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1 Uvod

Diky oborim jako genetika a molekuladrni genetika, které patfi do nejnovéjsi
etapy biologie, a jejich neustalému vyvoji, spolecné s technikami rostlinnych
explantat jsme schopni vytvofit geneticky modifikované organismy (GMO).
GMO jsou takové organismy, kterym byl zdmérn¢ pozménén geneticky material
(jeho DNA) takovym zplsobem jakym nelze dosdhnout pfirozenou rekombinaci.

Transgenozi se ziskavaji rostliny, které se daji vyuzit nejen v zemédé€lstvi, ale
také ve farmakologii a v okrasném zahradnictvi. Co se ty¢e zeméd¢€lstvi, vnasi se do
genomu rostlin geny pro ziskani rezistence vici herbicidim, hmyzim Skidcim a
virovym patogenim. U okrasnych rostlin se vétSinou jednad o zménu barvy kvéti. Ve
farmakologii a zdravotnictvi spociva vyuziti transgenoze pii produkci
farmakologicky vyznamnych latek - antigent, albuminu, kofaktorti, a tzv. jedlych
vakein.

V soucasné dobé je nejvétsi mnozstvi péstovanych GMO rostlin v zemédélstvi
v USA, Argenting, Brazilii, Kanadg, Indii a Cin&. Hlavnimi p&stovanymi geneticky
modifikovanymi rostlinami jsou séja, kukufice, bavinik a fepka olejna. V Ceské
Republice je dle zakona povoleno péstovani pouze geneticky modifikovana kukufice,
tzv. Bt-kukutfice MONS810, a brambor Amflora se zvySenym obsahem amylopektinu
ve Skrobu. Prozatim byla nejvyssi vymeéra, na které byla tato Bt-kukufice péstovana,
v roce 2008 a to 8380 ha, v nasledujicim roce jeji plocha péstovani klesla ptiblizné
0 2000 ha.

V ramci této bakalaiské prace jsem aplikovala jednu z nepiimych metod
transformace, a to transformaci pomoci bakterii Agrobacterium tumefaciens a poté
jsem se zabyvala naslednym studiem exprese markerovych genil nesenych vektory,

konkrétn€ se jednalo o signalni geny gfp a gus.



2 Literarni prehled

2.1 Primé metody transformace

Pomoci bakterii Agrobacterium tumefaciens nebylo mozné transformovat
vSechny rostlinné objekty, zejména pak jednodé€lozné rostliny, proto dochazelo
k soucasnému vyvoji pfimych metod. Mezi piimé metody transformace rostlin patii
napiiklad transformace protoplastli, transformace mikroprojektily a transformace
chloroplasti izolovanou deoxyribonukleovou kyselinou, DNA (Ondfej & Drobnik,
2002).

2.1.1 Transgenoze protoplasti

Pro transformace protoplastii byla vyuzivana piima aplikace cizorodé DNA,
z rostlinnych bunék byla pfed tim odstranéna bun&cna sténa, kterd do znacné miry
omezuje prunik cizorodé DNA do bunék. Pfi této metod¢ je mozZné aplikovat
cizorodou DNA na velké mnoZstvi rostlinnych bundk, fadové 10°-107, a navodit
znaéné selekeni tlaky, ¢im se zvysi pravdépodobnost ziskani transgennich bunéénych
klon. Kvili potizim, ke kterym dochazelo pii regeneraci rostlin z protoplastd,
se v soucasné dobé dava prednost transgenozi celych pletiv (Ondiej & Drobnik,
2002). Protoplasty (bunky) zbavené bunééné stény nejsou pro vétsinu vyssich rostlin
a zaroven dochazi i ke snizeni uU€innosti nasledné regenerace rostlin z kalusu

(Rakousky, 2011).

2.1.2 Transgenoze mikroprojektily

Principem této metody je nastfelovani mikroskopickych castic pokrytych
nukleovou kyselinou do rostlinnych pletiv. Pro mikrobombardovani se uzivaji zlaté
nebo wolframové kulicky o velikosti kolem 2um, které se smichaji s roztokem
plazmidové DNA. Voda z roztoku se odpati a plazmidova DNA zistava na povrchu

miktoprojektilti. Pfi klasické metodé se bombarduje pletivo, které se ndsledné



kultivuje na médiich vhodnych pro kalogenezi a pro selekci transgennich pletiv
(Ondfej & Drobnik, 2002).

2.1.3 Transgenoze chloroplasti
Transformace chloroplastd se poprvé podafila v roce 1985. Tato metoda je

malo ucinnd a transgenoze se podafila jen u mala objektii — tabaku, brambor, fepky.

2.2 Neprimé metody transformace rostlin - transformace
bakteriemi rodu Agrobacterium

K ptenosu DNA do rostlinnych bun¢k jsou po tadu let GspéSné vyuzivany
vektory, zejména bakterie, které jsou schopné pienést ¢ast své genetické informace
do rostlinné bunky a tim zajistit stdlou nebo docasnou neboli transientni expresi
genu. Mezi nejbéznéjsi pienasece patii bakterie z ¢eledi Rhizobiaceae.

Bakterie rodu Agrobacterium jsou schopné ptenést specificky tisek své DNA
oznacovany jako ,transferred“ DNA, T-DNA, do Sirokého spektra organismd,
od hub, kvasinek, vieckovytrusych a stopkovytrusych, pies nahosemenné rostliny
az po jednodélozné a dvoudélozné krytosemenné rostliny (Gelvin, 2003).

Jako vektory by bylo mozné pouzit i DNA viry. Pokud by nesly nami
zaklonovany gen, ptfenasely by ho spole¢né se svym genomem pii napadani rostlin.
Zaroven by pomoci virGh bylo mozné klonovat i jednod€lozné rostliny, tim
by se vyplnila mezera mezi transformacemi pomoci bakterii rodu Agrobacterium,
které maji problémy s klonovanim jednodéloznych rostlin (Watson et al., 1992).

Tato cesta se vSak ukézala jako velmi komplikovana a proto piestala byt rozvijena.

2.2.1 Celed Rhizobiaceae

Bakterie, které zpusobuji morfologické zmény na rostlinach, se fadi do celedi
Rhizobiaceae, kam patii rody Agrobacterium, Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium, Pseudomonas, Corynebacterium (Ondiej & Drobnik, 2002).

Bakterie rodu Agrobacterium jsou gramnegativni pudni bakterie, které jsou
schopné vytvorit morfologické zmény, které vedou k tvorbé nadort v pletivech

dvoudéloznych rostlin (viz obr. 1).



Ovsem ne vSechny z téchto druhd jsou schopné vnést své geny do genomu
hostitele, naptiklad rod Pseudomonas a Corynebacterium fascians. To znamena,
7e zmény, které zpusobuji tyto bakterie na rostlinach, trvaji jen tak dlouho, dokud
jsou rostlinnd pletiva napadena danou bakterii. V téchto ptipadech nedochazi
k pfenosu genetické informace z vektoru, napadajici bakterie, do hostitelské rostlinné
bunky (Ondfej, 1992).

Bakterie, které patfi do rodd Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium
se preménuji v tzv. bakteroidy a jsou trvalymi slozkami pletiv kofenovych hlizek
leguminéznich rostlin®. Pouze bakterie rodu Agrobacterium jsou schopné vnaset
specifické geny, které jsou lokalizovany na Ti plazmidu, do rostlinnych bun¢k, které
nasledné rostou jako nediferenciované nadory. Do rodu Agrobacterium patii 4 rody:
A. vitis, A. tumefaciens, A. rhizogenes, A. rubi (Ondiej & Drobnik, 2002).

Vzhledem Kk tomu, Ze rod A. tumefaciens je mozné celkem jednodusSe, pouze
zménou typu plazmidu, zménit na rod A. rhizogenes, je klasické ¢lenéni na rody
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nesmysiné. Proto je lepsi rod Agrobacterium rozdélit do biovard®, kdy rody

A. tumefaciens a A. rubi se tadi do biovaru I, A. rhizogenes do biovaru Il a A. vitis
tvoii biovar III (Gelvin, 2003).
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Obr. 1: Proces tvorby rostlinnych nadort zpisobenych bakterii rodu Agrobacterium
(Griffiths et al., 2000).

! leguminézni rostliny — rostliny vytvafejici nodulujici symbiézy s fixatory vzdusného kysliku,
napiiklad rostliny z ¢eledi Fabaceae.

% biovar — riizné varianty rodu prokaryotickych organismi, které se odlisuji fyziologicky a/nebo
biochemicky od ostatnich druhti daného rodu.



2.2.2 Ti plazmid Agrobacterium tumefaciens

Ti plazmidy (Ti — tumor inducing plasmid) jsou funkéni jednotky v buiikach
bakterie Agrobacterium tumefaciens, které jsou schopné indukovat tvorbu
rostlinnych nadora a Ri plazmid (Ri plazmid — root induction plasmid) A.rhizogenes
indukujici tvorbu vlasatych koiinka u rostlin (Gartland et al., 1995).

Plazmid Ti/Ri ma velikost vrozmezi 150-200 kb, to je asi 3% genomu
agrobakteria. Pro indukci rostlinnych nadort je nutné, aby Ti plazmid mél dva useky
(Ondfej & Drobnik, 2002):

e usck virulence, ktery obsahuje geny nutné pro pienos T-DNA (transferred
DNA) a jeji integraci do rostlinného genomu.
e usck T-DNA, ktera vstupuje do rostlinnych bunék, ale sama neobsahuje

zadné geny pro vlastni integraci

T-DNA ma velikost 15-45 bp, sklada se z 25 bp dlouhych hraniénich sekvenci,
mezi kterymi jsou dva druhy gend:

e geny pro syntézu opini’l3 — latek, které slouzi jako zdroj uhliku, dusiku a
energie pro bakterie, které indukovaly tvorbu nadort. Jsou syntetizovany
transformovanymi rostlinnymi buitkami (Lewin, 1994).

e geny pro nové cesty biosyntézy fytohormont, auxini a cytokinini, které
pokud pusobi v maximalni mezi tolerance, zpusobuji dediferenciaci

rostlinnych bunék (tzv. crown galls u Ti plazmidu ¢i tzv. hairy root disease u

Ri plazmidu) (Gartland et al., 1995).

