UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Studium cytokininového receptoru AHK4

v modelové rostliné Arabidopsis thaliana

BAKALARSKA PRACE
Autor: Viktor Sedlacek
Studijni program: B1406 Biochemie
Studijni odbor: Biochemie
Forma studia: Prezencni
Vedouci prace: Mgr. David Zalabak, Ph.D.

Rok: 2018



Prohlasuji, Ze jsem bakalafskou praci vypracoval samostatné s vyznacenim vsSech
pouzitych prameni a spoluautorstvi. Souhlasim se zvetejnénim bakalaiské prace podle
zédkona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach, ve znéni starSich ptedpist. Byl jsem
seznamen s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona ¢.

121/2000 Sb., autorsky zakon, ve znéni starSich predpist.

V Olomoucidne 11. kvétna2018..........coenn.....



Pod¢kovani:

Timto bych rad podekoval svému vedoucimu prace Mgr. Davidu Zalabakovi Ph.D. za
odbornou pomoc a rady pii experimentech pro moji bakalafskou praci, dale za pomoc
pifi sepisovani teoretické a experimentalni Casti bakalaiské prace. Také bych rad
podékoval Mgr. Ivon¢ Kubalové za pomoc v neptitomnosti mého vedouciho a mnohé
uzitecné rady. Nakonec bych chtél podeékovat Yoshihisu lkedovi Ph.D. za poskytnuti
materialu pro mé experimenty a konzultace nékterych vysledki. Prace byla podpofena
projektem GACR 18-23972Y.



Bibliograficka identifikace
Jméno a piijmeni autora Viktor Sedlacek

Nézev prace Studium  cytokininového  receptoru =~ AHKA4

v modelové rostlin¢ Arabidopsis thaliana.

Typ prace Bakalarska

Pracovisté Oddé¢leni molekularni biologie
Vedouci prace Mgr. David Zalabak, Ph.D.

Rok obhajoby prace 2018

Abstrakt:

Cytokininy jsou jednou z kli¢ovych skupin rostlinnych hormond. Tyto hormony jsou
Vv rostlinach rozpoznéavany tvz. dvoukomponentovym systémem, jehoz dilezitou soucasti
je receptor - transmembranova histidinkinasa. V této praci jsme se zabyvali
cytokininovym receptorem CRE1/AHK4 z modelové rostliny Arabidopsis thaliana.
Subcelularni lokalizace tohto receptoru dosud neni zcela jasna. Pivodné byly objeveny
dve alternativni sestiihové varianty receptoru nazvané CREla a CRELb, jejichz role
dosud nebyla detailné prostudovana. Kratsi varianta CRE1a koduje protein o velikosti
1057 aminokyselin, zatimco CRE1b obsahuje na svém amino konci o 23 aminokyselin
vice. V ramci tohto N-koncového peptidu se nachazi hypoteticky retenéni motiv pro
endoplazmatické retikulum, jehoZ pfitomnost €1 nepfitomnost by mohla zasadné
ovliviiovat subceluldrni distribuci receptoru. Premétem této prace bylo vytvoteni
binarnich konstruktti pro transformaci rostlin Arabidopsis thaliana, které by bylo mozné
dale pouzit pro lokalizaci vyse popsanych variant CRE1/AHKA4 receptoru pomoci GFP a
4XC-Myc znacky. Vramci této prace se podafilo naklonovat vSechny klicové
komponenty nutné pro ptipravu téchto binarnich konstrukti. Tato prace by mohla ptispét
k lepSimu pochopeni umisténi cytokininového receptoru CRE1/AHK4 vV rostlinnych
bunkach.

Kli¢ova slova Cytokinin, CREl, WOL, AHK4, cytokininovy

receptor, GFP, lokalizace
Pocet stran 59

Jazyk Cesky



Bibliographical identification
Autor’s name Viktor Sedlacek

Title Study of cytokinin receptor AHK4 from

Arabidopsis thaliana.

Type of thesis Bachelor

Department Department of molecular biology
Supervisor Mgr. David Zalabak, Ph.D.

The year of presentation 2018

Abstract

Cytokinins are important plant hormones. They are detected by a two-component
system in planta. A key part of this system is a receptor, transmembrane Histidine
kinase. In this work, we are interested in cytokinin receptor CRE1/AHK4 (Cytokinin
Response 1/ Arabidopsis Histidine Kinase 4) from Arabidopsis thaliana. The
subcellular localization of this receptor is still elusive. Originally there were identified
two alternative splicing variants of CREL receptor named CREla and CRE1b. Since
their discovery, these two variants were not studied in detail yet. The shorter variant
CRE1a encodes for 1057 amino acids while CRE1b contains extra 23 amino acids at
its amino terminus. This N-terminal peptide carries a hypothetical retention motif for
Endoplasmic Reticulum, which could significantly affect the subcellular distribution
of the receptor. The aim of this work is to prepare the binary constructs for
Arabidopsis thaliana transformation, which could be further used to localize the
cytokinin receptor CRE1/AHK4 by using GFP or 4xC-Myc tag. Within the framework
of this thesis, all the key components necessary for preparing these constructs were
cloned. This work could help us to understand the location of the cytokinin receptor
CRE1/AHK4 better.

Keywords Cytokinin, CRE1, WOL, AHKA4, cytokinin

receptor, GFP, localization
Number of pages 59

Language Czech



OBSAH

L UVOMeiiitiiii s 9
2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY ......coocoumiviimeeinrniienisenenesesea. 10
2.1 ROStHNNE NOMONY .....oiiiiiiiiieiireee e e 10
2.2 CYLOKININY ..ottt 10
2.2.1  MetaboliSmus CYtOKIMINT ......ovvieeriirerie e 12
2.2.1.1 Biosyntéza CYtOKININTL.....cccueiiuieiiiiiiiiiiiisiie et 12

2.2.1.2 Degradace CYtOKININT ......cccueeuieiiieiiiiiiiisie et 15

2.2.2  Cytokininova signalni draha ..........c.ccooiiiiiiiiii 16
2.2.2.1 Cytokininové receptory v Arabidopsis thaliana...........cc.ccocevevreiiinnnnnnn. 17

2.2.3  Ptenos cytokininoveho SigNalu .........ccovviiiiiiiiiiiiiccce e 17
2.2.3.1 Ptenos cytokininového signalu v Arabidopsis thaliana................ccccceeee. 18

2.3 Subcelularni lokalizace Proteintl...........cecereeieinirieeriseee e 20

3 EXPErimentalnd CAST......ccueririiiiiiieiiitieie sttt bbb ne e 23
3.1 MALETIAL ... ne 23

G 01 00 A 1 014 Y/ 1 1V RS 23
3.1.1.1 Restrikéni endonukleasy ..........cccooeviiiiiiiiiiienice e 23
3.1.1.2  OStatnd @NZYTY ...ocveeeveirieieeiresieeeesresee e 23
3113 PUTTY e e e e e 23

3.1.2  Primery (Sigma-Aldrich, NEMECKO) .......ccoevvveiiiiiiie e re e 24
313 VBKIOIY et 25
314 CREMUKALIC ..ottt 27
3141 ANLIDIOIKE ..o 28
3.1.4.2 Material pro agarosovou elektroforézu...........cocvvvviiiniiiiiinicniee 28

3.1.4.3  MEAIA @ TOZLOKY .vvvvivreireeieeiesieeeeses e 28

315 SOFtWAIE ... s 28
3.1.6  Komerecne doStupne Kity.........ccuiverriiiiiininienisesee e 28

3.1.7  PHStrOjJOVE VYDAVENT ...eovviiiiiiiisiiee e 29



T |V 1= (o | SRS ST 31

3.2.1 Klonovani a pfiprava binarnich vektorti pro transformaci rostlin Arabidopsis

thaliana ... 31
3.2.1.1  Optimalizace PCR.......ccooiiiiiieee e 31
3.2.1.2  Ptiprava binarniho vektoru pKLGS50 ......cccccoviviiiiiniieniiiee e 31
3.2.1.3 Klonovani 3'UTR oblasti genu CREL ..........cccooiiiiiiiiiienecce e 33
3.2.1.4 Klonovani promotorové oblasti genu CREL...........cccoovriiiieicicicnn, 34

3.2.2  Jednotlivé MEtOAY ......covviriiiiieiie e e 35
3221 PCR e 35

3.2.2.2 Cisténi DNA fragmentt pomoci kitu NucleoSpin Gel and PCR clean-up 36

3.2.2.3 Spektrofotometrické stanoveni kKoncentrace .............ccveevveveeneeieeniesnenn 37

3.2.2.4  Elektroforéza v 1% agarosovém gelu ..........coevviiiiiiinininiiiisnneens 37

3.2.2.5 Izolace plazmidi pomoci kitu QIAprep spin miniprep Kit ...........ccccvee.e. 37

3.2.2.6  RESHIKCE ...ocuiiiiiirci s 38

32,27 LHQACE .t 39

3.2.2.8 Transformace Escherichia Coli...........cccooviiiiiiiiiiiiii 41

3.2.2.9  COIONY PCR ...ttt ettt 42
3.2.2.10 Klonovani do pBluescript II SK (1) ..voveoiiiiiiiiiicneereecc e 43
3.2.2.11  KlonovAni do PDIIVE ....c.ceiuiiiiiiiiiieiiesieeieeiee e 45
3.2.2.12  Klonovani do PGEM-T €aSY......cccccccveiriiieiiie e istie e sieeeree s siee e 45
3.2.2.13  GibSON ASSEMDIY.....couiiiiiiiiieee e 46

4 Vysledky @ diSKUZE ......coueiiiiiiiiiieiee e 49
4.1  Optimalizace podminek PCR .........cccooiiiiiiiiiiiiie e 49
4.2  Priiprava binarniho VEKLOru pKLGS50 .......ccccviiiiiiiiieiecesese e 51
4.3  Klonovani 3"UTR oblasti genu CREL...........cccccvviiiiiiiiiiiinec e 52
4.4  Klonovani promotoroveé oblasti genu CREL ..o 53

D ZAVET c e 56

T I 11 7 | (0] - U 57



Cile bakalarské prace:

1) Klonovani a pfiprava binarnich konstruktti pro transformaci Arabidopsis thaliana
nesoucich nativni promotor, gen cytokininového receptoru CRE1/AHK4 a 3'regula¢ni
oblast. Tyto konstrukty budou nést reportérové geny zelen¢ho fluorescencniho proteinu

(GFP) a kratkou znacku 4x C-Myc, usnadiiujici naslednou detekci proteinu.

2) Transformace rostlin Arabidopsis thaliana ptipravenymi konstrukty (v ramci

casovych moznosti).

3) Vypracovani literdrni reSerSe na téma percepce cytokininového signdlu, se

zamétenim na lokalizaci cytokinovych receptora.

4) Sepsani vlastni bakalarské prace.



1 Uvod
Cytokininy jsou rostlinné hormony, dilezité zejména pro regulaci déleni bunék v
meristémech, také oddaluji senescenci listi a s tim spojenou degradaci chlorofylu,

snizuji apikalni dominanci, stimuluji tvorbu chloroplast a vyvoj axilarnich pupent.

Cytokininovy signal je v rostlinach piendSen tzv. dvoukomponentovym systémem.
Klicovou soucasti tohoto systému je receptor - transmembranova histidinkinasa

obsahujici extracelularni CHASE doménu a dalsi intracelularni domény.

V teoretické Casti této prace je zpracovan stru¢ny pichled rostlinnych hormont a jejich
funkce. Dale je popsan metabolismus cytokinini (biosyntéza a degradace), percepce
citokininového signalu a cytokininové receptory. V posledni c¢asti jSou popsany

moznosti studia subcelularni lokalizace proteint, véetné nami pouzitym GFP.

V experimentalni Casti prace jsme se zabyvali vytvofenim binarnich konstrukti pro
transformaci rostlin Arabidopsis thaliana, nesoucich promotorovou a 3'UTR oblast
genu CRE1/AHK4, samotny gen pro tento receptor a pak reportérovy gen umoznujici
naslednou lokalizaci tohoto receptoru in planta. Jako vhodné reportérové geny byly
zvoleny gen koédujici zeleny fluorescenéni protein GFP (vektor pKLG50) a mala
peptidova znacka 4xC-Myc (vektor pKLM50), oba umisténé na C konci. Pomoci téchto
vektorti bude provedena transformace rostlin Arabidopsis thaliana, jenz v budoucnu
poslouzi k lokalizaci cytokininového receptoru CRE1/AHKA4. V ramci této prace byly
vyuzity rizné klonovaci pfistupy. Naptiklad byla poprvé na naSem pracovisti tispésné
pouzita metoda Gibson assembly, coz vyrazné pomohlo v pifipravé vyse zminénych

konstruktu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rostlinné hormony
Rostlinné hormony (fytohormony) jsou nizkomolekuldrni, po strukturni strance
nesourodé latky, G¢inné pii velmi nizkych koncentracich. Jsou klicovymi regulatory

rustu a vyvoje rostlin, G¢astni se reakci na biotické a abiotické stresy.

