový kontrast DIC.  
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Obr. S7: Linie exprimující konstrukt TR6:GFP. Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 
3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 7. den.  Snímky a, c, e, g - fluorescence GFP. 
Snímky b, d, f, h - fázový kontrast DIC.  
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Obr. S8: Linie exprimující konstrukt TR7:GFP. Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 
3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 7. den.  Snímky a, c, e, g - fluorescence GFP. 
Snímky b, d, f, h - fázový kontrast DIC.  
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Obr. S9: Linie exprimující konstrukt HDEL:GFP. Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 
3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 7. den.  Snímky a, c, e, g - fluorescence GFP. 
Snímky b, d, f, h - fázový kontrast DIC.  
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Obr. S10: Konfokální mikroskopie linie exprimujících konstrukt NtRGS1:GFP, fluorescence 
GFP.  Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 
7. den.  Snímky a, c, e, g - optický řez centrální rovinou buňky. Snímky b, d, f, h -  kortikální 
rovina buňky.  
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Obr. S11: Konfokální mikroskopie linie exprimujících konstrukt TR1:GFP, fluorescence 
GFP.  Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 
7. den.  Snímky a, c, e, g - optický řez centrální rovinou buňky. Snímky b, d, f, h - kortikální 
rovina buňky.  
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Obr. S12: Konfokální mikroskopie linie exprimujících konstrukt TR2:GFP, fluorescence 
GFP.  Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 
7. den.  Snímky a, c, e, g - optický řez centrální rovinou buňky. Snímky b, d, f, h - kortikální 
rovina buňky.  
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Obr. S13: Konfokální mikroskopie linie exprimujících konstrukt TR3:GFP, fluorescence 
GFP.  Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 
7. den.  Snímky a, c, e, g - optický řez centrální rovinou buňky. Snímky b, d, f, h - kortikální 
rovina buňky.  
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Obr. S14: Konfokální mikroskopie linie exprimujících konstrukt TR4:GFP, fluorescence 
GFP.  Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 
7. den.  Snímky a, c, e, g - optický řez centrální rovinou buňky. Snímky b, d, f, h - kortikální 
rovina buňky.  
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Obr. S15: Konfokální mikroskopie linie exprimujících konstrukt TR5:GFP, fluorescence 
GFP.  Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 
7. den.  Snímky a, c, e, g - optický řez centrální rovinou buňky. Snímky b, d, f, h - kortikální 
rovina buňky.  
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Obr. S16: Konfokální mikroskopie linie exprimujících konstrukt TR6:GFP, fluorescence 
GFP.  Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 
7. den.  Snímky a, c, e, g - optický řez centrální rovinou buňky. Snímky b, d, f, h - kortikální 
rovina buňky.  
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Obr. S17: Konfokální mikroskopie linie exprimujících konstrukt TR7:GFP, fluorescence 
GFP.  Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 
7. den.  Snímky a, c, e, g - optický řez centrální rovinou buňky. Snímky b, d, f, h - kortikální 
rovina buňky.  
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Obr. S18: Konfokální mikroskopie linie exprimujících konstrukt HDEL:GFP, fluorescence 
GFP.  Snímky a, b, c, d - exponenciální kultura 3. den. Snímky e, f, g, h - stacionární kultura 
7. den.  Snímky a, c, e, g - optický řez centrální rovinou buňky. Snímky b, d, f, h - kortikální 
rovina buňky.  
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Obr. S19: Indukce tvorby váčků u exponenciální kultury NtRGS1:GFP / TR3:GFP, 
konfokální mikroskopie, fluorescence GFP. Snímek a – NtRGS1 před ošetřením, b –
 TR3:GFP před ošetřením, c - NtRGS1:GFP 30 min po ošetření 1,5 % glukózy, d – TR3:GFP 
30 min po ošetření 1,5 % glukózy, e - NtRGS1:GFP 30 min po ošetření 1,5 % fruktózy, f – 
TR3:GFP 30 min po ošetření 1,5 % fruktózy.   
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Obr. S20: Indukce tvorby váčků u stacionární kultury NtRGS1:GFP / TR3:GFP, konfokální 
mikroskopie, fluorescence GFP. Snímek a – NtRGS1 před ošetřením, b – TR3:GFP před 
ošetřením, c - NtRGS1:GFP 30 min po ošetření 1,5 % glukózy, d – TR3:GFP 30 min po 
ošetření 1,5 % glukózy, e - NtRGS1:GFP 30 min po ošetření 1,5 % fruktózy, f – TR3:GFP 30 
min po ošetření 1,5 % fruktózy.   