Ti plazmidy se déli na dvé skupiny, oktopinové a nopalinové, podle toho jestli
je T-DNA sloZena z jednoho useku, typ oktopiovy, nebo ze dvou usekt, nopalinovy
typ. Nopalinovy typ ma T - DNA rozd¢lenou na dva tseky, pravy (Tgr) a levy (TL),
mezi kterymi neobsahuje zadné geny, projevujici se V rostlinich. Protoze T-DNA
plazmidi Ti a Ri obsahuje jen hrani¢ni sekvence 25 bp, ale zddné geny pro svoji
integraci do rostlinného genomu, je dilezity usek virulence (oblast vir). Geny useku
virulence zajistuji pienos T-DNA do rostlinnych bunék a jeji naslednou integraci
do rostlinného genomu. Oblast vir ma délku 35 bp a je viceméné shodna u rtiznych

typll plazmidii Ti a Ri, na mapéach plazmidi se vyskytuje v rizné vzdalenosti vlevo

3 Opiny — estery bazickych aminokyselin, s jinymi skupinami nizkomolekularnich latek (cukri,
ketoskupinou), jsou produkovany napadenymi rostlinnymi bunikami a jsou vyuzivany jen bakteriemi,
které indukovali ndkazu



od T-DNA. Na integraci T-DNA do rostlinného genomu se podili Sest operont této
oblasti — virA, virB, virC, virD, virE a virG. Ti plazmid obsahuje jest¢ dalsi useky,
které jsou potiebné pro funkci plazmidu v bakterialnich butikach a pro interakci mezi
rostlinnymi a bakterialnimi buiikami. (Ondiej & Drobnik, 2002).

Oktopinové typy obsahuji geny vir A, B, C, D, E, G, H (oznacovany jako
pinF). Nopalinové kmeny A. tumefaciens se li§i od oktopinovych jen dvéma
zménami v oblasti gend vir — postradaji geny VirF, virH, ale obsahuji navic gen tzs
(Gartland et al., 1995). Gen tzs je odpovédny za sekreci trans-zeatinu z bakterie
a zaroven koduje novou cestu biosyntézy cytokininu. Neni zndma jeho piesna funkce
ve vir oblasti Ti plazmidu, nejspiSe hraje urcitou roli pii iniciaci infekce, ziejmé
pro vyssi uéinnost transformace rostlinnych bunék (Akiyoshi et al., 1985).

Na ptenosu a integraci T-DNA do rostlinnych bunék se podileji geny

Z virulentni oblasti a z bakteridlniho chromozomu.

2.2.3 Prenos a integrace T-DNA

Bakterie A. tumefaciens jsou schopné rozpoznat poranéné rostlinné bunky diky
nékterym fenolickym latkam typu acetosyringonu, které jsou jimi uvolfiovany.
Mezi n¢ patii naptiklad acetovanitol, kyselina galova, nebo vanilin. Tyto latky jsou
vytvareny vétSinou dvoudéloznych rostlin, ale jsou produkovany jen mélo bunikami
jednodé€loznych rostlin (Ondfej & Drobnik, 2002).

Fenolické latky jsou rozpoznany proteinovymi receptory na povrchu bunécéné
stény bakterie Agrobacterium. Nasleduje chemotaxe bakterii smérem k poranénym
rostlinnym bunkam. Proteiny bakterialniho chromozomu kédované geny chvA, chvB,
PSCA zajistuji pfipojeni bakterii na bunécnou sténu rostlinné bunky. Nasledné
dochazi k pfenosu signalti pies bunécnou sténu a aktivuje se transkripce gent oblasti
virB, virC,virD a VvirE. Uvolnuji se jednovlaknové T-DNA, které je mozné pienést
do rostlinné bunky (Ondiej & Drobnik, 2002).

Zlomy pro vznik jednovlaknovych T-DNA jsou zplisobeny endonukledzou,
kterA je kodovana geny virD1l, virD2, tim dochazi k sesttihu T-DNA
(Ondfej & Drobnik, 2002).

Dtlezitym okamzikem je vznik pfenosového komplexu, ktery chrani T-DNA
pii pfenosu z bakteridlnich bunék, pres bunécné stény az do jadra rostlinné bunky.
Aktivné se prenasi komplex a T-DNA je snim pouze pasivné pienasena.
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Tento komplex je tvofen polypeptidy, které jsou kodovany geny virD1, virD2, virE2
a pravdépodobné nékterymi geny VirB. Protein, ktery je produkovan ve velkém
mnozstvi transkripci genu VIrE2, se vaze na T-DNA po celé jeji délce (Lewin, 1994).

Protein, vznikajici z genu virD2, se vaze na 5°- konec T-DNA a pusobi jako
lokalizator do jadra, to znamena, ze sméfuje T-DNA z cytoplazmy do jadra rostlinné
bunky, ale pfes jadernou blanu jiz prochazi jen protein nebo T-DNA, které jsou
nan¢j navazany, samotny protein genu VirD2 do jadra nevstupuje
(Ondfej & Drobnik, 2002).

Nasledné je T-DNA integrovdna do genomu, Casto do mist, kde je vysoky
vyskyt paru bazi AT (Ondiej & Drobnik, 2002).

Indukce oblasti vir a nasledny pienos T-DNA z bakterie je ovliviiovan
teplotou, pii které transformace probihd, horni hranice je uddvana mezi 25 °C
a 27 °C. Naopak nékteré kmeny bakterii Agrobacterium, tvofi nejstabilngjsi pilus
v mnohem niZzsich teplotach, mezi 18 °C a 20 °C (Gelvin, 2003).

Zvysit uspésnost transformace 1ze naptiklad sonikaci, kdy dochdzi k rozruSeni
povrchovych bariér, a timto tento proces usnadfiuje hlubsi proniknuti A. tumefaciens
do pletiv a umoziuje stalou transformaci. Intenzita a doba sonikace musi byt
ptizpisobena kazdému druhu zvlast, v zavislosti natkani, typu pokusu,
fyziologickému stavu rostliny, ptipadnému pusobeni stresovych faktorti na rostlinu

(Beranova et al., 2008).

2.2.4 Vektory pro transformaci bakteriemi Agrobacterium

Aby bylo mozné pouzit bakterii rodu Agrobacterium jako vektor pro cileny
pienos gent do rostlinnych buné€k, je nutné, upravit jeji T-DNA. Pii takovéto upravé
se ponechavaji hrani¢ni sekvence a vnitini geny se odstraiiuji. Mezi zachované
hrani¢ni sekvence se pomoci restrikénich Stépeni a ligaci vnasi nové pozadované

geny. RozliSujeme dva typy vektorti — kointegrativni a bindrni vektory.

e Kointegrativni vektory jsou takove, kde je pfi jejich vytvareni pouzivan maly
plazmid, ktery nese klonovany tsek T-DNA. Do této T-DNA je restrikénim
Stépenim a ligaci vnesen pozadovany gen. Plazmid je konjungaci vlozen
do bun¢k bakterii Agrobacterium, kde dojde khomologni rekombinaci
mezi tseky Ti plazmidu a malého intermediarniho plazmidu (Zambryski
etal., 1983).



e Binarni vektory — takové kmeny A. tumefaciens, které maji genetickou
informaci Ti plazmidu rozdélenou mezi dva plazmidy. Na prvnim je pouze
oblast virulence, bez T-DNA.Vétsinou se pouziva Ti plazmid zbaveny
T-DNA. Druhy plazmid obsahuje pouze T-DNA a selektovatelny gen
pro rezistenci k antibiotiku. Je jiz dostate¢n¢ maly a obsahuje vhodna
restrikéni mista, kterd umoziuji jednodussi genovou manipulaci pro tpravu
agrobakterii a ke vélenovani klonovanych genti do rostlin (Ondfej & Drobnik,
2002).

V soucasné dobé je dostupné velké mnozstvi binarnich vektorii. VSechny mayji

mezi hrani¢nimi sekvencemi gen pro selekci transformovanych bun¢k (Mlynarovéa &

Nap, 1997).

2.2.5 Reportérové a selektovatelné transgeny
Reportérové a selektovatelné geny se pouzivaji velmi hojné, vyuzivaji se jak

pfi selekei transgennich rostlin, tak i k detekci zda transformace Gspésné probéhla.

2.2.5.1 Selektovatelné geny

Jsou takové, které koduji rezistenci Kkuréité latce a tim umoznuji, aby
po prob&hlé transformaci, byly selektovany transformované bunky a pletiva. Latky,
které jsou specifické pro danou rezistenci, se pridavaji do kultivaéniho média,
nebo se aplikuji postiikem na regenerované rostliny. K selekci se pouzivaji néktera
antibiotika - kanamycin, hygromycin, strepromycin; nékteré herbicidy — Biaphalos,
chlorsulfuron, sulfonamid (Guerineau, 1995).

Selektovatelné geny fungujici na bazi rezistence pletiv k herbicidim maji
vyhodu oproti selekénim antibiotikim. Rostliny rezistentni vii¢i herbicidim neni
nutné péstovat ve sterilnim agarovém médiu, protoze postiik danym herbicidem
zabije vSechny rostliny, které v pid¢ vyrostou a nemaji rezistenci k danému
herbicidu, tzn. rostliny, které nebyly transformovany (Nakamura et al., 2010).