Ttidy rostlinnych hormonu jsou auxiny, cytokininy, kyselina abscisova, gibereliny,
brassinosteroidy, kyselina salicylova, ethylen, jasmonaty, strigolaktony. Auxiny jsou
zodpoveédné napiiklad za tvorbu postrannich a adventivnich kofenti, bunécné délent,
dale zpomaleni opadu listli a nékteré tropismy. Kyselina abscisova reguluje naptiklad
uzavirani praducht, dormanci a senescenci listl, také stimuluje rust kotenti. Gibereliny
reguluji kveteni rostlin, dale se ucastni regulace vyvoje pylu a pylové lacky.
Brassinosteroidy ovliviiuji kuptikladu kliceni semen a zpomaluji opad listii. Kyselina
salicylova reguluje predevs§im dychani a fotosyntézu, ale také rast rostlin. Ethylen
pusobi na zrani plodd a urychluje senescenci a opad listli. Jasmonaty se ucastni
predevSim reakci rostlin na stres. Strigolaktony ovliviiuji hlavné vyvoj kofent a vétveni

vyhonkii.

2.2 Cytokininy

Cytokininy jsou Ne-substituované derivaty adeninu. Dle typu postranniho fetézce se
déli na isoprenoidni a aromatické (napt. benzyladenin (obr. 1) a jeho hydroxy- a
metoxyderivaty). Cytokininova aktivita byla také prokdzéna u nékterych derivath
fenylmocoviny (napt. thidiazuron (Obr. 2), difenylmocovina). Tyto derivaty jsou vSak

vyhradn¢ syntetického ptivodu a v piirodé se nevyskytuji.
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Obr. 1 Strukturni vzorec benzyladeninu.
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Obr. 2 Strukturni vzorec thidiazuronu.

Mezi isoprenoidni cytokininy patii napiiklad isopentenyladenin, jeho postranni
fetézec mize byt hydroxylovan v cis- nebo trans- pozici, za vzniku cis-/trans-zeatinu
(obr. 3) (Letham, 1963). Trans-zeatin je u dvoudéloznych rostlin tvofen jako
dominantni forma, Cis-zeatin je tvofen v mensi mife s nizkou nebo zadnou aktivitou
(Schmitz and Skoog, 1972; Mok et al, 1978). U jednodéloznych rostlin je zastoupeni

cis-zeatinu podstatné vyssi (Gajdosova et al., 2011)

Aromatické cytokininy byly pokladany za syntetické latky az do 70. let minulého
stoleti, kdy byly objeveny pfirodni derivaty benzyladeninu (Horgan et al, 1973). Pozdé&ji
byly objeveny v fad¢ dalSich rostlin, naptiklad v Arabidopsis thaliana (Tarkowska et al,
2003). Cytokininy se podileji na regulaci déleni bunék v meristémech, oddaluji
senescenci listd a s tim spojenou degradaci chlorofylu, snizuji apikalni dominanci,

stimuluji tvorbu chloroplastl a vyvoj axilarnich pupent.

CHj
HO

\)\/\NH HN™ >=<"OH
N /
NN NTON
Obr. 3 Strukturni vzorce trans-zeatinu a cis-zatinu (z leva do prava).
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2.2.1 Metabolismus cytokinint

Cytokininova biosynteticka aktivita byla poprvé detekovana v hlence Dictyostelium
discoideum (Taya et al., 1978), kde se Gcastni syntézy discadeninu, coZ je inhibitor
kli¢eni spor. Prvni gen biosyntézy cytokinint byl identifikovan v rostlinné tumorogenni
bakterii Agrobacterium thumaficiens, jednalo se 0 gen Tmr situovany v T-DNA regionu
Ti plazmidu, zodpovédny za tvorbu kofenovych nadort. Protein kddovany Tmr genem
vykazuje adenylat-isopentenyl transferasovou aktivitu (Lichtenstein et al., 1984,
Akiyoshi et al., 1984, Barry et al., 1984).

2.2.1.1 Biosyntéza cytokinini

Biosyntéza isoprenoidnich cytokinini zacind pfenosem isoprenoidniho postranniho
fetézce na adenin, ten muze byt bud’ ve formé volného nukleotidu, nebo je vazan
v molekule transferové RNA (tRNA). Donory isoprenoidniho fetézce jsou
dimethylalylpyrofosfat (DMAPP) a 4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyldifosfat (HMBDP)
(Krall et al., 2002; Sakakibara et al., 2005). Pokud je donorem dimethylalylpyrofosfat,
vznikaji cytokininy isopentenyladeninového typu. Postranni fetézec mize byt dale
hydroxylovan pomoci enzymu P450 monooxygenasy (Takei et al., 2004). Cytokininové
nukleotidy jsou dale hydrolyzovany na volné béaze. Hlavni drdhy biosyntézy a

metabolismu cytokininil jsou zobrazeny na Obr. 4.

Prvniho kroku biosyntézy cytokininil se ucastni enzym isopentenyltransferasa. Na
zaklade jeji krystalové struktury bylo zjiSténo, Ze jeji afinita k substratu klesa v fadé

ATP> dATP> ADP> GTP>CTP> UTP (Chu et al., 2010).

Existuji dva typy isopentenyltransferas a sice adenylat-isopentenyltransferasy a
tRNA-isopentenyltransferasy. Adenylat-isopentenyltransferasa piidava isopentenylovou
skupinu k atomu N°® molekuly AMP, ADP nebo ATP. tRNA-isopentenyltransferasa
pusobi stejnym zpusobem na adenin obsazeny v molekule tRNA. Takto vzniklé
molekuly cytokininu se ze struktury tRNA uvolnuji béhem jeji hydrolyzy (Frébort et al.,
2011). Zda se, ze isopentenylace adeninu v tRNA ma duélni funkci. Kromé vyse
popsané cytokininové biosyntézy bylo prokazano, ze isopentenylace adeninu v tRNA
ovliviiuje UCinnost a presnost translace (Persson et al., 1994). Kromé tRNA byly
cytokininy nalezeny i v ribosomalni RNA (rRNA), jejich funkce zde vsak neni doposud
znama (Taller et al., 1987).
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Cytokininy trans-zeatinového typu mohou vznikat dvéma moznymi drahami. Prvni
z nich je tzv. isopentenyladenin zavisla draha, pti niz nejprve vznika isopentenyladenin,
ktery je nasledné hydroxylovan cytochromem P450 (Takei et al., 2004). Druhou je pak

tzv.isopentenyladenin nezavisla draha, v niz je trans-zeatin produkovan piimo

MVA MEP
| ] L
CYP450 IPT /\)\/O H
/ \> —_— ﬁ S - HpPO  F
HaPPO “arenor k ATPIADP
DMAPP HMBDP
Rm PPIPPP
R\b PP/IPPP B
v\ PT AP
/\/*/OH
RN
N CYP4s0 /J\/[ N NN
O — Ty —— [ Crd
N N T
| Rlb P R\b P o

Rib LoG y
LoG
HN/V/L HN&)\/OH
| ZR
NN NN 1 N
N

”\ - \> Isopendenyladenin trans-Zeatin l)I\> 1 L \>
N N NN | NN
H

/Q\ H N/\%k/o H‘/ a | 766T Prydrozestin
N-GT OH o
N = N\> N N> —UTee
| N = BGLU —0— xyi
P y
N T N/ N HN
& ‘ NN
=
CKX ‘ e cis- L~ \> k >
aes N N N
iy | BGLU N
CKX
NH,
N SN
fI\> * no b _n
Y
R
Adenin/derivat Aldehyd

Obr. 4 Klicové enzymy biosyntézy a pifemény cytokinini. Adenylat-isopentenyltransferasa
(IPT) (EC 2.5.1.27, Takei et al., 2001); cytochrom P450 monooxygenasa (CYP450) (Takei et
al., 2004), cytokinin-fosforibohydrolasa “Lonely guy” (LOG) (Kurakawa et al., 2007); cytokin-
N-glukosyltransferasa (N-GT) (EC 2.4.1.118, Hou et al. 2004) (enzym muze glukosylovat v N°
a N’ - je zobrazena N° modifikace); p-glukosidasa (BGLU) (EC 3.2.1.21, Brzobohaty et al.,
1993); cytokinindehydrogenasa (CKX) (EC 1.5.99.12, Galuszka et al., 2001); zeatin-O-
glukosyltransferasa (ZOGT) specificka pro trans-zeatin (EC 2.4.1.203, Martin et al., 1999) a
cis-zeatin (EC 2.4.1.215, Veach et al., 2003), konjugaci xylosy namisto glukosy (EC 2.4.2.40,
Turner et al., 1987), Siroka specifita (Hou et al., 2004); zeatinisomerasa (ZI) (Bassil et al.,
1993); zeatinreduktasa (ZR) (EC 1.3.1.69, Martin et al., 1989); synthasa kyseliny lupinové
(LAS) (EC 2.5.1.50, Parker et al., 1986). Cytokininy, které jsou degradovany isoenzymy
cytokinindehydrogenasy (Galuszka et al., 2007, Kowalska et al., 2010) jsou zahrnuty v
neohranic¢ené ¢asti. (Pfevzato a upraveno podle Frébort et al, 2011.)
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pfenosem hydroxylu z postranniho fetézce prekurzoru 4-hydroxy-3-methyl-but-2-
enyldifosfatu na adeninovy kruh (Astot et al., 2000; Sakakibara et al., 2005).

Ktera dradha je dulezitéjsi je mozno posuzovat podle piivodu donoru postranniho
fetézce cytokininu. V rostlinach existuji dvé cesty vzniku isoprenoidu. Prvni z nich je
tzv. mevalonatova draha, nachazejici se v cytosolu a mitochondriich, produkujici
prekurzory pro biosyntézu sterold, seskviterpenti a postrannich fetézcti ubichinonu.
Druhou z nich je tzv. methylerythritolfosfatova draha, nachazejici se v plastidech,
produkujici monoterpeny, seskviterpeny, karotenoidy, postranni fetézce chlorofylu a

plastochinonu (Rohmer et al., 1993; Lichtenthaler, 1999; Laule et al., 2003).

Mevalonatova draha zacinad kondenzaci tii molekul Acetyl-CoA a redukci na
mevalonat, ta je fizena hladinami isoprenoidii a inhibovana statiny. Mevalonat je
fosforylovan za vzniku mevalonat-5-difosfatu, ten se dale fosforyluje a nasledné
defosforyluje a dekarboxyluje, za vzniku isopentenyldifosfatu, jenz muze dale
izomerovat na dimethylalylpyrofosfat, ktery se ucCastni syntézy cytokininti (Frébort et

al., 2011).

Methylerythritolfosfatova draha zacina kondenzaci pyruvatu a glyceraldehyd-3-
fosfatu, za vzniku  1-deoxy-D-xylulozy-5-fosfatu, ta je pifevedena na
methylerythritolfosfat (Proteau, 2004), ten je konjugovan s cytidylfosfdtovou skupinou
a fosforylovan, dochazi k cyklizaci za uvolnéni CMP. Vznika 4-hydroxy-3-methyl-but-
2-enyldifosfat, ten mulze byt dale redukovan na isopentenylpyrofosfat a

dimethylalylpyrofosfat (Sakakibara et al., 2005).

Cytokininy jsou de novo syntetizovany jako malo aktivni mono-, di- nebo trifosfaty
nukleotidt. Pro jejich aktivaci je nutna defosforylace a deribosylace. In vivo mohou byt
defosforylovany fosfatasami s Sirokou substratovou specifitou, naptiklad 5'-
nukleotidasou (Chen a Kristopeit, 1981), nebo jakoukoli jinou alkalickou, poptipadé
kyselou, fosfatasou. Deribosylace mize byt zprostiedkovana adenosin-nukleosidasou.
Tyto enzymy maji nizkou afinitu k cytokininlim, ta mize byt nedostate¢na k aktivaci pfi
fyziologické koncentraci cytokininl v rostlinach (Galuszka et al, 2008). Tyto dvé reakce
mohou probihat také vjednom kroku a to pomoci cytokinin-specifické N-

fosforybohydrolasy, tzv. ,,Lonely guy* (Kurakawa et al., 2007).
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2.2.1.2 Degradace cytokinini

Enzym zodpovédny za ireversibilni degradaci cytokininii v rostlinnych pletivech je
cytokinin dehydrogenaza (CKX; EC 1.5.99.12). Drtive se katabolismus cytokinini v
rostlinnych pletivech zdal byt v podstaté¢ disledkem aktivity cytokinin specifického
enzymu oxidasy, ktera Kkatalyzuje oxidaci cytokininovych substrati nesoucich
nenasycené isoprenoidni postranni fetézce za pouziti molekuldrniho kysliku jako
elektronového donoru (Hare a van Staden, 1994). Nicméné, pozd&jsi méfeni
enzymatické aktivity enzymii z pSenice a kukufice ukézala, ze kyslik je Spatnym
elektronovym akceptorem (Galuszka et al., 2001; Frébortova et al., 2004), i ptes vysoky
redoxni potencial (Fraaije, 1999). Bylo zjisténo, Ze elektronové akceptory typu chinonu
funguji daleko ucinnéji, coz naznacuje, ze CKX je mnohem G¢innéj$i dehydrogenaza
nez oxidaza (Galuszka et al., 2001; Frébortova et al., 2004; Laskey et al., 2003;
Kopecny et al. 2005). CKX je tedy enzym, ktery $tépi cytokininy na adenin a aldehyd
odpovidajici postrannimu fetézci, za pouziti elektronového akceptoru chinonového typu
jako koncového akceptoru (Popelkova et al. 2006). Dale bylo na zaklad¢é krystalové
struktury zjisténo, ze obsahuje kovalentné vazany FAD (Frébortova et al., 2004;

Popelkova et al., 2006).