Rozlisujeme dva typy selekci, in vitro, pozitivni a negativni. Negativni selekce
spoc¢iva v tom, Ze na agarovém médiu, které obsahuje selekéni latku, rostou pouze

transgenni rostliny, ostatni rostliny odumiraji. Pozitivni selekce poskytuje
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transformovanym rostlinam metabolickou vyhodu a nedochazi k odumirani
netransformovanych rostlin (Ptibylova, 2008).

Prestoze nékteré rostliny jsou transformovéany jednoduse, jako napiiklad tabdk, je
pocet transformovanych bunék velmi maly. Bylo odhadnuto, Ze pouze jedna burika z tisice
az z miliénu ovlivnénych bunék, pfijme cizi DNA. Proto bylo nutné vytvofit selekéni
metody pro podchyceni téchto vzacnych bunék (Mlynarova & Nap, 1997).

Selektovatelné transgeny jsou tedy dilezitou soucdsti postupl pii regeneraci
rostlin po transformaci. Ptiklady nékterych vybranych selektovatelnych gend jsou,

spolu s nazvem kodovaného enzymu a jejich selektivni latkou, uvedeny v Tab. |.

Tab. 1: Piiklady vybranych selektovatelnych gent.

Gen Kédovany enzym Selektivni latka

neomycinfosfotransferaza )
npt Il kanamycin

hygromycinfosfotransferaza )
htp/ aphlV hygromycin

streptomycinfosfotransferaza )
Spt streptomycin

aminoglykosid-3- streptomycin

aadA adenyltransferaza ] ]
spectinomycin
phosfinothricin-N- glufosinat,
Bar acetyltransferaza Bialaphos,

phosphinothricin

acetolaktatsyntéza
Als chlorosulfan




2.2.5.2 Reportérové geny
Jsou do rostlin vnaseny spole¢né s geny pro selekci, pouzivaji se k detekci

transformovanych bunék a rostlin, ale také ke studiu DNA sekvenci, které jsou
potiebné k regulaci exprese genu u rostlin - promotort, enhancert a silencert
(Mlynarova & Nap, 1997).

Jsou hojné pouzivané, protoze jejich produkty mohou byt kvantifikovany
pomoci jednoduchych biochemickych rozbori/testd. Tyto geny se s vyhodou také
pouzivaji k detekci transformace béhem pfenosu geni a jejich exprese
je u transgennich rostlin velmi snadno zjistitelnd. Mezi nejCastéji pouzivané patii
gen pro B-glukuronidazu (GUS), gen pro zelené fluoreskujici protein (GFP), gen
pro luciferazu (LUC), chloramfenikolacetyltransferazovy gen (Guerineau, 1995).

Mohou se zaroven vyuzit i k méfeni stupné jejich exprese s riiznymi promotory
(sily promotorti), Sruznou strukturou, v rtiznych genotypech rostlin, v riznych
pletivech rostlin i v riznych podminkach (Ondfej et al., 1999).

Piehled nejcastéji pouzivanych reportérovych geni je uveden v tabulce

(Tab. I1), spolu s nazvem kodovaného enzymu a substratt.

Tab. II: Pfehled nejcastéji pouzivanych reportérovych gent.

Gen Kodovany enzym Substrat
uidA/gus B - glukuronidaza B - glukuronidy
Luc luciferaza (svétluska) luciferin, ATP, kyslik

zeleng fluoreskujici protein
Gfp _ Potiebny kyslik
(Green flourescent protein)
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2.3 Gen pro p-glukuronidazu - GUS

Systém reportérového genu pro enzym [-glukuronidazu byl vytvofen
R. A. Jeffersonem vroce 1987. Od té doby patii gen pro P—glukuronidazu
mezi nejpouzivanéjsi reportérové systémy k dokazani exprese transgenu (Jefferson
etal.,, 1987). Tento gen se bézné vyskytuje u prokaryot a eukaryot s vyjimkou
rostlin. B—glukuronidaza (GUS) je kddovana genem gus (dfive uidA) a byl izolovan
z bakterie Escherichia coli kmene K12. B-glukuronidaza ma mnoho vlastnosti, diky
kterym je gus velmi atraktivnim reportérovym genem. GUS tadime
mezi hydrolytické enzymy a navic je termostabilni. Tento enzym S§tépi
B-glykosidické vazby mezi kyselinou D-glukuronovou a necukernou slozkou
(Jefferson et al., 1986).

B-glukuronidaza je aktivni v Sirokém rozsahu pH. B-glukuroniddza mé Siroké
optimalni spektrum pH (5-7,5); polovi¢ni aktivita nastava, jestlize je pH rovno 4,3;
hodnota pH 8,5 je povazovana za tzv. neutralni optimum. Zaroven je GUS odolna
vici inaktivaci teplotou do 50 °C (Jefferson et al., 1986).

B-glukuroniddza umoziiuje analyzovat expresi na urovni pletiv, v bunkach,
I v ramci buné¢nych organel.

GUS se také vyuziva pro sledovani lokalizace proteinu v jadte, piestoze by byl
vhodnéjsi zeleny fluorescenéni protein (GFP), ma v tomto piipadé ma GUS nékteré
vyhody. Jeji velkd molekulovd hmotnost zabranuje pasivni difuzi do jadra.
V piipadé, ze je gen pro GUS fuzovan s genem pro GFP, a vysledny protein
je z n¢jaké priciny nefluorescentni, GUS si zachovava svou enzymatickou aktivitu
a je detekovana histochemicky. V tomto piipadé ma GUS ve srovnani s GFP jednu
nevyhodu. Touto nevyhodou je, ze je mozné detekovat pouze ,Silnou jadernou
lokalizaci* (expresi v jadie) (Blazickova, 2010).

GUS se pouzivd jako reportérovy gen, kdy je mozné diky jednoduché
histochemické metodé stanovit, zda dochazi k expresi genli ve vazb¢, které jsme
pouzili pfi transformaci. Na rozdil od GUS v piipadé¢ GFP nedochazi pti stanoveni
exprese k odumirani rostlinnych bun¢k (Ptibylova, 2008).

Pro transformaci rostlin se jako regulaéni sekvence pro gen gus pouziva

promotor CaMV 35S viru zilkové mozaiky kvétaku, ktery je schopny se exprimovat
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ve vSech rostlinnych organech (Pret’ova et al., 2001). Promotor CaMV 35S
je ptednostné aktivni v S fazi bunééného cyklu (Jefferson et al. , 1987).

Rostliny, které jsou transformovany genem pro GUS, jsou vétSinou normalni,
zdravé a schopné rozmnozovani. Protein GUS je velmi stabilni, a i po dlouhé dobé¢
skladovani rostlinného extraktu je protein aktivni ve vysokém stupni.

Za normalnich podminek se enzym GUS nevyskytuje v rostlinnych pletivech
(respektive u vétsSiny vysSich rostlin nebyla detekovana jeho aktivita), nebo
se vyskytuje jen velmi vzacng. Citlivost testovacich metod zaloZenych na detekci
GUS umoznuje ovéteni probehlé transformace (Ogras & Goziikirmizi, 1999).

Kvuli  problémim s expresi p-glukuronidazy 1 Vv bunkach bakterie
Agrobacterium, byl do sekvence gus, vlozen intron. Tento vlozeny intron byl
odvozen z intront rostlin. V transformovanych rostlinnych bufikach je p¥i Gpravach
m-RNA intron vystfizen a vznika tak aktivni enzym B-glukuronidaza. Zaroven by
mél intron zvySovat enzymatickou aktivitu enzymu. Diky tomuto intronu pak jiz neni
detekovana aktivita v bunkach bakterii ~Agrobacterium, Zztoho davodu,
ze prokaryotické bunky (bakterie), nemaji mechanizmus vystfizeni intronQ

eukaryotickych bunék (Vancanneyt et al., 1990).

Mezi vyhody GUS patti (Falciatore A., 2002):

e aktivni endogenni enzym GUS chybi v mnoha organismech, v nizsich
I vy88ich rostlinach, ve vétsiné bakterii, fasach, houbach a mnoha
druzich hmyzu, je ve velké mife nebo zcela neptitomen.

e [-glukuroniddza katalyzuje hydrolyzu mnoha substrati, které jsou
komeréné doddvany, a je mozné aktivitu meéfit fluorometricky,
histochemicky a spektrofotometricky.

e [-glukuroniddza je velmi stabilni enzym, je odolny vii¢i detergentiim,
aje aktivni v Sirokém rozmezi pH a je rezistentni vici tepelné
inaktivaci.

e Enzym GUS toleruje fuze na N-konci, které vétSinou nemivaji vliv
nazménu jeho aktivity, GUS prochazi pfes membrany a diky
modifikacim na amino- konci, muze byt GUS lokalizovana

Vv chloroplastech, mitochondriich, nebo endoplazmatickém retikulu.
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e Bylo vytvofeno mnoho vektord s GUS genem, které jsou komeréné

dodévany.

2.3.1 Struktura enzymu f-glukuronidazy

Bakterialni enzym B-glukuronidéza je kodovana lokusem gus (uidA) bakterie
E. coli (Jefferson et al., 1986). Enzym je tetramer s podjednotkami o molekulové
hmotnosti  pfiblizné¢ 68 000. Nejvyssi  aktivitu  projevuje v pritomnosti
SH-redukujicich latek, jako je napiiklad -merkaptoetanol, dithiothreitol. Naopak
dvoumocné ionty né¢kterych kovti, Cu ¢i Zn, ptsobi inhibi¢né. Nejvyssi aktivitu ma

prokaryontni GUS pti pH 7,0. Poloc¢as Zivota pfi 55 °C je 2 hodiny (Vitha, 1995).