HN—CH;-R N=CH—R NH,
= N N = N
"L | \> NZ | > +H,0 ht | \> P——
o e
N ﬁ ; kMM N N N
FAD CKX FADH, Ho | &

Cytokinin Ptedpokladany Adenin Aldehyd
iminovy intermediat

QH, Q

Koneény akceptor
elektronti

Obr. 5 Cytokinindehydrogenasova reakce. Degradace cytokininu probiha prostfednictvim
oxidativniho 3tépeni jeho N°-postranniho fetézce, coz vede k tvorbé adeninu a aldehydu
odvozeného od postranniho fetézce (Brownlee et al., 1975). Reakce probiha pies dehydrogenaci
cytokininu na iminovy meziprodukt, kdyz akceptor odebira dva elektrony z flavinového
kofaktoru enzymu (Frébort et al., 2011). (Pfevzato a upraveno podle Popelkova et al., 2006).
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2.2.2 Cytokininova signalni draha

Cytokininy jsou v rostlinné bufice rozpoznavany tzv. dvoukomponentnim systémem
(two component system, TCS), ktery se sklada z cytokininovych pienaSecovych
proteini HP a regulatord cytokininové odpovédi RR. Prvni komponentou tohoto
systému jsou tedy cytokininové receptory, které patii do skupiny histidinkinaz (HK) a

jedna se o transmembranové proteiny s vice doménami (Lomin et al., 2011).

Protoze doména rozpoznavajici cytokininovy signal je ohrani¢ena dvéma az tiemi
transmembranovymi oblastmi, je zfejmé, Ze tyto receptory jsou integrovany do
bunéénych membran. (Hwang a Sheen, 2001, Imamura et al., 2001, Asakura et al.,

2003). Samotna lokalizace cytokininovych receptor dosud neni zcela objasnéna.

Driive se ptredpokladalo, Ze cytokininové receptory jsou umistény na plazmatické
membrané (Ueguchi et al., 2001; Inoue et al., 2001), tento ptedpoklad byl zaloZen na
vysledcich bioinformatické analyzy (Lomin et al., 2011). Tento pfedpoklad byl nasledné
jesté¢ vice podpofen pozorovanim AHK3 receptoru znaceného pomoci zeleného
fluorescencniho proteinu na plazmatické membrané V transientné transformovanych

protoplastech (Kim et al., 2006).

Na druhou stranu, biochemické analyzy cytokininovych receptori, hlavné pak
studium zavislosti interakce ligandu sreceptorem na pH a vazby cytokininu na
membrany (receptorem na ni), kdy se velka ¢ast cytokininti specificky vazala na
endomembrany, vedly k nazoru, Ze nékteré cytokininové receptory jsou aktivni uvnitf
buiiky (Romanov et al., 2006; Wulfetange et al., 2011). Dale byla provedena transientni
exprese cytokininovych receptort znacenych GFP v bunkach tabaku Nicotiana
bentamiana. V téchto experimentech bylo prokazano, Ze nejsilngjsi signal odpovidajici
vSem tfem cytokininovym receptorim je lokalizovan na endoplazmatickém retikulu.
Cytokinin vazebné testy, spolu s fluorescencnim znacenim a biochemickou frakcionaci
prokazaly, ze velka ¢ast cytokininovych receptorti je lokalizovana na endoplazmatickém
retikulu, coZ naznacuje jeho centralni ulohu v cytokininové signalizaci (Wulfetange et

al., 2011).

Znalost receptorové lokalizace je dilezita pro pochopeni toho, jak probiha interakce
receptorti s hormony in vivo a jakou cestou je signal v bufice pfenasen (Geldner a

Robatzek, 2008).
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Nejnovejsi prace souvisejici s lokalizaci cytokininovych receptorti byla publikovana
v pfedminulém roce (Ziircher et al., 2016). Tato prace naznauje, Ze percepce
cytokininového signalu ziejme probihd na povrchu rostlinné buiiky a aktivni cytokinové
receptory jsou tudiz lokalizovany v plasmatické membrané. Tento vysledek je v rozporu
s pracemi publikovanymi v pfedeslych letech a tudiz problematika lokalizace

cytokininovych receptorti v rostlinné butice neni zatim zcela objasnéna.

2.2.2.1 Cytokininové receptory v Arabidopsis thaliana

Tato rostlina byla primarné pouzivana jako modelova rostlina pro studium
cytokininovych receptord (Lomin et al.,, 2011). Byly v ni identifikovany celkem tfi
cytokininové receptory, prvnim z nich je AHK4 (Arabidopsis Histidine Kinase 4), také
oznacovany jako CRE1 a WOL (Cytokinin Response 1; Wooden Leg) (Mahonen et al.,
2000; Yamada et al., 2001; Inoue et al., 2001; Ueguchi et al., 2001; Romanov et al.,
2006). Zbyvajici dva receptory se oznacuji jako AHK2 a AHK3 a jsou homologni
k AHKA4.

V puvodni praci z roku 2001 byly identifikovany dvé rizné sestiihové (splicingové)
varianty genu CRE1, oznacené jako CREla a CRELb. Zatimco protein CREla
obsahoval 1057 aminokyselin, protein CRE1b obsahoval na svém amino konci o 23
aminokyselin vice. Funkénost obou variant receptoru CRE1 byla zb&zné otestovana
Vv kalus indukénim testu s obdobnym vysledkem (Inoue et al., 2001), dale tyto dvé

varianty studovany nebyly.

2.2.3 Prenos cytokininového signalu

U bakterii je transdukce cytokininového signilu uskuteciovana primarné pomoci

vvvvvv

fosfatovou ptenosovou drdhou (tzv. phosphorelay), tato drdha je také vyuzivana u

eukaryotnich organismu (Obr. 6) (West a Stock, 2001).
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Obr. 6 Porovnani klasického a eukaryotniho dvoukomponentniho systému. Typicky
dvoukomponentni fosfotransferovy systém sestava z dimerniho transmembranového receptoru,
histidinkinasy a cytoplazmatického regulatoru odpovédi. Transmembranové segmenty
transmembranové ¢asti histidinkinasy jsou oznaceny TM1 a TM2. V ATP vazebné domén¢ jsou
sekvencni motivy N, G1, F a G2. Histidinkinasy katalyzuji ATP-dependentni autofosforylaci
histidinového rezidua (zna¢eného H). Cinnost histidinkinasy (fosforylace) je regulovana signaly
z vnéjsiho prostiedi. Fosfatova skupina (P) se nasledné pienasi na specificky aspartatovy zbytek
(D) umistény uvnité regulatoru odpovédi (RR). Fosforylace RR aktivuje efektorovou (tzv.
downstream) doménu, ktera vyvola specifickou bunécnou odpovéd. (b) Vicekomponentni
systém (tzv. phosphorelay) zacina aktivaci hybridni histidinkinasy, ktera ma na C-konci
dodate¢nou regulaéni doménu. Dochazi k vice nez jednomu pienosu fosfatu mezi histidinem a
aspartatem, dale systém vétSinou zahrnuje fosfat-prenaSeCovy protein (HPt, Histidine
Phosphotransfer protein), obsahujici histidinovy zbytek, ptenasejici fosfat k regulatoru odpovédi
RR. (West a Stock, 2001). (Pfevzato a upraveno z West a Stock, 2001)

2.2.3.1 Pienos cytokininového signalu v Arabidopsis thaliana
V Arabidopsis thaliana je cytokininovy signal pfenaSen, jako u ostatnich eukaryot, vice

komponentnim systémem.

Pienos signalu zacind vazbou biologicky aktivniho cytokininu na N-terminalni
CHASE doménu AHK receptoru a autofosforylaci histidinového zbytku v
proteinkinasové doméné. Fosfat je dale pfenesen pomoci aspartatového zbytku na
pfijimaci doménu, odtud je pfenesen na AHP protein, ten pfenasi fosfat z receptoru
lokalizovaného v membrané na ARR regulator odpovédi v jadie (Werner a Schmiilling,
2009).
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Obr. 7 Schéma transdukce cytokininového signalu v Arabidopsis thaliana. (Pfevzato a upraveno
z Werner a Schmiiling, 2009)

Rodina AHP proteint v Arabidopsis obsahuje 6 ¢leni, AHP1 - AHP6. Proteiny
AHPI1 az AHPS osahuji histidin, jako fosforylaéni misto, Gi€astnici se prenosu fosfatu.
Posledni ¢len rodiny AHP6 obsahuje misto histidinu asparagin (Hwang a Sheen, 2002).
Role téchto aminokyselinovych zbytkli na ptenosu fosfatu byla prokdzéna pomoci
mistné specifické mutageneze cytokininovych receptorti v heterolognim kvasinkovém
systému (Miyata et al., 1998; Suzuki et al., 1998; Urao et al., 2000a; Suzuki et al.,
2001). Bylo prokazano, ze AHP proteiny jsou lokalizovany jak v cytosolu, tak i
V bunécném jadie a jejich distribuce neni ovlivnéna aplikaci cytokininu (Punwani et al.,
2010). Tato skutecnost je v rozporu s pavodnim piedpokladem, ze se AHP po ovlivnéni

cytokininem translokuji z cytosolu do jadra (Hwang a Sheen, 2001).

Posledni komponentou cytokinové signadlni drahy jsou reguldtory cytokinové
odpovedi tzv. ARR, které v Arabidopsis tvofi genovou rodinu ¢itajici 22 ¢lent. Tuto
rodinu tvofti dvé tfidy ARR, konkrétné se jedna o 11 regulatorti typu A (ARR-A) a 11
typu B (ARR-B) (Imamura et al., 1999).

Regulatory odpovédi typu B patii mezi pravé transkripéni faktory a skladaji se z N-

terminalni piijimaci domény a dlouhé C-terminalni DNA vazebné domény, ktera
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zprostiedkovava vazbu na specifickou sekvenci DNA a aktivaci transkripce cilovych
gend (Sakai et al., 1998, Imamura et al., 1999, Lohrmann et al., 1999, Schaller et al.,
2002). Na rozdil od reguléatort typu A nejsou ovlivnény aplikaci cytokinint nebo nitratt
a nereaguji na aplikaci jinych rostlinnych hormona (Imamura et al., 1999, Kiba et al.,
1999, Lohrmann et al.,, 1999). Z aminokyselinové sekvence, znafené zelenym
fluorescenénim proteinem (Lohrmann et al., 1999, 2001; Sakai et al., 2000; Hwang a
Sheen 2001; Imamura et al., 2001) a ptitomnosti jadernych lokaliza¢nich signala v C-
terminalni domén¢ (Sakai et al., 1998, Lohrmann et al., 1999) vyplyva, ze ARR typu B
pusobi jako transkripéni aktivatory cytokininovych cilovych gent (Lohrmann et al.,
1999, 2001, Sakai et al., 2000).

Prestoze regulatory cytokininové odpovédi typu A (ARR-A), jsou strukturné velmi
podobné ARR typu B, mechanismus jejich ucinku je jiny. Stejné jako ARR typu B se
skladaji z pfijimajici domény s kratkymi N- a C-terminalnimi prodlouzenimi (Imamura
et al,, 1999) avsak zcela postradaji C-terminalni DNA vazebnou doménu a tudiz
nemohou aktivovat expresi cilovych geni. ARR typu A funguji jako negativni
regulatory cytokininové odpovédi a ucastni se tzv. negativni zpétné vazby. Obecné plati,
ze vétSina ARR-A, mezi které patfi napf. ARR4 a ARRS5, plsobi jako regulatory
odpovédi na cytokininové podnéty. Exprese je indukovana velmi rychle, specificky a
zaroven transientné, tj. do 10 minut od aplikace cytokininu, a poté pozvolna klesa
(Brandstatter a Kieber, 1998). Vétsina ARR-A je indukovana cytokininem s podobnou
expresni Kinetikou (Taniguchi et al., 1998; Kiba et al., 1999; D'Agostino et al., 2000).
Hladiny transkriptu ARR-A jsou zvySeny v reakci na exogenni cytokininy (D'Agostino
et al., 2000), nebo v disledku stresu ¢i zménéné hladiny dusiku Vv ristovém mediu
(Taniguchi et al., 1998; Urao et al., 1998; Kiba et al., 1999).

2.3 Subcelularni lokalizace proteini

Kromé zékladnich biochemickych parametrii studovanych proteinti jako je napf.
molekulova hmotnost, substratova specifita, K, krystalova struktura atd. je neméné
dulezitd informace o pletivové a bunécné lokalizaci. Kompartmentace metabolismu
rostlinnych hormonti, stejné jako lokalizace jednotlivych komponent jejich signalni
drahy zasadné ovliviiuje jejich funkci a mechanismus jejich u€inku. Z téchto divodu je

nutné studovat lokalizaci téchto komponent.
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Ke studiu subcelularni lokalizace se vyuzivaji pfedevs§im mikroskopické techniky,
ale stejn¢ tak lze pouzit rizné biochemické pfistupy. Ziejmé nejpopularnéjsi metodou
studia subcelularni lokalizace proteinii je znaceni pomoci zelen¢ho fluorescenc¢niho
proteinu (Green Fluorescent Protein, GFP). Jedna se o protein pochazejici z medizy
Aequorea victoria, vyuzivany jako tzv. reportérovy protein jenz slouzi k vizualizaci a
nasledné lokalizaci studovanych proteind. Sklada se z 238 aminokyselin, emituje zelené
svétlo o vlnové délce 508 nm, pfiCemz jeho excita¢ni maximum je 395 nm (Tsien,
1998). Obrovskou vyhodou tohoto pfistupu je, Ze umoznuje lokalizovat cilové proteiny

pfimo v zivych bunkach v redlném case.

Molekulova hmotnost GFP je 26,9 kDa a strukturné¢ (Obr. 8) se jedna o B barel,
skladajici se z 11 PB-listd, a-helixu obsahujiciho chromofor 4-(p-hydroxybenzyliden)
imidazolidin-5-on a péti kratSich a-helixi tvoficich konce struktury (Stepanenko et al,
2008; Yang et al., 1996).