2.3.2 Metody detekce -glukuronidazy

Aktivitu enzymu GUS je mozné detekovat in vitro a zaroven i in situ. In vitro
je mozné zjistovat obsah GUS kvantitativng, ale bez jeji znamé lokalizace. Naopak
metody pouzivané in situ umoznuji enzym lokalizovat, ale bez kvantitativniho
vysledku. K detekci B-glukuroniddzy se vyuZziva substrat B-D- glukuronid, ktery
je katalyticky hydrolyzovan GUS a touto reakci se uvoliluje primarni produkt.
Tento produkt je nasledné detekovan pfimo nebo po urcité preméné nésledujici
v dalSich reakcich (Vitha, 1995).

In vitro lze B-glukuronidazu lze velmi snadno detekovat tfemi zpusoby
a to — fluorometricky, histochemicky a spektrofotometricky (Jefferson et al., 1987).
Fluorometrické  metody se  vyuziva ke stanoveni  mnozstvi  GUS
(Ogras & Goziikirmizi, 1999). Histochemické analyzy se pouzivaji k odhaleni
lokalizace genové aktivity v buiice a pletiv transformovanych rostlin (Jefferson et al.,
1987). Spektrofotometrické metody, se bézné vyuzivaji v laboratofich a slouzi
K pozorovani zafeni, které je vydavano rozpadem nestabilniho produktu, ktery vznika
hydrolyzou.

Metod, které se vyuzivaji v ptipad¢ lokalizace in situ je nekolik, napiiklad
metoda indigogenni ¢i azokopula¢ni. Pii pouzivani metod in situ, by mél byt nejprve
objekt fixovan ve formaldehydu nebo glyceraldehydu a mély by byt vytvotfeny fezy.

Ale fixace se Casto vynechava a i vytvoreni fezil neni nezbytné nutné (Vitha, 1995).
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2.3.2.1 Metody detekce in vitro

2.3.2.1.1 Kolorimetricka metoda
Pii této metodé se vyuziva jako substrat p-nitrofenyl p-D-glukuronid. Stépenim

substratu vznika p-nitrofenol, jehoz pfitomnost je méfena kolorimetrem (Vitha,

1995).

2.3.2.1.2 Fluorimetrické stanoveni
Tato kvantitativni metoda je nejvice citlivd a univerzalni, umoziuje zjistit

I slabou troven exprese genu GUS. Fluorimetricka metoda je 100-1000krat citlivéjsi
nez kolorimetrické testovani. Nejcastéji je pouzivan substrat
4-methylumbelliferyl B-D-glukuronid (4-MUG). Tento substrat se hydrolyzuje
na 4-methylumbelliferon (4-MU) a D-glukuronovou kyselinu. Mira akumulace
4-MU je linearné zavisla na koncentraci GUS proteinu a proto mize byt vyuzit
K testovani aktivity enzymu GUS. K zastaveni reakce se pfidava NayCOs, ktery
zaroven umoziuje dosdhnout maximalni fluorescence 4-MU. Po ozafeni
dlouhovinnym zafenim UV, o vlnové délce 365 nm, vyzatuje 4-MU modré svétlo
0 vlnové délce 455 nm (Falciatore, 2002).

Mezi dal$i substraty pouzivané pii této metod¢ patii naptiklad resorufin

B-D-glukuronid a fluorescein mono-B-D-glukuronid (Vitha, 1995).

2.3.2.1.3 Spektrofotometrické stanoveni
Tato metoda je pfimd a nevyzaduje Zadné zvlastni vybaveni laboratofe.

Jeji omezeni je vSak dano nedostatenou citlivosti metod zalozenych na absorpci
svétla a problémech spojenych se svételnou absorpci rostlinnych pigmentt, které
jsou obsaZeny v rostlinnych pletivech. Citlivost této metody se da zvysit délkou jeji
inkuba¢ni doby (Falciatore, 2002). Hydrolyzou pfislusného substratu vznika
nestabilni produkt, ktery se rozpada a ptitom se produkuje svételné zateni (Vitha,
1995).
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2.3.2.2 Metody detekce in situ

Jak jiz bylo zminéno dfive, tyto metody jsou vyuzivané k tomu, aby byla
zjiSténa lokalizace aktivity enzymu, ale neni mozné s jejich pomoci ziskat
kvantitativni vysledek.

Metoda in situ by méla byt vybirana podle toho, v jaké fazi je lokalizace GUS
aktivity, ktera ma tii faze (Vitha, 2005):

1) zpracovani studovaného objektu,
2) vlastni inkubace
3) postinkubacni procedury.

Pii inkubaci je nutné rozliSit, zda jde o vlastni enzymatickou reakci
nebo navazujici vizualizaéni reakci. Takto ziskame barevny produkt, jehoz lokalizace
by méla odpovidat mistim v pletivu, kde je pfitomny enzym. Postinkuba¢ni metody
by mély dat za vznik trvalym preparatim, které umozni opakované srovnavani,
nebo alespon vytvotreni dokumentace ve formé mikrofotografie, digitalniho zdznamu

(Vitha, 1995).

2.3.2.2.1 Histochemické stanoveni (indigogenni metoda)

Pfi histochemickém stanoveni se pouziva jako substrat 5-bromo-4chloro-3-
indolylglukuronid (X-gluc), které davaji vzniku modrému zabarveni (Jefferson
et al., 1987). Reakce probiha ve dvou krocich. Nejdiive je substrat hydrolyzovan na
bezbarvy primarni produkt, ktery difunduje z mista svého vzniku dale do okoli.
Tento primarni produkt je dale oxidovan a dimerizovdn na modry nerozpustny
produkt 5,5°-dibromo-4,4’-dichloro-indigo (viz obr. 2). Aby bylo docileno
rychlejsiho vzniku kone¢ného produktu, ptidavaji se do barviciho pufru
kyanozelezitan a kyanoZeleznatan draselny. Zaroven tyto latky omezuji difuzi
primarniho produktu atim ziskdme presnéjsi lokalizaci proteinu, ale jejich
nevyhodou je, Ze také inhibuji aktivitu B-glukuronidazy (Gartland et al., 1995).

Proto musi byt u kazdého testovaného vzorku stanovena optimalni koncentrace
kyanoZelezitanu a kyanozeleznatanu draselného v zavislosti na intenzit¢ zbarveni

a presnosti lokalizace (Blazi¢kova, 2010).
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Objekty se mohou barvit zivé nebo mirn¢ fixované. Fixace ovSem sniZuje
aktivitu B-glukuronidazy, proto je casto vynechavana. Barvici pufr obsahuje
Na-fosfatovy pufr, kyanozelezitan draselny, Kyanozeleznatan draselny, X-gluc
a detergent. Pro lepSi proniknuti barviciho roztoku do pletiv 1ze pouzit vakuovou
pumpu a desikator. Barveni probiha pii 37 °C (Vitha S., 1995). Aby bylo mozné
pozorovat modré zbarveni, musi byt odstranén chlorofyl a dalsi pigmenty. K tomuto
kroku se pouziva 70 % etanol a k projasnéni je vyuzivdna infiltrace glycerolu

(Blazickova, 2010).

W%N_’@erl?ém

5-bromo-4-chloro-3-indolyl
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-g- y

lukuronidova kyselina
glukuronidova kyselina & ky

Br o Br

5,5"-dibromo-4,4’-dichloro-indigo

Obr. 2: Hydrolyza glukuronidu X-gluc (pfevzato od Blazi¢kova, 2010).

2.3.2.2.2 Metoda azokopulacni

Je bézné pouzivand metoda pii lokalizaci intrinsni GUS v zivo¢iSnych tkanich.
Mezi nejpouzivangjsi substraty patii 6-bromo-2-naftol B-D-glukuronid, a-naftyl
B-D-glukuronid, naftol ASBI B-D-glukuronid. Hydrolyzou je uvoliovana naftolicka
slozka substratu, kterd poté reaguje s diazoniovou soli (tzv. azokopulacni reakce)
atim vznikd barevna nerozpustnd latka. Tuto metodu jeSt¢ mulzeme rozdélit
na simultanni a postkopulacni, podle toho, zda byla diazoniova sl piitomna
Vv inkuba¢nim médiu spole¢né se substratem, nebo byla pfidana az poté, co probéhla

enzymaticka hydrolyza substratu (Vitha, 1995).
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2.4 Gen pro zelené fluoreskujici protein - GFP

Zelené fluoreskujici protein, zkracené GFP z anglického Green fluorescent
protein, byl poprvé popsan vroce 1962, se postupem cCasu stal jednim
proteinem aequorinem, z meduzy Aequorea victoria, ktera se vyskytuje v oblasti
vychodniho pobtezi Pacifického ocednu, od Beringova mote po Kalifornii.

Protein aequorin, ktery se vyskytuje v meduze, emituje modré svétlo,
A = 440-480 nm, pokud je piitomny véapenaty kation, Ca®* (viz obr. 3). Modré svétlo
je svétlo je poté pomoci GFP pfeménovano na zelené. Fluorescenci si tento
fluoreskujici protein zachovava i pfi fuzi s jinym proteinem, ktery miize byt navazan
na C- nebo N- konec. Tato vlastnost se da vyuzit pro sledovani lokalizace proteinu
V bunce.

Zeleng fluoreskujici protein byl také izolovan z motské sasanky Renilla.

Bioluminiscence motské sasanky Renilla je zprostfedkovana proteinem
luciferin-binding (LBP), pouze po navazani Ca’’ na tento protein (viz obr. 3),
dochazi k oxidaci coelenterazinu a ziskana energie je pfenasena na GFP. Tento typ
GFP ma pouze jedno excitaéni maximum v modré oblasti svétla pii 498 nm a emisni
maximum je stejné jako u GFP izolovaného z meduzy Aequorea (Prasher, 1995).