Obr. 8 3D struktura zeleného fluorescencniho proteinu. (Pfevzato z Tsien, 1998)

Dalsim zpusobem, jak provést lokalizaci cilového proteinu, je detekovat jej pomoci
specifické protilatky (tzv. imunolokalizace) v kombinaci s laserovou skenovaci
konfokalni mikroskopii (LSCM), ptipadné transmisni elektronovou mikroskopii (TEM).
V obou ptipadech je tfeba vzorek nejprve zafixovat, odvodnit a zalit do pevného media,
kterym je parafin resp. epoxidova pryskyfice. Nasledné je vzorek nakrajen na tenké fezy

a pritomnost proteinu je v ptipadé¢ LSCM vizualizovana pomoci fluorescenéné znacené
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specifické protilatky. U TEM je pak pfitomnost proteinu znacena pomoci specifické

protilatky nesouci zlatou castici o definovaném priiméru (nejcastéji 10 nm).

Pro spravné provedeni imunolokalizace je naprosto zasadni ziskat protilatku, ktera
zcela specificky a intenzivné rozpoznava cilovy protein. Dalsim problémem muze byt
nizka exprese cilového proteinu ve studovaném vzorku. Prvni problém lze obejit s
vyuzitim malych peptidovych znacek (tzv. tagy), které se umist'uji bud’ na N-konec
nebo C-konec studovaného proteinu. Nejcastéji pouzivanymi znackami jsou C-Myc,
Hemagglutinin (HA) tag, FLAG tag a dalsi. Protilatky specificky rozpoznavajici tyto
znacky jsou komeréné dostupné a jejich velkou vyhodou je jejich minimalni
nespecificka vazba, jelikoz se tyto znacky v rostlinnych pletivech pfirozené vubec
nevyskytuji. Problém nizké exprese studovaného proteinu lze vyiesit napf. nahrazenim
nativniho promotoru silnym konstitutivnim promotorem (napi. Cauliflower Mosaic
Virus promotor, CaMV35S), piipadné promotorem inducibilnim. Nizka molekulova
hmotnost téchto znacek je vzhledem k velikosti studovaného proteinu zanedbatelna a

tudiz nemiize ovlivnit jeho vlastnosti ani lokalizaci.

Kromé vyse popsanych mikroskopickych technik I1ze subcelularni lokalizaci proteinu
studovat také biochemickym ptistupem. Principem tohoto pfistupu je rozbiti rostlinnych
bun¢k na jednotlivé organely a membranové struktury a jejich separace v hustotnim
gradientu, nejCastéji sacharézovém. Po separaci je gardient rozebrdn na jednotlivé
frakce a ptfitomnost jednotlivych organel a membranovych struktur je detekovana napf.
s pomoci Western blottingu, vyuzivajiciho specifické markerové protilatky. Stejné tak
lze ptitomnost nékterych organel v dané frakci prokdzat métenim aktivity markerovych
enzyml. VySe popsany piistup byl zvolen pii lokalizaci cytokininového receptort
AHK2 a AHKS3 v Arabidopsis thaliana (Wulfetange et al., 2011) a kukufi¢ného
receptoru ZmHK21(Lomin et al., 2011).
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material
3.1.1 Enzymy

3.1.1.1 Restrikéni endonukleasy
- Ascl - 20 000 U-ml-1 (NEB, USA)

- BamHI - 20 000 U-ml-1 (NEB, USA)

- ECORV-HF - 20 000 U-ml-1 (NEB, USA)
- Fsel - 20 000 U-ml-1 (NEB, USA)

- Nhel - 20 000 U-ml-1 (NEB, USA)

- Notl - 20 000 U-ml-1 (NEB, USA)

- Spel - 20 000 U'ml-1 (NEB, USA)

3.1.1.2 Ostatni enzymy
- Alkalicka fosfatasa Fast AP (1000 U-ml-1) (Thermo Scientific, USA)

- GoTag G2 Flexi DNA polymerasa (5000 U-ml-1) (Promega, USA)

- Phusion HF (High-Fidelity) DNA polymerasa (2000 U-ml-1) (NEB, USA)

3.1.1.3 Pufry
- 5x GoTaq Flexi pufr (Promega, USA)

- 10x CutSmart pufr (NEB, USA)
- 10x Ligacni pufr (Thermo Scientific, USA)

- 5x Phusion HF pufr (NEB, USA)
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3.1.2 Primery (Sigma-Aldrich, Némecko)
Tab. 1 Sekvence primert pro PCR amplifikaci promotoru, 3"UTR oblasti, genu GFP a CRE1b

Primer

Sekvence (5" - 3")

CRE1P_F10BamHI
CRE1P_F519BamHI
CRE1P_F875BamH]
CRE1P_F1224BamHI
CRE1P_F1501BamHI
CRE1P_R5189Ascl
CRE1P_R5200Ascl

TATGGATCCTTTCATGTACCACCAGATGGC
TTGAGGATCCTGGCAAATACAGTGACAACC
GCTACGGATCCCAAATACGAAATACTCGTCC
AAAGTCCACACGGATCCATGAAATATGTGG
CAAGGATCCGTTTGTGTTTGTTCATGAACATGG
CTCATGGCGCGCCATGTAGGTATTCCATTTTC
CAAAATCTCGGCGCGCCACTTCAAATGTAGG

Tab.2 Sekvence primeri pro analyzu piitomnosti inzertu

Primer

Sekvence (5" - 3")

CREL_3U_F8418Nhel
CREZL_3U_F11042Notl
CRE1_3U_R10750Notl
AHK4_UTR_rev03
AHK4_Rev_3UTR
AHK4_F_Ascl

AHK4wt_R_Fsel

pSL34 FW
eGFP_seq_fw
CRE1_3UTR_f8981
CRE1_3UTR_f9735
CRE1_3UTR_f10386
CRE1p_f2158
CRE1p_f2833
CRE1p_f3457
CRE1p_f4124
CRE1p_f4759

M13

M13 RV

tNOS_R

TTCGGCTAGCTCCAATCTTCCGGCGAGTTT
AAAGCGGCCGCCTTTGAGAATTCTGAGTCTAG
ATACAGCGGCCGCGGTGGCATAATTAGTGG
AAATGCATATCAATCGCAGAATCGG
ATTGGCTTTGGTTATCTCACTC
TTGGCGCGCCATGAGAAGAGATTTTGTGTATAA
TAATAATGC
TGCGGCCGGCCCGACGAAGGTGAGATAGGATTA
G

TGATCCCCCTCGACAGCTTGCATG
CAACCACTACCTGAGCACC
CAACAACCCTTTAATCGGATCTC
CCATAAGAAGAAGAATAGTTCTAGG
GCAGTTTAGTCCGAAAAATGCC
CACACACACATTTTGTTAGCACC
CCATTTATGTTTCTCTAAGGTCTAACC
CAGCGATCAAAGAATCAATAGCGG
GATAAATCATGGGCTTATGAGTCAGG
GAGAAGTTTGTGAATTCTTCATTGTCG
TGTAAAACGACGGCCAGTG
GGAAACAGCTATGACCATGA
TTGAACGATCGGGGAAATTCGAGCT

Tab.5 Sekvence primeri pro klonovani metodou Gibson Assembly

Primer

Sekvence (5" -3")

CRE1P_R5200Ascl GA
CRE1P_F1224BamHI GA
CRE1P_F875BamHI GA

CRE1P_R5189Ascl GA

TGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATCAAAAT
CTCGGCGCGCCACTTCAAATGTAGG
CGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATAAAGTC
CACACGGATCCATGAAATATGTGG
CGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATGCTACG
GATCCCAAATACGAAATACTCGTCC
TGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATCTCATG
GCGCGCCATGTAGGTATTCCATTTTC
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3.1.3 Vektory
- pBluescript 11 SK(+) (Stratagene, USA)

AmpR_promoter

ORF frame 3
Ampicillin

2958 bp

Obr. 9 Mapa plazmidu pBluescript Il SK(+)

- pDrive (QIAGEN, Némecko)
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Obr. 10 Mapa plazmidu pDrive (pDrive Cloning Vector Map, QIAGEN)
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- pPGEM-T easy (Promega, USA)
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Obr. 13 Mapa plazmidu pGEM-T easy (pGEM®-T Vector Map, Promega, USA)

3.1.4 Chemikalie
- agar (HiMedia, Indie)

- agarosa (Amresco, USA)

- DMSO (Duchefa, Nizozemsko)

- dNTPs (Fermentas, Kanada)

- ethanol 96% (Lach:ner, Ceska republika)

- glycerol (Lach:ner, Ceska republika)

- chlorid sodny (Lach:ner, Ceska republika)

- Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside, IPTG (Duchefa, Nizozemi)
- kvasinkovy extrakt (Sigma, USA)

- kyselina chlorovodikové 36% (Lachema, Ceska republika)
- LB Broth (Sigma, USA)

- nuclease-free voda (QIAGEN, Némecko)

- 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl -D-Galactopyranoside, X-Gal (Duchefa, Nizozemi)
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3.1.4.1 Antibiotika
- ampicilin (Sigma, USA)

- kanamycin (Sigma, USA)

3.1.4.2 Material pro agarosovou elektroforézu
- 1% (w/v) agarosovy gel (1 g agarosy rozpustén ve 100 ml TAE pufru pomoci

mikrovinné trouby)

- TAE pufr 1 mmol/l EDTA, 40 mmol-I-1 Tris, 20 mmol.l-1 kyselina octova; pH =
8.5

- 1 kb plus DNA ladder (Thermo Scientific, USA)
- ethidium bromid (NeoLab, Némecko)

- 6x Loading Dye (Thermo Scientific, USA)

3.1.4.3 Média a roztoky
- 0,1 mol-I-1 IPTG (23,8 mg IPTG rozpusteno v 1 ml demineralizované vody a

sterilizovano pies 0,22 um filtr)
- 0,2 mol-I-1 X-gal (81,8 mg X-galu rozpusténo v 1 ml DMSO)

- LB médium 9,5 g chlorid sodny, 15,5 g LB Broth; doplnéno do 1 | destilovanou

vodou, sterilizovano autoklavovanim

- LB Agar 10 g trypton, 10 g NaCl, 5 g kvasni¢ného extraktu a 16 g agaru na 1 litr,

sterilizovano autoklavovanim

- SOC médium (2% (w/v) trypton; 0,5% (w/v) extrakt z kvasnic; 0,05% (w/v) NaCl;
0,01 mol-I-1 MgCl2; 0,01 mol-1-1 MgS0O4; 0,0025 mol-I-1 KCI; 0,02 mol-I-1 glukéza)

3.1.5 Software
- ImageLab (Bio-Rad, USA)

3.1.6 Komere¢né dostupné kity
- NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kit (Machenery Nagel, Némecko)

- QlAprep spin miniprep kit (QIAGEN, Némecko)
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- Gibson Assembly® Master Mix (NEB, Velka Britanie)

3.1.7 Pristrojové vybaveni

- analytické vahy 5034/120 (Nahita, Spanélsko)

- automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

- centrifuga 5427R (Eppendorf, Némecko)

- centrifuga SCANSPEED 1730R (LaboGene, Dansko)

- elektroforeticka komora pro horizontalni elektroforézu (Biometra, Némecko)
- elektroforeticka komora pro horizontalni elektroforézu (Labnet, USA)
- elektroporator ECM 399 (BTX, USA),

- elektromagneticka michacka (Boeco, Némecko)

- flowbox (MERCI, CR)

- Gel Doc EZ image (BioRad, USA)

- inkubator (Memmert, Némecko)

- inkubator (Medline Scientific, Némecko)

- nanoDrop Lite spektrofotometr (Thermo Scientific, USA)

- termoblok (BIOER, Cina)

- TProfessional Termocykler (Biometra, USA)

- termocykler T-gradient (Biometra, USA)

- Termocykler pro Veriti (Applied Biosystems, USA)

- termomixer (Eppendorf, Némecko)

- UV-transiluminator UVT-20 M-HC (Herolab, Némecko)

- vortex (Labnet, USA)

- zdroj napéti pro elektroforézu (Biometra, Némecko)

29



3.1.8 Biologicky material
- Elektrokompetentni buiiky Escherichia coli TOP 10 (Invitrogen, USA)

- Chemokompetentni buniky Escherichia coli TOP10 (NEB, USA)

- Elektrokompetentni buiiky Escherichia coli MEGA X DH10B+1 (Invitrogen,
USA)
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3.2 Metody

3.2.1 Klonovani a priprava binarnich vektori pro transformaci

rostlin Arabidopsis thaliana
Hlavnim cilem této prace byla pfiprava binarnich vektorti, nesoucich bud’ peptidovou
znacku 4x C-Myc, a nebo reportérovy gen GFP, pro znaceni cytokininového receptoru
CREIl. Déle 5'- regulacni oblast genu CREI, tzv. promotor, otevieny ¢teci ramec
(ORF, open reading frame, gen), kodujici vlastni cytokininovy receptor CRE1, a také
3’- regulaéni oblast genu CREI, tzv. 3'UTR (3’- untranslated region). Oba tyto
plazmidy také nesly gen pro rezistenci vuéi antibiotiku kanamycin. Pfi tvorbé téchto
vektord byla vyuzivana specifickd restrikéi mista (Obr. 12). Samotny postup

jednotlivych fazi a metod klonovani je popsan nize.