Vroce 2008 byli tfi védei, Osamu Shimomura, Martin Chalfie a Roger
Y. Tsien, ocenéni Nobelovou cenou v oblasti chemii za objev a nasledny vyvoj GFP
metod.

GFP protein byl jiz vnesen do mnoha typi organismii — bakterii, kvasinek,

hlistic, hmyzu, ryb, savci a rostlin.
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Renilla Aequorea
LBP—coelenterazine Aequorin =~ OOH
~~ Coelenterazine
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Cay-LBP—coelenterazine
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Luciferase—coelenterazine* Ca,-Aequorin—coelenterazine*
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coelenteramide | \. GFP In vivo +fp coelenteramide |
+0 +CO
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In vitro Muax 509 om In vitro
BLUE LIGHT BLUE LIGHT
Apax 480nm Aagax 469nm

Obr. 3: Porovnani bioluminiscentni cesty z moiské sasanky Renilla a medtzy Aequorea,
(Prasher, 1995).

2.4.1 Struktura GFP

Aminokyselinova sekvence pivodniho GFP:

MSKGEELFTGVVPVLVELDGDVNGQKFSVSGEGEGDATYGKLTLNFICTTG
KLPVPWPTLVTTFSYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFYKD
DGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKMEYNYNSHNVYIM
GDKPKNGIKVNFKIRHNIKDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQS
ALSKDPNEKRDHMILLEFVTAARITHGMDELYK (dle Kuta, 2007)

Molekularni struktura proteinu je sudovitého tvaru, tzv. beta can, je slozen z 11
[B-lista, které tvofi stény, prostiedkem tohoto ,,sudu‘ z B-listd, prochazi a-helix. Tyto
dva ,,sudy* tvoii dimerickou strukturu proteinu. Na hornim a spodnim konci ,,sudu‘

se nachazi malé Sroubovicovité segmenty (viz Obr. 4). Zelené fluoreskujici protein je
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tvofen 238 aminokyselinami. Tzv. ,,wild*“ typ GFP, je sloZzen ze dvou monomerd,
jeho molekulova hmotnost je rovna 27 kDa, primér tzv. beta-barelu je 27 A, jeho
délka je rovna 40 A. Tento piivodni typ GFP emituje v UV oblasti svétla mezi
360-400 nm, a v oblasti modrého svétla, A = 440-480 nm. Hlavni excita¢ni maximum
se nachazi v oblasti UV, pii 395 nm, avedlejsi excitatni maximum se nachézi
v modré oblasti svétla pi 475 nm s extink&nimi koeficienty 30 000 M™cm™ a 7 000
M™cm™. Emisni maximum je pii 509 nm, tedy v zelené oblasti spektra svétla,

vedlejsi emisni vrchol je pii 540 nm (Yang et al., 1996).

23 25 48 57 217 208 147 171 _ 176 100 _ 105 128

i 2 3 n 17 8 9 4 5 6

11 36 41 Te4 T 227 199 153 T 161 T 187 T 92 115 118

Obr. 4: Trojrozmérné zobrazeni proteinu GFP — ,beta can“ s fluoroforem uprostied.
Topologicky diagram GFP (zelen¢ jsou zobrazeny B-listy, modie a-helixy, Zluté spojovaci

smycky) (Yang et al., 1996).

Pro fluorescenci neni potfeba dodavat zadné kofaktory, substraty, ani zadné
dalsi slouceniny.
Zelen¢ fluoreskujici protein, je aktivni a odolny vuc¢i denaturaci ve velmi

Sirokém rozmezi hodnot pH 5-11, a Vv teplotach do 60 °C. Protein je velmi odolny
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vuci denaturizaci zpusobenou denaturiza¢nimi Ciniteli, jako jsou napiiklad 6M
guanidin HCI, 8M mocovinou ¢i 1% dodecylsiranem sodnym (Hraska et al., 2006).
V neurélnich roztocich ztraci GFP svoji fluorescenci pii 78 °C, GFP z medizy
Aequorea, a 70 °C, u GFP pochazejiciho z koralnatce Renilla. Denaturace GFP
probéhne také po pusobeni 6M guanidin HCI po dobu dvou minut a 92 °C,
acidifikaci pod pH 2, alkalizaci nad pH 13. Po denaturaci GFP zcela ztraci svoji
fluorescenci, ale je mozné protein opé€t renaturovat. Pro takovouto renaturaci je nutné

ptidani thiolu (Prasher, 1995).

2.4.2 Fluorescenc¢ni centrum GFP
Fluorescence GFP proteinu je patrnd po ozafeni UV svétlem. Zakladem
fluoroforu je sekvence Ser-Tyr-Gly (viz Obr. 5), ktera je posttransla¢ni modifikaci

upravena do struktury 4-(p-hydroxybenzyliden)-imidazolidin-5-on (Hraska, 2003).

Obr. 5: Model struktury tripeptidu Ser65-Tyr66-Gly67 fluorescenéniho centra GFP
(anonym, 2011)

Jsou znamy dvé formy fluoroforu, jedna s parcialnim negativnim néabojem
na benzylovém kysliku tyrosinu, a druhd sndbojem na karbonylovém kysliku
imidazolového kruhu. Fluorofor je velmi dobie chranén jedenacti B-listy, které ho
obklopuji. V jeho okoli mlZeme najit polarné¢ i nepolarné¢ nabité bocni fetézce

aminokyselin a dal$i rizn¢ nabité ¢astice (anonym, 2011).
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2.4.3 Mechanismus aktivace fluoroforu

Mechanizmus  aktivace  fluoroforu  bézného proteinu je  shodny
s neenzymatickou deaminaci Ans-Gly, ktera je vSak nasledovana oxidaci tyrosinu
na dehydrotyrosin. Tato reakce je iniciovana rychlou cyklizaci mezi Ser®™ a G|y67,
coz vede kvytvofeni imidazolin-5-onového  meziproduktu. Proces nasleduje
mnohem pomalejdi oxidace bo&niho fetézce Tyr®® kyslikem. Vyzkum mutaci
fluoroforu odhalil, Ze Gly®’ je naprosto nezbytny pro tvorbu fluoroforu a neni mozné
ho nahradit jinou aminokyselinou. Molekula kysliku, ktera je pro reakci vyzadovana,
hraje roli pii vytvareni dvojité vazby mezi uhliky na tyrosinu, aby doslo k vytvoteni
aromatického systému. Pro tento autokatalyticky proces, nejsou znamy zadné
kofaktory a enzymy. Reakce je termosensitivni, pti teplotach nad 30 °C klesa
schopnost vytvaret fluorofor. Ale na rozdil od vytvafeni fluoroforu, ktery
je ovliviiovan teplotou, je jednou jiz vytvofeny GFP termostabilni (Yang et al.,
1996).

2.4.4 Mutace GFP
V blizkosti fluoroforu se vyskytuji poldrni zbytky aminokyselin, které z velké
Casti vytvari sit, pomoci vodikovych mustkid na boku Tyr®, Atomy postrannich

fetézct na Thr?®, Glu???, 11e®’

pomoci slabych vazebnych van der Waalsovych sil
interaguji s Tyr*®. Pokud by doslo k mutaci v téchto oblastech, nebo pokud dojde

ke zméné naboje, mélo by to ptimy vliv na fluorofor a na jeho okoli (anonym, 2011).

Zmeény zbytki aminokyselin, které se nachazeji v blizkosti fluoroforu, maji
vliv na absorpci a/nebo emisni spektra GFP. Diky moznosti zmény okoli fluoroforu
a jejich nasledné zmény fluorescence, mohou tyto mutanty GFP ptinést dalsi vyuziti
GFP, naptiklad genovych markerd, markerd vyvojovych linii bun¢k (Yang et al.,
1996).

Nékteré mutace jsou zpusobeny zkomolenim ¢i zkracenim N - a C — koncu.
Jestlize dojde ke ztraté ¢i zméné vice nez 7 aminokyselin na C — konci nebo Met
na N —konci, mutace povede k Gplné ztraté fluorescence (anonym, 2011). Nekteré
mutanty byly tvofeny tak, aby byl excitacni vrchol posunut do oblasti ¢erveného
spektra, do hodnoty 490 nm, ale emisni vrchol zdstal na stejné trovni, 509 nm. Tyto
typy mutaci jsou lépe vyuzitelné pro pozorovani S pomoci standardnich optickych
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soustav a filtrG. Zarovenl tyto mutanti umoznuji efektivnéj$i vyuziti aplikaci
konfokalniho mikroskopu. Nasledné byly vytvafeny dal§i mutanty, které maji
posunuty excitatni vrchol do jinych oblasti viditelného spektra (viz Obr. 6),
napiiklad BFP (Blue fluorescent protein), CFP (Cyan fluorescent protein), YFP

(Yellow fluorescent protein) (anonym, 2011).
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Obr. 3: Srovnani excita¢nich a emisnich vrcholi nékterych mutantt - BFP, CFP, YFP —

s GFP (anonym, 2011).

2.4.5 Prehled nékterych mutaci GFP

e Mutace Tyr66 fluoroforu na Phe zpusobuje zvySenou excitaci, ale dochazi i ke
ztraté intenzity fluorescence.

e Mutace Ser® na Thr zvysuje intenzitu fluorescence.

e Mutace Tyr66 na His zplsobi posunuti excitatniho maxima do UV oblasti,
na vlnovou délku 383 nm, s emisnim maximem v modré oblasti, A = 448 nm.

e Mutace Tyr66 na Trp zplisobuje posunuti emisniho signalu do modré oblasti,
zaroven dochazi k poklesu intenzity fluorescence v porovnani s fluorescenci
,»wild type* GFP.

e Zaména Ser® na Thr, Ala, Cys nebo Leu zplsobi ztratu excitatniho vrcholu
0 vlnové délce 395 nm, a dochazi k excitaci v modré oblasti viditelného svétla.

e Pii kombinaci s Ser®® mutantd vedou zamény na dalsich mistech v blizkosti
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fluoroforu, jako napiiklad Val®® na Leu & Ser’® na Ala, ke zvyseni intenzity

zelené fluorescence pii excitaci ve vinové délce 498 nm.
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Zaména Ser’® za Phe a zaroveii zaména Thr?®

za lle, zplisobuji ztratu excitace

pii 475 nm, ale excitace pii 395 nm zlstava zachovana.

167

. Nahrazeni Ile™" na Thr zpiisobuje zménu citlivosti fluoroforu na excitacni

signal.
o Zaména Glu®®? na Gly je spojena s eliminaci excitace pfi 395 nm.
. Mutace Val'®® na Arg zvySuje teplotni toleranci GFP a zvySuje vyznam zmény

Ser® na Thr.

. Mutace His**® ovliviiuje zavislost excitacnich vrcholl (395 nm a 475 nm)
na hodnotach pH. Atom dusiku v His je vzdalen 3,3 A od hydroxylového
kysliku Tyr® fluoroforu.

o U nékterych mutaci, do kterych patii napiiklad Phe'® na Ser, Met™* na Thr
a Val*® na Ala; neni znam presny projev mutace. Pozice 154 az 164
se vykytuji na povrchu proteinu. Tyto mutace by mohly slouzit ke zvyseni
rozpustnosti nebo snizeni soudrznosti proteinu. Mutace Phe — Ser by mohla
snizovat stabilitu jadra proteinu. Vzhledem k tomu, ze neni znamo, jak tyto
mutace pusobi, nelze fici, zda budou mit néjaky dalsi pfinos k vylepSeni
charakteristik GFP.

(upraveno, Hraska, 2003, anonym, 2011)

Zaroven se mutace GFP mohou rozdélit do sedmi kategorii, skupiny jedna
az Ctyfi jsou odvozeny od polypeptidl s Tyr na pozici 66, a tfidy 5, 6 a 7 maji tento
Tyr na pozici 66 zaménén za Trp, His, Phe:

1)  puvodni typ, tzv. ,,wild type* smés neutralniho fenolu a zaporného fenolatu,

2)  fenolatovy anion — naptiklad mutace Emerald,

3)  neutralni fenol — zaména Tyr?® za Ile, tato zména zpiisobuje to, Ze dojde
k eliminaci excitacniho vrcholu pti 475 nm, emisni vrchol je pfi 511 nm,
napiiklad mutace H9,

4)  fenolatovy anion s m-elektronovy konjungaci mezi nahrazenym tyrosinovym
zbytkem a chromoforem (YFPS) — mutanti maji posunuty emisni vrchol do
zluté oblasti spektra, naptiklad mutace Topaz,

5) indol (CFPs) — diky zamén& Tyr® za Trp, vznikd v chromoforu indol, diky
velikosti indolového chromoforu vznikaji na indolu dal$i mutace, naptiklad

mutace W7,
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6) imidazol

(BFPs) — zména Tyr® za His vytvori imidazol v chromoforu

a vysledkem této zamény je posunuti excita¢niho a emisniho maxima do modré

oblasti spektra, naptiklad mutace BFP,

7)  fenyl — v této skuping mutantd je nahrazen Tyr®™ za Phe, to méa za nasledek

nejnizsi znamou hodnotu excitace pfi 360 nm a emisni maximum pfti 442 nm.

Celkovy prehled mutaci na chromoforu a jejich emisnich a excita¢nich maxim jsou

uvedeny na obr. 7 a 8 (Tsien & Prasher, 1998).

Commen Rel fl*
Mutation® namE hege (0 Mo QY @ 37C References®
Class |, mald-type
Nome or QEIE Wildnype 395307 (23-30) 504 (D 79) fi 43,45
470475 [9.5-14)
FOO5, MI53T, V163A Cyele 3 387 (300 306 (D7) 100 43,45
75 (6.5-8.5)
Class 2. phenelate amon
S85T 480 (52-58) 500-311 (D.64) 12 4343
FedLl. S65T EGFP 488 [35-5T) 507-500 (0.60) 20 4345
F64L, 565T, V163A 488 (42) 511{D.58) 4 44
565T. 5724, NI149EL Emerald 487 (375 509 (D.68) 100 44
ML33T, 1167T
Claze 3 nentral phenol
S202F, T2031 Ho 300 (209 311(D.60) 13 44
T203L 572A, VI45F HO—40 359 (2% S11{D.64) 100 44
Class 4, phenolare anion with stacked w -electron siysem (vellow fuorescent proteing)
5650, 572A TI03F 312 (65.3) 322(0.70) 44
585G, §T2A T203H 308 (48.5) 518(D.78) 2 44
565G, VoBL, Q69K 10C QE9K. 516 (62) 329(0.71) 3l 44
S72A TI03Y
5650, VOBL, 5724 T203Y  10C 314 (834) 327 (D61) 38 44
565G, 8724 KTOR, Topaz 314 [845) 527 (0.60) 100 44
2037
Clase 5, mdole in chromophore (cvan fiucrascent proteins)
YaawW 436 1385 — 1
TaaW, 1461 MI153T. W7 434 (235) 476 (0 42) a1 44
V1G3A 452 505
Fo4L. S65T, YHOW, WI1EB or 434 (31.3) 476 (04 g0 44
IN146L MI133T. V163A ECFP 452 505
5654, YT66W, S72A, WIC 435(21.2) 495 (D 39) 100 44
NI146L MI533T. VIG3A
Class 6, mudazele in chromophers (blue fiuorescent proteins)
YédH BFP B2 HI(D24 18 44
TOGH. Y145T P43 J82(223) H6(03 32 44
Fo4L, Ya6H, Y145F EBFP FEO-383 (26 3-31) 440447 1an 43 44
(0.17-026)
(Class 7. phenyl in chromophore
YadF 360 442 — 11

Obr. 7: Spektralni charakteristiky hlavnich tfid GFP (dle Tsien & Prasher, 1998).
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Obr. 8: Fluorescenéni excitacni (plné ¢ary) a emisni (pferusované ¢ary) spektra typickych
zastupct ze 6ti hlavnich skupin mutantd chromoforu GFP spole¢né se strukturou jejich
chromoford (pokud je uvedena pouze jedna struktura chromoforu, excita¢ni i emisni
spektrum vychazi pouze z jedné konformace). Vysvétlivky: a) standardni GFP, b) Emerald,
c) H9-40, d) Topaz, €) W1B, f) P4-3 (pfevzato z & Prasher, 1998).

2.4.6 Metody zobrazovani

2.4.6.1 Vizualni zobrazovani, tzv. ,visual screening“

Pro toto zobrazovani postacuje levngjsi pristrojové vybaveni. Zakladem
vizualniho zobrazovani je zdroj excita¢niho svétla obvykle o vinové délce 395 nm,
nebo svétlo z Xenonové lampy o vlnové délce 480 nm a interferencni filtr
¢i monochromator. Pozorovani je nasledné provadéno jesté pres dalsi filtr tzv. ,long-
pass filter”. Pokud by byl vyuZzivan jako zdroj excitace UV zéfeni, je nutné, aby byl
pouzit dalsi filtr, ktery blokuje toto ultrafialové zatfeni, kviili zdravotnimu riziku,
které¢ toto svétlo zpusobuje. Piiexcitaci modrou casti spektra se vyuzivaji zluté

nebo oranzové ochranné filtry (Tsien & Prasher, 1998).
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Pozorovani lze provést i za pouziti fluorescenéniho mikroskopu, se slabym
objektivem (obvykle 4x), ktery je opatfeny filtrem pro odd€leni excitacniho

a emitovaného svétla (Tsien & Prasher, 1998).

2.4.6.2 Video zobrazovani, ,,video imaging“

Tato metoda, kterd vyuzivd shromazd’ovani a pocitacové zobrazovani
spektralnich charakteristik, byla nazvana Youvanem et. al. (1995) jako Digital
Imaging Spectroscopy. Metoda je shodna s b&zné vyuZivanym zobrazovanim
fyziologickych jevii uvniti bun¢k s rozdilem, ze 1ze pozorovat spise makroskopické
nez mikroskopické objekty. Digitdlni zobrazovani je mnohem citlivéjsi
nez pozorovani lidskym okem, ale je potiebna urcita koordinace pohybd obsluhy

pfi pozorovani obrazovky pocitace (Tsien & Prasher, 1998).

2.4.6.3 ,Fluorescence - Activated Cell Sorting“ - FACS

Tato metoda je velmi vykonnd a rychld, predev§im pii stanoveni dvou
neobvyklych a rozdilnych emisnich spekter jako kritérii ptferozdélovani. Prvni
pokusy se standardnim typem GFP, tzv. ,,wild- type* GFP, nebyly tspésné, protoze
signal z jednotlivych kolonii bakterii byl velmi slaby a pferozdélované bakterie
nevykazovaly fenotyp, na ktery by mohly byt téidény (Tsien & Prasher, 1998).
Pozdéji byly pokusy tspésné, protoze védci objevili nejjasnéjsi signal pii excitaci
pii 488 nm (Cormack et al., 1998).

FACS je optimalni metoda pro GFP screening, jeji vyhodou je vysoka u¢innost
(vice jak 10° bungk s™), zaroved neni omezena jen na pozorovani bakterii

(Tsien & Prasher, 1998).