3.2.1.1 Optimalizace PCR

Nejprve byla provedena optimalizace PCR metody pro pfipravu jednotlivych segmentt
potfebnych pro klonovani, tedy reportérového genu GFP, 5°- regulacni oblasti
(promotoru), genu pro cytokininovy receptor CRE1 a 3’- regula¢ni oblasti (3'UTR)

daného genu.

Pfi optimalizaci byly pouzity rtizné kombinace specifickych primeri (viz 3.2.2.1
PCR), pocty cykli a teploty, pro dosazeni maximalni amplifikace ndmi pozadovanych

fragmentt.

Pro PCR reakci byla pozita termostabilni DNA polymerasa Phusion (Thermo
scientific) a jako templat byla pouzita genomicka DNA z rostliny Arabidopsis thaliana
var. Col0.

Spravna velikost pfipravenych PCR produktii byla ovéfena pomoci elektroforézy v
1% agarosovém gelu. Produkty byly ptecistény pomoci kitu NucleoSpin Gel and PCR

clean-up (Machery-Nagel) a zamraZeny pro dalsi pouziti.

3.2.1.2 Priprava binarniho vektoru pKLG50
Pro znaceni CREI receptoru na C-konci, pomoci malé peptidové znacky 4xC-Myc, byl
zvolen binarni vektor pKLMS50. Pro znaceni tohoto receptoru pomoci GFP musel byt

nejprve vhodnym zpisobem upraven vektor pKLLMS50, za vzniku vektoru pKLG50 (viz.
Obr. 12).
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Obr. 14 Mapa klonovani. Jsou zobrazena jednotliva restrikéni mista v oblasti klonovani do
plazmidu pKLMS50 a pKLGS50, dale shodna restrikéni mista uvniti vkladanych fragmentt. Také
jsou zde zobrazeny nami klonované fragmenty, byly klonovany v potradi GFP (ndhrada za 4xC-
Myc znacku), 3°’UTR oblast, CRE1 promotor a nakonec samotny gen pro CRE1 b receptor. Jsou
tu téZ naznacena uzité restrikcni mista pro inzerci téchto DNA sekvenci.

Nejdiive bylo nutno provést izolaci plazmidi pKLMS50. Tato izolace byla provedena
pomoci kitu QIAprep spin miniprep kit (QIAGEN). Nasledné byla spektrofotometricky

zmétena koncentrace vyizolovanych plazmidl na piistroji nanoDrop.

Dale musela byl z ndmi izolovaného vektoru pKLMS50 odstranéna znacka 4x C-Myc
a nahrazena reportérovym genem pro GFP. To bylo provedeno s vyuzitim specifickych
restrikénich mist Fsel a Spel. Plazmid byl naStépen v téchto mistech restrikénimi
endonukleasami. Restrikce byla analyzovana pomoci elektroforézy v 1% agarosovém
gelu. V dalsim kroku bylo provedeno ptecisténi restrikce pomoci kitu NucleoSpin Gel
and PCR clean-up (Machery-Nagel). Byla odstranéna znacka 4x C-Myc a pomoci T4
DNA ligasy nahrazena genem pro GFP, ktery byl téz oSetien témito enzymy.

Soubézné s tim byla provedena jiz zminéna restrikce, spolu s analyzou a ¢iSténim, a
nasledné vlozeni reportérového genu pro GFP pomoci T4 DNA ligasy, také do vektoru

pKL50.

Noveé pfipravené plazmidy byly zatransformovany nejdiive elektroporaci do
elektrokompetentnich bakterii Escherichia coli TOP 10, bakteridlni suspenze byla
nanesena pomoci hokejky na selekéni médium obsahujici antibiotikum kanamycin (50
mg/l) a néasledné inkubovana po dobu cca jednoho dne v inkubatoru pi1 37°C. Kvuli
nizké ucinnosti této transformace, ktera se projevila malym narustem bakteridlnich

kolonii, byla nasledn¢ provedena transformace metodou heat-shock (tepelnym Sokem)
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do chemokompetentnich bakterii Escherichia coli TOP 10. Bakterie byly opét

kultivovany na selekénim médiu za stejnych podminek.

Nasledné byl proveden screening bakteridlnich kolonii pomoci tzv. colony PCR a
zaroven byl zhotoven tzv. replica plate, miska nesouci tyto testované kolonie. Vysledek
colony PCR byl analyzovdn pomoci elektroforézy v 1% agarosovém gelu. Pozitivni

kolonie byly néasledné zaockovany do tekutého LB média s kanamycinem (50 mg/1).

Nasledujici den byly z téchto bakterialnich kultur izolovany plazmidy pomoci kitu
QlAprep spin  miniprep kit (QIAGEN). Jejich koncentrace byla stanovena

spektrofotometricky pomoci pfistroje nanoDrop a nésledné byly ovéteny sekvenaci.

Tyto nové pfipravené plazmidy, obsahujici reportérovy gen pro GFP, byly oba dale
znaceny pKLGS50.

3.2.1.3 Klonovani 3'UTR oblasti genu CRE1

3’UTR oblast byla klonovana do obou vektort, tedy do pivodniho pKLMS50 i do nami
ptipraveného pKLG50.

Nejprve byla provedena restrikce obou plazmidii pomoci specifickych restrikénich
endonukleas, konkrétné Spel a Notl. SoubéZzné se zminénou restrikci byla provedena
restrikce PCR produktu (amplifikované 3"UTR oblasti), pomoci enzyml Nhel a Notl.
Obé¢ restrikeni reakce byly procistény pomoci kitu NucleoSpin Gel and PCR clean-up

(Machery-Nagel) a byla zméfena jejich koncentrace piistrojem nanoDrop.

Nasledné byla do obou plazmidi ligaci vlozena promotorova oblast, pomoci T4

DNA ligasy.

Dale probéhla transformace techto plazmidt elektroporaci do elektrokompetentnich
bakterii Escherichia coli MEGA X DHI10B+1. Bakterie byly naneseny na agarové
plotny s LB agarem a kanamycinem. Nasledujici den byla provedena colony PCR, pro
otestovani bakteridlnich kolonii a soucasné byla zhotovena replica miska. Colony PCR

byla vyhodnocena pomoci gelové elektroforézy na 1% agarosovém gelu.

Pozitivni kolonie byly zaockovany do tekutého LB média a nasledujici den byla
kultura sklizena. Z kultur byly izolovany plazmidy pomoci kitu QIAprep spin miniprep
kit (QIAGEN), ze zbytku kultur byly pfipraveny tzv. glycerol stocky, ty byly zmrazeny
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v tekutém dusiku a ulozeny do mrazdku na -80°C pro dalsi pouziti. Pfitomnost

klonovaného fragmentu byla ovéfena sekvenaci.

3.2.1.4 Klonovani promotorové oblasti genu CRE1

Promotorova oblast byla nejdiive klonovana do obou naSich vektort, jiz obsahujicich
3’'UTR oblast. Pro tento ucel byla ¢ast zmrazenych bakterii zaockovéana do tekutého
média s kanamycinem a nasledujici den byly izolovany potfebné plazmidy. Ty byly
precistény pomoci kitu NucleoSpin Gel and PCR clean-up (Machery-Nagel) a byla

zmgétena jejich koncentrace na pfistroji nanoDrop.

Nejdrive byly proveden shodny postup jako u 3"UTR oblasti pro vloZeni do naSeho
insertu do plazmidt. Plazmidy byly nastépeny vhodnymi enzymy, tedy BamHI a Ascl,
shodnymi enzymy byl také oSetfen nas PCR produkt (promotorova oblas). K reakéni
smési byla nasledujici den pfidédna alkalickd fosfatasa FastAP. Dale byla provedena
purifikace kitem NucleoSpin Gel and PCR clean-up (Machery-Nagel), ligace, pomoci
T4 DNA ligasy a nasledna transformace elektroporaci do elektrokompetentnich bakterii
Escherichia coli TOP 10. Soucasné s elektroporaci byla provedena transformace

metodou heat-shock do chemokompetentnich bakterii Escherichia coli TOP 10.

Transformace elektroporaci nebyla usp€snd, nedosSlo k narustu kultur. V ptipadé
bakterii transformovanych metodou heat-shock doSlo ke zna¢nému narustu. Tyto
bakterie byly otestovany metodou colony PCR, zaroven byla zhotovena replica miska.
Colony PCR byla vyhodnocena pomoci gelové elektroforézy. Bylo zjisténo, Ze Zadna z

bakterii neobsahovala pozedovany DNA fragment.

Tento postup byl jesté¢ vicekrat zopakovan, pro vylouceni hrubych chyb nebo

vadnych ¢inidel, ale bez uspéchu.

Z tohoto diivodu jsme se pokusili vklonovat promotorovou oblast nejdiive do jiného,
komere¢né dostupného vektoru a potom jej z tohoto vektoru vyjmout a vlozit do
naseho. Klonovani vzdy probihalo podobnym zptsobem, tedy nejdiive restrikce pomoci
specifickych restrikénich enzymi nasledovana ¢isténim pomoci kitu NucleoSpin Gel
and PCR clean-up (Machery-Nagel), ligaci T4 DNA ligasou a nakonec transformaci do
bakterialnich bunék, u nichZ byla provedena selekce na mediich s antibiotiky a také tzv.

blue-white screening, tedy rozliSeni modrych a bilich kolonii.
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Prvnim vektorem, ktery jsme pro tento ucel pouzili, byl plazmid pBluescript Il
SK(+). Po uskute¢néni procesu inzerce DNA fragmentu byla provedena transformace
elektroporaci do elektrokompetentnich bakterii Escherichia coli TOP 10 a Escherichia
coli MEGA X DH10B+1. Po provedeni transformace bylo na zaklad¢ selekce zjisténo,
ze transformace nebyla uspésnd, proto byla provedena znovu elektroporace, do bakterii
Escherichia coli TOP 10. Bilé, tedy mozné pozitivni kolonie, byly dale otestovany
pomoci colony PCR. Po vyhodnoceni pomoci elektroforézy bylo zjisténo, ze dané
bakterialni kolonie jsou negativni, tedy ze v nich neni pfitomen pozedovany DNA

fragment.

Dalsim pouzitym vektorem byl plazmid pGEM-T easy. Opét byl proveden proces
inzerce a nasledné transformace, tentokrat heat-shockem do bakterii Escherichia coli

TOP 10. Déle byla provedena selekce na médiu obsahujicim antibiotikum.

Poslednim, nami uzitym, vektorem byl plazmid pDrive. Po zatransformovani heat-
shockem do chemokompetentnich bakterialnich bun¢k Escherichia coli TOP 10 byla

nasledna colony PCR vyhodnocovana elekrtoforézou v 1% agarosovém gelu.

Nakonec byla pro inzerci promotorové oblasti pouzita metoda klonovani Gibson
Assembly. Pomoci které byl DNA fragment vkladan do plazmidu pBluescript. Nasledné
byla provedena transformace metodou heat-shock do chemokompetentnich
bakterialnich bunék E. coli TOP 10. Dale byla provedena colony PCR pomoci

specifickych primerd.

3.2.2 Jednotlivé metody

Zde jsou blize popsany jednotlivé metody, na které bylo odkazovéano diive a které byly

pouzity v této bakalaiské praci.

3.2.2.1 PCR
PCR pro amplifikaci genu GFP, CRE1 3'UTR a promotorové oblasti.

Pii pocatecni optimalizaci PCR pro pfipravu vySe zminénych DNA fragmenti bylo
pouzito nékolik kombinaci primert (Tab. 6 a 7), také musely byt optimalizovany teploty
(Tab. 8) pro denaturaci, annealing a polymeraci, aby byl vytézek potfebného produktu

co nejvetsi.
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Jako templat byla pouzivana genomickd DNA Arabidopsis thaliana Col0., dale byla

pouzita termostabilni DNA polymerasa Phusion (Thermo scientific), byla pouzita z

divodu vyssi piesnosti a 3'- 5” exonukleasové aktivity, ¢imz byla vhodnéj$im fesenim

oproti naptiklad Taq polymerase, pouzivané pii colony PCR. Reakce probihala v

objemu 20 pl. Byla analyzovana pomoci agarosové gelové elektroforézy.

Tab. 6 Slozeni reakéni smési pro PCR reakci.

Komponenta smési

Objem jednotlivych komponent v ul na jednu

20 pl reakci
5x Phusion buffer HF 4
dNTP 0,4
Forward primer 1
Reverse primer 1
Templat - g. DNA 1
Phusion polymerasa 0,2
Nuclease free voda 12,4
Tab. 7 Kombinace primert pro PCR reakci.
Forward primer Reverse primer
CRE1P_F10BamHlI CRE1P_R5200Ascl
CRE1P_F519BamHI CRE1P_R5200Ascl
CRE1P_F875BamHI CRE1P_R5200Ascl
CRE1P_F1224BamHI CRE1P_R5200Ascl
CRE1P_F1501BamHl CRE1P_R5200Ascl
CRE1P_F10BamHI CRE1P_R5189Ascl
CRE1P_F519BamHI CRE1P_R5189Ascl
CRE1P_F875BamHI CRE1P_R5189Ascl
CRE1P_F1224BamHl CRE1P_R5189Ascl
CRE1P_F1501BamHI CRE1P_R5189Ascl
Tab. 8 Teplotni profil PCR reakce.
Teplota (°C) Cas (minuty) Opakovani
98 2:00 1x
98 0:20
58 0:30 38x
72 5:00
72 10:00 1x
4 5:00 1x

3.2.2.2 Cisténi DNA fragmenté pomoci kitu NucleoSpin Gel and PCR

clean-up

Vzorek byl doplnén Nuclease free vodou do 100 pl. a smichdn s 200 pl NTI pufru.

Smés byla umisténa do centrifugaéni mini kolony umisténé v mikrozkumavce, byla

provedena centrifugace po dobu 30 s pii 11 000 RPM. Permeat byl odstranén a kolona

byla 2x promyta 700 pul NT3 pufru, pomoci centrifugace po dobu 30 s pti 13 000 RPM.

Nasledné byl vzorek centrifugovan po dobu 3 minut pii 13 000 RPM pro vysuSeni. V
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dal§im kroku bylo pfidano 28 pl elu¢niho pufru. Smés byla ponechdna 1 minutu
reagovat pfi laboratorni teploté a na konec byl vzorek eluovan centrifugaci pii 11 000
RPM po dobu 1 minuty. Eluce byla opakovana pro zvysSeni koncentrace vzorku.
Permeat obsahujici vzorek byl napipetovan zpét do kolony, byl ponechan 1 minutu

inkubovat a poté byla opét provedena centrifugace.

3.2.2.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace

Stanoveni koncentrace bylo provadéno pomoci pfistroje NanoDrop. Nejdiive byl
piistroj nastaven do médu ,,DNA” dale ,,dsDNA” (pro méieni dvouvlaknové DNA).
Nasledné bylo zvoleno tlacitko ,,.Blank”, do mista pro vzorek byl nanesen jeden
mikrolitr referen¢niho roztoku (u méfeni koncentrace po izolaci plazmida se jednalo o
elucni pufr, stejné tak u vzorkd po purifikaci, tedy PCR nebo restrikce). Vyblankovani
pfistroje bylo potvrzeno opétovnym spusténim tlacitka ,,Blank”. Déle byl blank
odstranén pomoci buni¢iny a do stfedu pole pro vzorek byl nanesen pomoci pipety
jeden mikrolitr vzorku. Bylo zvoleno ,,Measure”. Na display pfistroje se zobrazily
hodnoty koncentrace daného vzorku v jednotkdch mg/ul. Pfistroj byl nasledné ocistén

pomoci buniciny a destilované vody a byl uveden do médu ,,Sleep”.

3.2.2.4 Elektroforéza v 1% agarosovém gelu
Elektroforéza byla provadéna v horizontdlnim uspofadani v 1% agarosovém gelu, pfi

napéti 110 V, po dobu 30 minut v prostiedi TRIS pufru. Bylo nanaseno 10 pl vzorku.

3.2.2.5 Izolace plazmidi pomoci kitu QlAprep spin miniprep Kit
Nejdiive byly sklizeny 4 ml tekuté bakterialni kultury centrifugaci po dobu 5 minut pfi
11 000 RPM (centrifuga 5427R). Supernatant byl op&t odstranén.

Pelet byl resuspendovan v 250 pl P1 pufru. Ke smési bylo ptidano 250 pl P2 pufru,
roztok byl promichan pfevracenim a ponechan 3 minuty pii pokojové teploté. Dale bylo
pfidano 350 pl pufru N3, smés byla opatrné promichana. Nasledovala cenrifugace po
dobu 10 minut pti 13 000 RPM (centrifuga 5427R). 800 ul supernatantu bylo
piepipetovano do centrifuga¢ni mini kolony. Byla provedena centrifugace pii 11 000
RPM podobu 60 s. Permeat byl odstranén a do kolony bylo ptidano 0,5 ml pufru PB,
opét byla provedena centrifugace pii 11 000 RPM po dobu 60 s. Nésledn¢ byl vzorek
zachyceny na kolon¢ 2x promyt 0,75 ml PE pufru pomoci centrifugace po dobu 60 s pii
10 000 RPM. Nasledn¢ byl vzorek centrifugovan 3 minuty, aby byly odstanény zbytky
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pufri. Nakonec byla mini kolonka pfenesena do nové mikrozkumavky a plazmid byl

eluovan 28 ul EB pufru, centrifugaci pti 11 000 RPM po dobu jedné minuty.

3.2.2.6 Restrikce

Reakce probihaly v celkovém objemu 40 pl, byly ponechany inkubovat pfes noc v
inkubatoru pfi teploté 37°C. Po restrikci vektoru byla nasledujici den ptidana alkalicka
fosfatasa FastAP. Restrikce byla pro kontrolu analyzovana pomoci gelové

elektroforézy.

Restrikce pro pfipravu pKLG50

Byla provedena restrikce plazmidu pKLM50 a pKL50 pomoci restrikénich endonukleas
v CutSmart pufru (Tab. 9), zaroven byla provedena restrikce PCR produktu
(reportérového genu pro GFP) pomoci stejnych enzymi jako u $tépeni vektoru, bylo

ovSem pouzito jiné mnozstvi enzymu (Tab. 10).

Tab. 9 Smés pro restrikci PCR produktu (genu pro GFP)

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v pl na jednu
40 pl reakci

10x CutSmart pufr 4

PCR produkt (gen GFP) 25

Fsel 0,5

Spel 0,5

Nuclease free voda 10

Tab. 10 Smés pro restrikci plazmidd pKLMS50 a pKL50

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v pl na jednu
40 pl reakci

10x CutSmart pufr 4

Plazmid (pKLM50/pKL50) 4,5

Fsel 0,75

Spel 0,75

Nuclease free voda 30

Restrikce pro klonovani 3'UTR regionu do vektoru pKLMS50 a pKLG50

Restrikce plazmidi pKLMS50 a pKLG50 byla provedena pomoci enzymt Spel - HF a
Notl - HF (Tab. 11) v CutSmart pufru. PCR produkt, tedy 3"'UTR oblast, byl St€pen v
témze pufru pomoci enzymu Nhel - HF a Notl - HF (Tab. 12).
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Tab. 11 Smés pro restrikci PCR produktu (3"UTR regionu)

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v pl na jednu
40 pl reakci

10x CutSmart pufr 4

PCR produkt (3"'UTR region) 18

Nhel 1,25

Notl 1,25

Nuclease free voda 15,5

Tab. 12 Smés pro restrikci plazmidi pKLMS50 a pKLGS50

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v ul na jednu
40 pl reakci

10x CutSmart pufr 5

Plazmid (pKLM50/pKLG50) 6

Spel 1,5

Notl 15

Nuclease free voda 26

Restrikce pro klonovani promotorové oblasti do vektoru pKLM50 a pKLG50

Plazmidy pKLMS50 a PKLGS50 byly §tépeny pomoci restrikénich enzym BamHI a Ascl
v CutSmart pufru (Tab.13), za stejnych podminek byl §tépen PCR produkt, bylo pouzito

jiné mnozstvi komponent restrikéni smési (Tab. 14).

Tab. 13 Smés pro restrikci PCR produktu (promotorova obast)

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v pl na jednu
40 pl reakci

10x CutSmart pufr 5

PCR produkt (promotor) 20

BamHI 1

Ascl 1

Nuclease free voda 13

Tab. 14 Smés pro restrikci plazmidi pKLM50 a pKLG50

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v pl na jednu
40 pl reakci

10x CutSmart pufr 5

Plazmid (pKLM50/pKLG50) 15

BamHI 15

Ascl 15

Nuclease free voda 17

3.2.2.7 Ligace

Ligacni reakce probihaly po dobu 2 hodin za laboratorni teploty, za pomoci eznymu T4

DNA ligasy v prostiedi liga¢niho pufru a v celkovém objemu 10 pl.
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Ligace pro pfipravu pKLG50

Byla nastavena ligacni reakce pro spojeni plazmidi pKLMS50 a pKL50 s genem pro
GFP. Oba dva plazmidy byly po restrikci a purifikaci, ptivodni pKLMS50 jiz
neobsahoval znacku 4xC-Myc. Pro kazdy vektor byly piipraveny celkem dvé reakce

(Tab. 15 a 16), jedna s plazmidem a inzertem, druha kontrolni s vodou misto inzertu.

Tab. 15 Smés pro ligaci pKLM50 s genem GFP

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v Objem jednotlivych komponent v
ul na jednu 10 pl reakci pl na jednu 10 pl reakci -
kontrola

10x ligaéni pufr
Gen GFP

Vektor (pKLM50)
Nuclease free voda
T4 DNA ligasa

R NN
N Y

Tab. 16 Smés pro ligaci pKL50 s genem GFP

Komponenta smési Objem jednotlivych komponentv  Objem jednotlivych komponent v
ul na jednu 10 pl reakci pl na jednu 10 pl reakci -
kontrola

10x ligaéni pufr
Gen GFP

Vektor (pKL50)
Nuclease free voda
T4 DNA ligasa

= oON R
PN

Ligace pro klonovani 3’'UTR regionu do vektoru pKLM50 a pKLG50

Byly piipraveny ctyii ligacni reakce. Dvé obsahujici naStépeny vektror, bud’ pKLMS50
nebo pKLG50, s nastépnym PCR produktem (Tab. 17), v tomto piipadé 3'UTR oblasti,

a dalsi dv¢ kontrolni reakce (Tab. 18), obsahujici namisto PCR produktu vodu.

Tab. 17 Smés pro ligaci pKLMS50 a pKLG50 s 3'UTR oblasti

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v pl na jednu
10 pl reakci

10x liga¢ni pufr

3’UTR oblast

Vektor (pKLM50/pKLG50)
T4 DNA ligasa

W o
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Tab. 18 Smés pro kontrolni ligaci

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v pl na jednu
10 pl reakci

10x ligaé¢ni pufr

Nuclease free voda

Vektor (pKLM50/pKLG50)
T4 DNA ligasa

= W ol

Ligace pro klonovani promotorové oblasti do vektoru pKLM50 a pKLG50

Opét byly ptipraveny 4 reakce, dvé obsahujici vektor (pKLM50 a pKLG50, oba jiz
obsahujici 3'UTR region) s inzertem (promotorova oblast) (Tab. 19) a dvé kontrolni

reakce, kde byla namisto inzertu voda (Tab.20).

Tab. 19 Smés pro ligaci pPKLMS50 a pKLGS50 s promotorem

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v pl na jednu
10 pl reakci

10x ligaéni pufr 1

Promotor 5

Vektor (pKLM50/pKLG50) 3,7

T4 DNA ligasa 0,3

Tab. 20 Smés pro kontrolni ligaci

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v pl na jednu
10 pl reakci

10x ligaéni pufr

Nuclease free voda

Vektor (pKLM50/pKLG50)
T4 DNA ligasa

W o

3.2.2.8 Transformace Escherichia coli

Heat-shockem (tepelnym Sokem) byly transformovany chemokompetentni bakterialni
buniky Escherichia coli TOP10. Buiky byly vyjmuty z mrazdku a ponechany
rozmrznout na ledu, thned po rozmrznuti k nim bylo pfidano 5 pl ligaéni smeési
obsahujici plazmid s inzertem. Bunky byly ponechany inkubovat s liga¢ni smési po
dobu cca 20 minut. Nasledné byla mikrozkumavka s touto bakterialni suspenzi umisténa
na jednu minutu do termobloku vyhtatého na teplotu 42°C, dale byla vlozena na dvé
minuty do ledu, po dvou minutach bylo ptfiddno 700 ul Soc média. Transformované
buiiky byly ponechany inkubovat po dobu 45 minut v termomixeru pii teploté 37°C. Po
inkubaci byla bakterialni suspenze centrifugovana na 3 000 g, ¢ast supernatantu byla
odpipetovana, ve zbytku byly bakterie resuspendovany. Nasledné byly natfeny pomoci

hokejky na agarové plotny, obsahujici selek¢ni médium.
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Elektroporaci byly transformovany elektrokompetentni bakteridlni  bunky
Escherichia coli TOP10 a MEGA X DH10B+1. Bunky byly vyjmuty z mrazaku a
ponechany rozmrznout na ledu, soub&ézné s nimi byly na ledu vychlazeny i
elektropora¢ni kyvety. Thned po rozmrznuti byl k bufikam pfidan 1 pl liga¢ni smési
obsahujici plazmid s inzertem. Buiiky s liga¢ni smési byly nasledné pomoci pasteurovy
pipety pfesunuty do vychlezené elektroporaéni kyvety, ta byla déale umisténa do
elektroporatoru a byla provedena elektroporace. Nasledné bylo k transformovanym
bakteriim pfidano 700 pl Soc média a byly ponechany inkubovat v termomixeru po
dobu 45 minut pii 37°C. Po inkubaci byla bakterialni suspenze centrifugovana na 3 000
g, Cast supernatantu byla odpipetovana, ve zbytku byly bakterie resuspendovany.

Nasledné byly natfeny pomoci hokejky na agarové plotny, obsahujici selekéni médium.

3.2.2.9 Colony PCR

Colony PCR byla pozivana pro ovéteni uspésnosti klonovani inzertu do vektroru a

nasladné transformace do ptislusnych bakterii.

Reakce probihaly v objemu 10 pl v prostiedi Go Taq Green pufru, za pouziti
termostabilni Go Taq polymerasy. Nejdiive byl ptipraven tzv. master mix (Tab. 21),
obsahujici jednotlivé komponenty, ten byl rozdélen do stripii po 10 pl, nasledné byly do
jednotlivych reakénich smési pfidavany pomoci pipetovaci Spicky vzorky jednotlivych
bakterialnich kolonii. Soubezné s tim byl vytvofen tzv. replica plate, miska obsahujici

tyto testované kolonie. Colony PCR byla analyzovana pomoci gelové elektroforézy.