2.4.6.4 ,High-throughput microscopy “ - HTM

Tato metoda je podobna metod¢ predchazejici — metodé FACS, ale navic
umoziuje kvantifikovat bunéfnou morfologii a zahrnout prostorové rozlozeni
a koncentraci fluorescen¢né oznacenych molekul v bufice. V mnoha ptipadech GFP
proteiny a GFP fuzni proteiny maji vyssi efektivitu, pokud jsou exprimovany
v sav¢ich bunkach nez v bakterialnich bunkach (Tsien & Prasher, 1998).
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3 Material a metodika

3.1 Material

Jako vychozi rostlinny material pro transformacni pokusy byly pouzivany
rostliny tabaku (Nicotiana tabacum) vypéstované steriln¢ ze semen. V daném
piipad¢ se jednalo o cv. Petit Havana, mutantu SR1IWT rezistentniho k antibiotiku
streptomycinu (Maliga et al., 1973), které byly péstovany na MS médiu v kultivac¢ni
mistnosti (16 hodin fotoperioda, 22-25 °C). Obdobnym zptsobem byly odvozeny
a péstovany transgenni rostliny tabaku SRIWT s vnesenym transgenem gfp (Hraska,
2007), které slouzily jako pozitivni kontrola pii mikroskopickém studiu mnou
ziskanych transgennich tabakd. Pro jejich selekci a udrZzovani bylo pouZivano MS
médium s 500 mg.I™ kanamycinu.

Jako transformac¢ni bakterie byly pouzity kmeny A. tumefaciens EHA 105
a GV 2260.

Kmen GV 2260 nese konstrukt SPI-2:GFP (Navratil, 2008). Tento konstrukt
je slozeny z genu nptll, SPI-2 a gfp. Gen nptll kéduje neomycinfosfotransferazu,
aumoznuje selekci transformanti na zakladé jejich rezistence k antibiotiku
kanamycinu. Gen SPI-2 (inhibitor proteaz serinového typu) a reportérovy gen GFP
jsou fuzovany a fizeny jedinym promotorem CaMV 35S (viz obr. 11 v ptiloze 8.1).

Kmen EHA 105 nesouci konstrukt pWell 09, ktery je slozeny z genti gus, nptll
a SPI-2, byl poskytnut Mendelovou Univerzitou v Brné. Gen gus, kodujici B-
glukuronidazu, slouzi jako reportérovy gen pro snadné zjiSténi uspéSnosti
transformace. Gen nptll, ktery koduje neomycinfosfotransferazu, umoznuje selekci
transformovanych bunék (Nirmala et al., 2001). (viz obr. 12 v ptiloze 8.3).
Moznostmi aplikace zjisténych poznatkii o inhibitoru SPI-2 se zabyva navazujici
projekt 1M06030 ,,Funkéni genomika a proteomika ve Slechténi rostlin® (2006-
2011), v ramci kterého jsem realizovala i tuto bakalafskou praci.

Kmeny vektorovych bakterii byly dlouhodobé uchovavany pii velmi nizké
teploté (- 80 °C) v glycerinu. Pied jejich dal§im pouzivanim k transformaci byly
po zotaveni (dvoudennim predp&stovani v tekutém LK médiu $200 mg.l*

kanamycinu) pieockovany na agarové médium LK s200 mg.™ kanamycinu.
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Takto ptipravené kultury byly uchovavany po dobu max. 3 mésict v lednici
pfi teplote 4—7 °C.

3. 2 Priprava kultivacnich médii

Pro transformaci listovych fizkli pomoci A. tumefaciens byla pouzivana nize
uvedena kultivacni média. Médium LK pro predpéstovani bakterii a varianty
MS média (Murashige & Skoog, 1962) pro kultivaci vychoziho rostlinného materialu
a regeneraci rostlin.

Médium pro rostliny bylo pfipravovano v 1000 ml kadince s redestilovanou
vodou, do které byly rozmichany vSechny slozky daného média krom¢ agaru,
rustovych latek a antibiotik. K jeho ptipravé bylo vyuZzito komeréni praSkoveé
médium MS s vitaminy od firmy Duchefa (Holandsko). Poté byla redestilovana voda
doplnéna do pozadovaného objemu, bylo zméteno pH, které bylo upraveno pomoci
1M KOH na hodnotu 5,7. Rozmichané¢ médium bylo pielito do Erlenmayerovy
baiiky, kde byl nasypan pfipraveny agar. Barnika byla uzaviena pomoci dvojité vrstvy
hlinikové folie. Poté bylo médium klavovano pii 121 °C po dobu 30 minut. Mezitim
se samosterilizovala antibiotika pfiblizn€ po dobu 1,5 hodiny. Nasledné bylo médium
zchlazeno asi na teplotu 50 °C. V této fazi piipravy média byly ve sterilnim prostiedi
flow boxu pfidany termolabilni latky, antibiotika, médium bylo pec¢livé promichano a
rozlito do ptipravenych Petriho misek. Misky byly oznaceny a uskladnény v lednici.

Médium pro kultivaci Agrobacterium tumefaciens bylo pfipravovano
v 1000 ml kadince s redestilovanou vodou, kde byly rozpusStény vSechny slozky
média. Objem média byl doplnén redestilovanou vodou do daného objemu a
upravena jeho kyselost (pH 6,5-6,7). Posléze bylo médium odmétovano po 10 ml
pomoci odmérného valce a nalévano do 100 ml Erlenmayerovych banck. Baiky byly
uzavieny hlinikovou f6lii a sterilizovany v autoklavu pii 121 °C po dobu 30 minut.

Po zchladnuti byla média uskladnéna v lednici.
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3. 2. 1 Pouzita kultivacni média

MS médium: davka

MS s vitaminy 4 400 mg.I™"

inositol 100 mg.I*

sachardza 30 000 mg.I™* PR S.7
Agar 8 000 mg.I™

MS médium I.: davka

NAA 0,1 mg.I"

BAP 1 mg.I*? PRS.7
MS médium II: davka

NAA 0,1 mg.I"

BAP 1 mg.I?

kanamycin 300 mg.I* PR
Timentin 200 mg.I™

LK médium pro kultivaci A. tumefaciens: davka

sachardza 10 000 mg.I™

kasein hydrolyzat 800 mg.I"*

kvasnicovy extrakt 4000 mg.I™ pH 6,5-6,7
KH,PO, 2 000 mg.I*

MgSO, . 7H,0 300 mg.I"*
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3. 3 Sterilizace a vysev semen tabaku

Pted transformaci bylo nutné ze semen vypéstovat rostlinky tabdku vhodné
k transformaci. Pfed vysetim semen na agarové médium, byla semena povrchové
sterilizovéana etanolem a nasledn¢ ziedénym roztokem steriliza¢niho ptipravku Savo
(Bochemie, CR).

Potiebné mnozstvi semen bylo pieneseno do sterilnich mikrozkumavek
Eppendorf o objemu 1,5 ml. Do mikrozkumavky bylo ptidano 100 ul 70 % etanolu,
ktery byl cca. po jedné minuté odstranén. Nasledné¢ bylo do mikrozkumavky
napipetovano 150 pl steriliza¢niho roztoku (SAVO: voda v poméru 1:9 a kapka
Jaru), semena se sterilizaénim roztokem byla promichana a ponechana v roztoku
po dobu 40 minut za obCasného promichani. Po této dobé byl steriliza¢ni roztok
odstranén slitim a semena byla nékolikrat promyta sterilni destilovanou vodou,
dokud nebylo odstranéno v§echno smacedlo - Jar.

Poté byl asepticky pfidan tidky agar, 0,125 % Difco BactoAgar (Difco
Laboratories, USA), zkracenou $pickou byla seminka rozprostiena na Petriho misky
se zakladnim kultivaénim médiem MS s 3 % sacharézou. Misky s vysetymi seminky
byly kultivovany v kultivaéni mistnosti asi po dobu 4 tydnl. Poté byly vzeslé

rostlinky pfesdzeny do skleni¢ek s MS médiem téhoz sloZeni.

3. 4 Postup transformace listovych segmentii tabaku

Pro transformaci byla pouzita modifikovana metoda listovych disk (Horsch et
al., 1985).

Jeden a pll dne pfed transformaci byly bakterie zaockovany sterilni kli¢kou
ve flow boxu (Telstar AH 100, Spanélsko) do p¥ipravenych 100 ml Erlenmayerovych
ban¢k s 10 ml tekutého média LK (Langley & Kado, 1972), které obsahovalo
50 mg.I™ kanamycinu (SERVA, Némecko). Bakterie byly kultivovany v horizontalni
ttepacce s vodni lazni pii 25-28 °C a 120 kmit za minutu.

Pro transformaci, kterd byla provadéna ve sterilnim prostiedi flow boxu
a vysterilizovanymi nastroji, byly vybrany nejlepsi listy, bez znatelného zezloutnuti

¢1 nekrdz. VéEtsinou se jednalo o plné€ rozvinuty druhy ¢i treti list od vrcholu rostliny.
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Listy byly zbaveny stiedni zilky a roziezdny na segmenty o velikosti pfiblizné
1,5x 0,5 cm. Segmenty byly pteneseny do Petriho misky, ve které bylo pfipraveno
18 ml sterilniho roztoku 10 mM MgSO,. Do misky byly pfidavany segmenty az
do chvile, kdy byl povrch v misce pokryt segmenty asi ze % az %. Nasledné bylo
pfidano 1,5 ml bakteridlni suspenze, obsah v Petriho misce byl promichédn, aby se
bakterialni suspenze dostala ke vSem Castem segmentti v misce. Petriho miska byla
zakryta a kultivovana 2 hodiny v laboratornich podminkach. Po stanovené dob¢ byla
odsata bakterialni suspenze, segmenty byly osuSeny sterilnim filtraénim papirem
a preneseny na 9 cm Petriho misky s 25 ml agarového média MS s 0,1 mg.I* NAA
a 1,0 mg.I"* BAP, bez antibiotik (MS médium I) spodni stranou listu vzhiru. Misky
byly zalepeny Nescofilmem (Bando Chemical Ind. Ltd., Japonsko) nebo
polyetylénovou folii. Misky byly kultivovany piikryté 2 vrstvami filtraéniho papiru,
Vv kultiva¢ni mistnosti, po dobu dvou dnti. Po kultivaci v Seru byly nejlepsi segmenty
preneseny na agarové médium MS, které melo stejné slozeni jako ptedchozi, jen bylo
navic pfidino 300 mgl? kanamycinu (SERVA, Némecko), pro selekci
transformovanych rostlinnych bunék, a 200 mg.I™ Timentinu (SmithKline Beecham
Plc., Velkd Britanie), pro eliminaci vektorovych bakterii, (MS médium II).
Pii pfenaSeni byly segmenty otoCeny, takze svrchni strana listu byla nahoru.