Tato metoda byla puzivdna pro analyzu pfitomnosti genu pro GFP ve vektoru
pKLG50 (pivodné pKL50 a pKLMS50) (Tab. 22), piitomnosti 3"'UTR regionu ve
vektroech pKLM50 a pKLG50 (Tab. 23), pfitomnosti promotorové oblasti ve vyse
zminénych vektorech (Tab. 24) a také pro dalsi metody a vektory pouzivané pro
klonovani promotororové oblasti, tedy klonovani do vektorti pBluescript Il SK(+),
pDrive, pGEM-T easy a metodu Gibson Assembly, tyto postupy budou zvlast popsany

u jednotlivich vektor a metod.

42



Tab. 21 Teplotni profil PCR reakce

Teplota (°C) Cas (minuty) Opakovani
95 2:00 1x
95 0:20
57 0:30 30x
72 1:40
72 5:00 1x
4 5:00 1X

Tab. 22 Slozeni reakéni smési pro colony PCR pro detekci GFP genu

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v ul na jednu
10 pl reakci

5x Green pufr 3

25mM MgCl, 15

dNTP 0,15

Forward primer - pSL 34 forward 0,75

Reverse primer - pSL 34 tNos R 0,75

Vzorek kolonie - templat -

Go Taq polymerasa 0,08

Nuclease free voda 3,77

Tab. 23 Slozeni reakéni smési pro colony PCR detekci 3"'UTR regionu

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v pl na jednu
10 pl reakci

5x Green pufr 2

25mM MgCl, 1

dNTP 0,1

Forward primer - pSL 34 forward 0,8

Reverse primer - AHK4 3'UTR rev. 0,8

Vzorek kolonie - templat -

Go Taq polymerasa 0,05

Nuclease free voda 5,25

Tab. 24 Slozeni reakéni smésipro colony PCR pro detekci promotorové oblasti

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v pl na jednu
10 pl reakci

5x Green pufr 2

25mM MgCl, 1

dNTP 0,1

Forward primer - CRE1 4759 F 0,8

Reverse primer - AHK4 UTR rev. / 0,8

eGFP_seq_rev.
Vzorek kolonie - templat -
Go Taq polymerasa 0,05
Nuclease free voda 5,25

3.2.2.10 Klonovani do pBluescript Il SK (+)

Vektro pBluescript Il SK(+) byl vybran pro klonovani promotorové oblasti. Plazmid
obsahuje gen pro rezistenci vuci antibiotiku ampicilin a LacZ gen kodujici -

galactosidazu umoznujici naslednou modro-bilou selekci bakterialnich kolonii.
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Nejprve byla provedena restrikce PCR produktu (promotoru) a zaroven vektoru
pBluescript Il SK (+) pomoci specifickych restrikénich enzymi (Tab. 25). Restrikéni
reakce byla ponechana inkubovat pfes noc v inkubatoru pfi teploté¢ 37°C. Nasledujici
den byla k restrikci pBluescript Il SK(+) ptidana alkalicka fosfatasa FastAP. Obé reakce
byly nasledné purufikovany pomoci Kitu NucleoSpin Gel and PCR clean-up (Machery-

Nagel). Funk¢nost restrikce byla analyzovana pomoci gelové elektroforézy.

Nasledné byla pfipravena ligace, pro spojeni plazmidu s PCR produktem (Tab. 26).
Reakce probihala dvé hodiny pti pokojové teploté. Celkovy objem reakce byl 15 pl.

Déle byla provedena transformace elektroporaci do elektrokompetentnich bakterii E.
coli TOP 10 a E. coli MEGA X DH10B+1. Tyto bakteric byly natfeny na agarové
plotny se selekénim médiem, médium obsahovalo X-Gal, IPTG a ampicilin. Dochéazelo
k dvoji selekci, jednak diky rezistenci na antibiotikum, jednak tzv. ,blue-white
screening”, tedy modré a bilé¢ kolonie. Po provedeni transformace bylo na zakladé
selekce zjiSténo, Ze transformace nebyla Gspésnd, proto byla provedena znovu metodou

elektroporace, do bakterii E. coli TOP 10.

Nakonec byla provedena colony PCR pro otestovani pozitivnich, tedy bilych, kolonii

na pritomnost naseho inzertu (Tab. 27).

Tab. 25 Smés pro restrikci pBluescript |1 SK(+) a PCR produktu nesouciho CRE1 promotor

Komponenta smési Restrikce promotoru (objem Restrikce pBluescript (objem
jednotlivych komponent v pl na jednotlivych komponent v pl na
jednu 50 nl reakcei) jednu 60 pl reakci)

10x CutSmart pufr 5 5

PCR produkt 24 40

(promotor)

Ascl 1,5 1,25

EcoRV - 1,25

Nuclease free voda 19,5 12,5

Tab. 26 Smés pro ligaci do pBluescript 11 SK(+)

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v ul na jednu
15 ul reakci

10x ligaéni pufr 1,5

Promotor 7,5

Vektor — pBluescript 1l SK (+) 5

T4 DNA ligasa 1
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Tab. 27 Slozeni reakéni smési pro colony PCR pro nalezeni pozitivnich kolonii

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v pl na jednu
10 pl reakci

5x Green pufr 2

25mM MgCl, 1

dNTP 0,1

Forward primer - CRE1p F4759 0,8

Reverse primer - M13 reverse 0,8

Vzorek kolonie - templat -

Go Taq polymerasa 0,05

Nuclease free voda 5,25

3.2.2.11 Klonovani do pDrive
Nejprve byl k PCR produktu piidan 1 pl dNTP a 1 pl Go Taq polymerasy pro adenylaci

konce fetézce. Tato smés byla inkubovéana po dobu 20 minut v termobloku vyhtatém na
72°C. Po inkubaci byla smés preciSténa a byla zmétfena koncentrace na NanoDropu.
Nésledné byla provedena ligace do pDrive od spole¢nosti QIAGEN, 1 ostatni
komponenty ligani smési byly soucasti kitu k vektoru (Tab. 28). Reakce probihala po

dobu dvou hodin pfi laboratorni teploté.

Déle byl vektor zatransformovan -elektroporézou do elektrokompetentnich
bakterialnich bun¢k E. coli TOP 10. Bakteridlni suspenze byla natiena na agarové

plotny s X-Galem, IPTG a ampicilinem.

Tab. 28 Smés pro ligaci do pDrive

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v pl na jednu
10 pl reakci

10x ligaéni pufr 1

pDrive 1

Promotor 3

T4 DNA ligasa 0,75

Nuclease free voda 4,25

3.2.2.12 Klonovani do pGEM-T easy

Byla pfipravena ligacni reakce obsahujici promotor a vektor pGEM-T easy (Tab. 29).
Reakce probihala po dobu dvou hodin za laboratorni teploty. Celkovy objem reakce byl
10 pl.

Nésledné probéhlo zatransformovani vektoru do elektrokompetentnich bakterialnich
bunék E. coli TOP 10. Bakterialni suspenze byla nanesena na agarové plotny s médiem
obsahujicim X-Gal, IPTG a ampicilin. Pozitivni kolonie byly testovany pomoci colony

PCR (Tab. 30), ta byla nasledn¢ analyzovana pomoci gelové elektroforézy.
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Tab. 29 Smés pro ligaci do pPGEM-T easy

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v pl na jednu
10 pl reakci

2x Ligaéni pufr 5

PGEM-T easy 0,5

Promotor 1

T4 DNA ligasa 0,75

Nuclease free voda 2,75

Tab. 30 Slozeni reakéni smési pro colony PCR pro nalezeni pozitivnich kolonii

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v ul na jednu
10 pl reakci

5x Green pufr 2

25mM MgCl, 1

dNTP 0,1

Forward primer - CRE1p F4759 0.8

Reverse primer - M13 reverse 0.8

Vzorek kolonie - templat -

Go Taq polymerasa 0,05

Nuclease free voda 5,25

3.2.2.13 Gibson Assembly

Metoda Gibson Assembly byla pouzita pro klonovani promotorové oblasti genu CRE1
do vektoru pBluescript Il SK (+). Tato metoda sestava ze 4 fazi (Obr. 13), sestiihu 5°
koncii fetézct exonucleasou, nasedani pesahu na 3" konci, prodluzovani 3" konci DNA

polymerasou a zaligovani DNA ligasou.

Byla vytvotfena reakéni smés (Tab. 31) obsahujici Gibson Assembly mastermix, ve
kterém byl obsazeny jednotlivé enzymy pro vySe zminéné faze a linearni pBluescript 11
SK(+). Reak¢éni smés byla umisténa do termobloku vyhiatého na 50°C, kde byla

inkubovéna po dobu jedné hodiny.

Po inkubaci byla smés zatransformovana heat-shockem do bakteridlnich bunck E.
coli TOP 10. Bakterialni suspenze byla nasledn¢ natfena na agarové plotny s médiem

obsahujicim X-Gal, IPTG a ampicilin.

Dale byla provedena colony PCR pro otestovani pfitomnosti inzertu (Tab. 32), tedy
promotorové oblasti, ve vektoru pBluescript Il SK(+). Colony PCR byla analyzovana

pomoci gelové elektroforézy.
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Obr. 15 Schéma Gibson Assembly (Pfevzato od New Englad BioLabs)

Tab. 31 Slozeni reakéni smési pro PCR reakci pro ptipravu promotorové oblasti

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v pl na jednu
20 pl reakci

5x Phusion buffer HF 4

dNTP 0,4

Forward primer — CRE1p_F1224BamHIGA 1

Reverse primer —- CRE1p_R5189AscIGA 1

Templat - g. DNA 1

Phusion polymerasa 0,2

Nuclease free voda 12,4

Tab. 32 Slozeni reakéni smési pro Gibson Assembly

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v ul na jednu
20 ul reakci

pBluescript 11 SK(+) 1

Promotor 55

Gibson Assembly master mix 10

Nuclease free voda 3,5
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Tab. 33 Slozeni reakéni smési pro colony PCR pro nalezeni pozitivnich kolonii

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent v pl na jednu
10 pl reakci
5x Green pufr 2
25mM MgCl, 1
dNTP 0,1
Forward primer —a) CRE1p F4759/ 0,8
b) CRE1p F4124
Reverse primer - M13 reverse 0,8
Vzorek kolonie - templat -
Go Taq polymerasa 0,07
Nuclease free voda 5,23

48



4  Vysledky a diskuze

4.1 Optimalizace podminek PCR

Nejprve byla provedena optimalizace podminek PCR pro amplifikaci fragmenti
potiebnych pro dalsi klonovani a pro pfipravu vektoru pKLG50, tedy promotorovou
oblast a 3"UTR region genu CREL, reportérovy gen GFP a gen kodujici samotny CRE1
receptor. V ramci této optimalizace byla testovana funkcnost riznych kombinaci
specifickych primerd (viz. Tab. 7) a jako templat poslouzila genomicka DNA z rostlin
Arabidopsis thaliana Col0O s vyjimkou genu GFP. Gen koédujici GFP byl amplifikovan
z binarniho vektoru pGreen::ERF4-GFP a jeho velikost odpovidala 720 bp. PCR reakce
byly analyzovany pomoci gelové elektroforézy v 1% agarosovém gelu (Obr. 16).
Optimalicace PCR byla uspé$na a poskytla nam vychozi komponenty pro dalsi
klonovani (viz. Obr 17). Jako nejvhodné&jsi kombinace primerd pro amplifikaci
promotorové oblasti CRE1 byla dale pouzita CRE1P_F1224BamHI a
CRE1P_R5200Ascl, poskytujici PCR produkt o o¢ekavané velikosti 3977 bp.
Nejvhodnéjsi pro amplifikaci 3'-UTR oblasti genu CRE1 byla kombinace primerd
CRE1_3U_FNhel a CRE1_3U_R107501Notl, poskytujici PCR produkt o velikosti
2323 bp. Pro amplifikaci samotného genu CREL poslouzila kombinace primert
AHK4_F_Ascl a AHK4wt_R_Fsel, davajici PCR produkt o velikosti 4325 bp.
Nasledn¢ byly provedeny reakce ve vétsim méfitku, tj. Sest reakei pro jednu kombinaci
primert, které byly nasledné¢ spojeny. Velikost ptfipravenych PCR produktd byla
nasledn¢ ovéfena na 1% (Obr. 17) agarosovém gelu apoté byla provedena jejich

purifikace. Takto ptecist€éné PCR produkty byly pouZzity pro dalsi klonovani.
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Obr. 16 Elektroferogram agarosové elektroforézy optimalizace PCR pro klonovani bindrnich
konstruktti nesoucich CREL. Jedna hvézda odpovida fragmentu velikosti 500 bp, dvé hvézdy
odpovidaji 1500 bp a tfi potom 5000 bp. 1-5 jsou oznaceny kombinace jednotlivych forward
primert specifickych ke CRE1 promotoru s reverse primerem R5189 a 1’-5" jsou oznaceny
kombinace stejnych forward primert s reverse primerem R5200, jednotlivé kombinace jsou
podrobné uvedeny Vv tabulce 7.

CRE1 3’-UTR promotor GFP pKLMS50

kbt (Ascl/Fsel) (Spel/Notl) (BamHI/Ascl) (Fsel/Spel)

5000 bp

1500 bp

500 bp

4325bp 2323bp 3977bp 720bp 11253 bp

Obr. 17 Elektroferogram agarosové elektroforézy po optimalizaci PCR podminek pro klonovani
bindrnich konstruktli nesoucich regulacni oblasti genu CREL. Precistené PCR produkty
a pKLM50 plazmid byly podrobeny restrikci piislusnymi restrikénimi endonukleasami (viz.
zavorka) a poté opét precistény. Vpravo je plazmid pKLM50, ktery slouzil jako vychozi vektor
pro piipravu pKLG50. Ocekavana velikost nastépenych produktl je vyznacena v obrazku dole.
Jako standard molekulové hmotnosti byl pouzit marker 1Kb+.
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4.2 Priprava binarniho vektoru pKLG50

Vektor pKLG50 byl pfipraven vystépenim znacky 4XC-Myc z plazmidu pKLM50 a
naslednym vloZzenim genu pro GFP. PCR produkt nesouci GFP byl pfipraven
amplifikaci z templatu pGreen::ERF4-GFP.

Pro vystépeni znacky 4xC-Myc z plazmidu pKLMS50 byla provedena restrikce
pomoci enzymu Fsel a Spel (viz. Obr. 14), plazmidy byly purifikovany a pomoci T4
DNA ligasy do nich byl zaklonovan reportérovy gen pro GFP.

Nové vytvofeny vektor byl pomoci teplotniho Soku transformovan do
chemokompetentnich bun¢k E. coli TOP10 a selektovan na LB mediu s kanamycinem.
Ziskané kolonie byly nasledné testovany pomoci colony PCR s kombinaci fw primeru
specifického k inzertu (GFP) a rev primeru M13rev specifického k vektoru (viz. Tab.
22), ta byla analyzovana pomoci gelové elektroforézy v 1% agarosovém gelu. Puivodni
plazmid pKLM50 a nové pfipraveny plazmid pKLG50 slouzily dale jako vektory pro
klonovani (viz Obr.18) . Na zaklad¢ vysledkt colony PCR byly vybrany klony ¢. 10, 16,
19 a 21. Pritomnost GFP a spravnost pfipravenych konstruktti byla potvrzena v klonech
¢. 16 a 21 sekvenaci (v Obr.18 oznaceny Cerveng). Pro dalsi klonovani pak byl vybran

klon ¢. 16.
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Obr. 18 Elektroferogram colony PCR, provedené pro potvrzeni piitomnosti reportérového genu
GFP ve vektoru pKLG50. Hvézdickou jsou oznaceny vybrané klony, které byly dale pouzivany.
Cervené jsou oznaGeny klony u kterych byla piitomnost GFP potvrzena sekvenaci. Jako
standard molekulové hmotnosti byl pouzit 1Kb+ marker.
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4.3 Klonovani 3'UTR oblasti genu CRE1

3’UTR region byl Gspésné vklonovan do vektorit pKLMS50 a pKLGS50. Tyto plazmidy
byly nejprve rozstépeny pomoci restrikénich enzymt Spel a Notl (viz. Obr. 14),
soubézné s tim byl nastépen i PCR produkt (3"UTR oblast) pomoci enzymti Nhel a
Notl, vSechny tfi restrikéni reakce byly provedeny v prostfedi CutSmart pufru. Enzym
Nhel poskytuje restrikéni misto kompatibilni s restrikénim mistem Spel. Enzym Spel
nemohl byt pouzit pro §tépeni PCR produktu nesouciho 3"UTR oblast, jelikoZ jiz toto
misto pfirozené obsahuje. Nasledné byla provedena ligace pomoci T4 DNA ligasy.
Liga¢ni smés byla transformovana elektroporaci do elektrokomponentnich bakterii E.
coli MEGA X DH10B+1. Bakterialni suspenze byla nasledné natfena na misky se
selekénim médiem obsahujicim kanamycin. Bakterialni kolonie byly nasledné testovany
na pfitomnost inzertu pomoci colony PCR, ta byla analyzovdna pomoci gelové
elektroforézy na 1% agarosovém gelu (Obr.19). Na zakladé colony PCR byly pro dalsi
praci vybrany klony pKLMS50 €. 9 a pKLGS50 €. 20. Spravnost téchto konstrukti byla

potvrzena sekvenaci.

5000 bp
1500 bp

500 bp

5000 bp
1500 bp

500 bp

5000 bp
1500 bp

500 bp

Obr. 19 Elektroferogram z gelové elektroforézy pro analyzu colony PCR, provedené pro
testovani piitomnosti inzertu (3"'UTR oblasti) ve vektorech pKLM50 a pKLG50. Jako standard
molekulové hmotnosti byl pouzit marker 1Kb+. Hvézdickou jsou oznaceny vybrané klony, které
byly podrobeny sekvenaci.

52



4.4 Klonovani promotorové oblasti genu CRE1

Promotorova oblast byla nejprve klonovana piimo do vektora pKLMS50 a pKLG50,
avsak toto klonovani bylo netspé$né. Dlivod, pro¢ se klonovéani nepodaftilo, zfejmé
spociva ve velikosti klonovaného fragmentu (4kbp) a také velikosti bindrniho vektoru
(pfes 11 kbp). Z tohto diivodu jsme se rozhodli zménit klonovaci strategii a zaklonovat
tento fragment nejprve do malého klonovaciho vektoru typu pBuescript II SK(+),

pDrive nebo pGEM-T easy.

Pti klonovani promotoru do vySe uvedenych vektorii bylo vyuzivano pro selekci
médium obsahujici ampicilin, dale IPTG a X-GAL pro modro-bilou selekci. Jako
pozitivni kolonie byly dale testovany bilé kolonie. Ani klonovani do téchto vektort
nebylo bohuzel Gspésné, pii selekci na médiu bud’ nevyrostly zadné kolonie nebo jich
byla vétsina modie zbarvena. Bilé kolonie byly testovany pomoci colony PCR na
ptitomnost inzertu. Pfi colony PCR doslo k amplifikaci, nicméné velikost fragmenti
neodpovidala predpokladu. Zfejmé se nam tedy do vektoru pfednostné klonovaly malé
nespecifické PCR produkty. Tyto problémy pii klonovani byly nejspiSe opét zpisobeny
znacnou velikosti inzertu a nepomérem mezi velikosti inzertu a vektoru. Pouzita metoda
klasického klonovaciho pfistupu pomoci restrikce a ligace do pBluescript SKII (+),
poptipadé TA klonovani do pDrive a pGEM-T easy méla pfili§ nizkou ucinnost pro
inzerci DNA fragmentu této velikosti. S timto vysledkem jsme se vSak nesmifili
a pokusili jsme se zaklonovat zminény CRE1 promotor do vektoru pBuescript 11 SK(+)
modernim pfistupem zvanym Gibson Assembly (GA). Princip této metody je detailné
popsan v oddilu Material a metody (3.2.2.13).

Pomoci metody Gibson Assembly byla nakonec uspésné zaklonovana promotorova
oblast genu CRE1 do vektoru pBluescript 11 SK(+). Nejprve byl piipraven PCR produkt
nesouci CRE1 promotorovou oblast (Tab. 31), ktery byl piecistén. Tento PCR produkt
je na obou koncich zakoncen 30bp piesahy, které jsou homologni k oblastem ve vektoru
pBuescript II SK(+) po obou strandch EcoRV restrikéniho mista. Paralelné s tim byl
pBluescript 1 SK(+) linearizovdn pomoci EcoRV a precistén. Oba pfipravené
fragmenty byly smichany spolu se smési GA enzymu a tato reakéni smés (Tab.32) pak
byla po inkubaci zatransformovéna teplotnim Sokem do chemokompetentnich bakterii
E. coli TOP 10 a selektovana na ampicilinu. Kolonie transformovanych bakterii byly
testovany na pfitomnost inzertu pomoci colony PCR (Tab. 33a), ta byla analyzovana
pomoci gelové elektroforézy (Obr. 20). Abychom ovéfili, Ze se ndm opravdu podafilo
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zaklonovat CRE1 promotor, byla colony PCR zopakovana na vybranych klonech s jinou
kombinaci specifickych primertt (Tab 33b). PCR reakce byly nasledné analyzovany
pomoci agarosové elektroforézy (Obr. 21). Na zaklad¢ této analyzy byly vybrany ctyii
klony, jmenovité ¢. 7, 8, 16 a 28, poskytujici PCR produkt ocekavané velikosti 1225 bp.
Z téchto kolonii byl izolovan plazmid a ovéten restrikci s enzymy BamHI, Hindlll
a Spel (Obr. 22). Na zakladé restrikéni analyzy je zfejmé, ze vSechny ctyfi klony
opravdu nesou CRE1 promotorovou oblast zaklonovanou do vektoru pBluescript 1l

SK(+). Spravnost téchto konstrukti bude nasledné ovétena sekvenaci.

Tato elegantni metoda Gibson Assembly diky své vysoké Gcinnosti v budoucnu
poslouzi pro klonovani promotorové oblasti a kodujici oblasti genu CREL ptimo do
binarnich vektori pKLM50 a pKLGS50, které jiz nesou 3'UTR oblast tohoto genu. Je
zajimavé, Ze klasickymi klonovavimi pfistupy, tedy restrikci/ligaci, se nam
promotorovou oblast genu CRE1 o velikosti cca 4 kbp nepodafilo do vektoru
pBluescript 1l SK(+) zaklonovat, avsak s vyuzitim pfistupu Gibson Assembly ano. Je
tedy ziejmé, ze Ucinost tohto piistupu je i pies znac¢nou velikost klonovaného fragmentu

mnohonasobn¢ vétsi, nez u klasického klonovaciho ptistupu.

1kh+ Tkh+

00 bp
00 bp

0 bp

Obr. 20 Elektroferogram z gelové elektroforézy pro analyzu colony PCR, provedené pro
testovani pritomnosti inzertu (promotorové oblasti) ve vektoru pBluescript 11 SK(+). Byl pouzit
1Kb+ marker. Pozitivni bandy jsou zvyraznény rameckem. Ocekavana velikost PCR produktu
byla 1225 bp. Jako negativni kontroly byly vyuzity dvé modie zbarvené kolonie, oznacené “x*.
Byla provedena rovnéz negativni kontrola bez templatu, oznacena “N*.
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Obr. 21 Elektroferogram druhého kola colony PCR provedené pro potvrzeni pfitomnosti
promotorové oblasti genu CRE1 ve vektoru pBluescript 11 SK(+). Jako standard molekulové
hmotnosti byl pouzit marker 1Kb+. O¢ekavana velikost PCR produktu 1225 bp je oznacena
Sipkou. Jako negativni kontroly byly vyuzity dvé modfe zbarvené kolonie, oznacené “x*. Byla
provedena rovnéz negativni kontrola bez templatu, oznacena “NTC*. Hvézdickou jsou
oznaceny vybrané klony, které byly podrobeny nasledné restrik¢ni analyze.

BamHI (3984 +2979 bp)
1kb+

HindIII (4663 + 2300 bp) Lkbt Spel (3560 +2226 + 1205 bp)

Obr. 22 Elektroferogram restrikéni analyzy vybranych klont pBluescript 11 SK(+) nesouci
promotorovou oblast genu CRE1L. K restrikéni analyze byly vyuzity tfi restrikéni endonukleazy
BamHI, Hindlll a Spel. Velikost restrikénich produktt je uvedena v zavorce. Jako standard
molekulové hmotnosti byl pouzit marker 1Kb+. Jedna hvézda odpovida fragmentu velikosti 500
bp, dvé hvézdy 1500 bp a tii potom fragmentu o velikosti 5000 bp.
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5 Zavér

Vramci této bakalafské prace byla zpracovana literarni reSerSe na téma
metabolismus cytokinint, pfesnéji jejich biosyntéza a degradace, dale pfenos
cytokininového signalu a cytokininové receptory. Rovnéz byly popsany metody, které
se V soucasnosti nejcastéji pouzivaji ke studiu subcelularni lokalizace proteinti. Je zde
popsan i zeleny fluorescen¢ni protein, ktery je bézné pouzivan pro znaCeni proteint

v zivych bunkéch a k tomuto ucelu je vyuzivan i v této praci.

Byla uspésné provedena optimalizace PCR podminek pro piipravu promotorové
oblasti, 3"UTR regionu, genu pro CREL receptor a reportérového genu GFP. Tyto
fragmenty byly uspé$né pfipraveny a pouzity v dalsim klonovani. Dale byl piipraven
binarni vektor pKLGS50 nahrazenim znacky 4xC-Myc v plazmidu pKLM50 genem
GFP. Do vektordt pKLM50 a pKLG50 byl nasledné uspésné vklonovan 3'UTR region
genu CREL. V ramci této prace byla na naSem pracovisti poprvé Gspésné vyzkousena
metoda Gibson Assembly. S vyuzitim této metody byla nakonec uspésné vklonovana

promotorova oblast genu CRE1 do vektoru pBluescript 11 SK(+).

Z diuvodu komplikaci pifi klonovani promotorové oblasti nemohl byt zamysleny
binarni konstrukt kompletné dokonc¢en. Metoda Gibson Assembly v budoucnu poslouzi
pro vloZeni tohoto inzertu do vektori pKLMS50 a pKLG50, které jiz nesou 3'UTR
oblast tohoto genu. Poté, co bude binarni konstrukt kompletni, tedy ponese promotor,
koédujici oblast CREL (resp. rizné varianty tohto genu), GFP/4xC-Myc a 3'UTR oblast
genu CRE1, bude transformovan do crel-2 mutantni linie Arabidopsis thaliana. Tento
mutant mé vyfazeny gen kodujici CRE1 receptor, coz ma za nasledek silny fenotypovy
projev, a sice necitlivost na cytokinin. Pomoci naseho konstruktu se pokusime zvratit
(komplementovat) tento fenotyp, ¢imz potvrdime jeho funk¢nost. Takto piipravené
rostliny v budoucnu poslouzi ke studiu funkce riznych variant receptoru CRE1 a také k

jeho subcelularni lokalizaci.
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