Nasledna kultivace probihala pfi plném svétle v kultivaéni mistnosti.
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4 Vysledky

4.1 Transformace bakteriemi A. tumefaciens a nasledné
péstovani transgennich rostlin

Celkem bylo provedeno 7 pokust 0 transformace tabaku, Nicotiana tabacum,
odridy SRIWT Petit Havana dvéma kmeny bakterii A. tumefaciens. Z toho byly
¢tyfi pokusy provedeny kmenem EHA 105 nesoucim konstrukt pWell 09, ktery
obsahuje gen pro SPI-2, gus a nptll, a tii pokusy kmenem BV 2260, ktery obsahuje
konstrukt SPI-2:GFP. Transformaci konstruktem SPI-2:GFP bylo ziskano celkem
19 prokazatelné transformovanych rostlin, transformace druhym typem konstruktu

nebyla usp&$na. Shrnuti provedenych pokusi je zobrazeno v tabulce (Tab. 3).

Tab. 3: Prehled provedenych transformaénich pokusi.

Pokus Kmen Konstrukt Pocet ziskanych
A. tumefaciens transformovanych rostlin
1. BV 2260 SPI-2:GFP 6
2. BV 2260 SPI-2:GFP 9
3. BV 2260 SPI-2:GFP 7
4. EHA 105 pWell 09 0
5. EHA 105 pWell 09 0
6. EHA 105 pWell 09 0
7. EHA 105 pWell 09 0

Béhem pokusi byla vyuzivana tzv. diskovd metoda transformace.
K transformaci byly pouzivany rostliny, které byly vypéstovany in vitro ze semen,
ktera byla nejprve povrchové vysterilizovana. Nasledna regenerace byla provadéna
na zakladnim médiu MS s piidavkem antibiotik — 200 mg.I™ Timentinu a 300 mg.I™*
kanamycinu, a ristovych latek 0,1 mg.IX NAA a 1 mg.I™ BAP, piesné podle postupu,
ktery je uvedeny v kapitole Material a metodika.
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Ptiblizn¢ po dvou tydnech kultivace zacaly listové explantaty tvotit kalusy,
které nasledn¢, diky pfitomnym ristovym hormoniim (BAP, NAA) v médiu, zacaly
tvofit vyhony. Vzhledem k tomu, ze médium, na kterém byly explantaty kultivovany,
obsahovalo antibiotikum  kanamycin, dochédzelo  k postupné selekci
transformovanych bunék a pletiv. Netransformované bunky odumiraly, z toho
divodu, ze neobsahovaly gen nptll, ktery by zajistoval jejich rezistenci vuci
antibiotiku. Ptiblizné po 7-8 tydnech byly z ptivodnich transformovanych explantatt
oddéleny vyhony, které byly pfeneseny na zakoteniovaci médium MS s antibiotiky
aristovymi hormony (500 mg.I" kanamycinu, 300 mg.I* Augmentinu a0,1 mg
NAA).

Po zakotfenéni byly regenerované rostliny péstovany v podminkach in vitro
na zakladnim MS médiu s kanamycinem, bez rustovych latek, pouze s pfidanim
poloviéniho mnoZstvi Augmentinu, tzn. 150 mg.I™. P¥i dalsi kultivaci byl Augmentin
jiz upln€ vynechan. Timto postupem postupného snizovani obsahu antibiotik doslo
ke spolehlivé eliminaci vektorovych bakterii a zarovenn byla umoznéna regenerace
a vyvoj vyhont.

Po vizudlni detekci regenerantdi, bylo 19 rostlin (generace Tp) prevedeno
z podminek in vitro do normalniho pidniho substratu. Rostliny byly péstovany
ve skleniku se stalou teplotou pohybujici se kolem 22 °C. B&hem ristu ve skleniku
rostliny vegetacné prospivaly, neprob&hlo zadné napadeni Skidci ani chorobami.
Pouze dvé€ rostliny nebyly schopné se adaptovat na zménéné podminky, a postupné
uvadly a odumfely. Zbytek rostlin dosahl reprodukéniho stadia. Pred rozvinutim
kvéth byla kvétenstvi izolovéana, aby se predeslo nechténému cizospraseni. Semena

z téchto rostlin byla, jako T; generace, v laboratofi vyuzita pro dalsi testovani.

4.2 Vizualni detekce GFP

Z listovych segmentii bylo regenerovano 22 hypotetickych transformanta.
Z téchto rostlin byly odebrany vzorky pletiv, listd, které byly pozorovany
pod binokularnim mikroskopem (Leika MZ12) a nastavcem pro vizualizace GFP (viz
Obr. 9). Kvuli nizké trovni fluorescence GFP bylo pouzivano pomérné velké
zvétSeni (objektiv 1,6x, zoom 8-10%, okular 10x). Pfi pozorovani byla pofizena
fotodokumentace.
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Obr. 9: Fluorescenc¢ni signal GFP listt z primarnich regenerantd listu tabaku SRIWT Petit
Havana, které byly transformovany vektorem nesoucim gen pro fuznim protein SP12:GFP,
byl zjistén jen velmi ojedinéle, pouze v izolovanych oblastech malého rozsahu nékterych

jedinct (vlevo rostlina ¢. 18, vpravo ¢. 3).

Pro srovnani fluorescence byla soub&Zné vyseta semena GFP™ tabaku

(pozitivni kontroly) a nasledné byla pozorovana jejich fluorescence (viz Obr. 10).

Obr. 10: Fluorescence semenackii tabaku GFP' péstovanych na médiu MS s 500 mg.I*
kanamycinu. Tmavé semenacky patrné v levé ¢asti obrazku jsou netransgenni jedinci, ktefi
vystépili za pritomnosti selektivniho antibiotika a nebyli dale zivotaschopni. Vpravo detail

fluoreskujicich semenacki.
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5 Diskuze

Oba popisované reportérové geny, gus a gfp, jsou hojné vyuzivany v mnoha
laboratofich a maji Siroké spektrum pouziti, jsou vyuzivany jak pro rostliny, tak
| pro zvirata.

Bylo zjisténo, ze transformaci pomoci bakterii A. tumefaciens, se mtize v¢lenit
nékolik kopii T-DNA do jednoho lokusu genomu rostliny, jako piimé ¢i obracené
repetice. Tyto nadbytecné lokusy byvaji spojené s umlCovanim exprese. Stabilné
exprimované lokusy obvykle obsahuji jednoduSe uspofadané inzerty T-DNA
ohrani¢ené alespon na jedné strané rostlinnou DNA (Iglesias et al., 1997).
Proto byvaji obvykle vyhledavani tranformanti s jednou za¢lenénou kopii T-DNA,
u kterych je nejvice pravdépodobné, ze budou transgen stabilné exprimovat
po n¢kolik generaci (Blazickovd, 2010). V dal$i literatufe je wudavéano, ze
pfi transformacich tabaku, které prob&hly pomoci A. tumefaciens, existuji dva typy
inserti T-DNA. Typ ,,vysoce exprimujici®, oznacovany jako High-expressing (H),
které obsahuji pouze jednu kopii v lokusu, coz ma za nésledek vysokou expresi gus.
Druhy typ ,malo exprimujici, oznatovany jako Low-expressing (L), kdy se
do lokusu zacleni i dalsi pfevracena opakovani T-DNA. Tento stav je nasledovany

nizkou expresi genu gus (Hobbs et al., 1993).

5.1 Studované signalni geny GUS a GFP

V To generaci rostlin tabakd, ktera byla ziskana po transformaci listovych diski
vektorem SPI-2:GFP, byla mikroskopicky detekovana fluorescence GFP jen velmi
ojedinéle. Byla pozorovana pouze v nékterych listech a zaroven jen v nckterych
castech listu. Mohlo se i jednat o artefakty. Nebo tento stav mohl byt zplisoben
I zavislosti urovni fluorescence na cilovém genotypu a na pouzitém promotoru
(Hraska et al., 2006). V naSem piipadé¢ vsak pro transformace obou variant
(se samotnym ¢fp a faznim SPI-2: GFP genem) byl pouZit stejny typ tabaku Petit
Havana SRIWT a konstrukt s konstitutivnim promotorem 35S CaMV. Proto neni

toto vysvétleni na misté.
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V ramci dal§iho vyzkumu v laboratofi byla semena rostlin Ty generace vyseta,
Vv nasledné generaci T; jiz nebyla objevena zadna fluorescence, ale fizni gen
Vv rostlinach byl detekovan pomoci PCR. Navic bylo tzv. inverzni PCR a naslednou
sekvenci produktu prokdzano, ze dochazi k syntéze odpovidajici mRNA (messenger
RNA) se zachovanou shodou sekvenci. Zadnému ze zainteresovanych pracovist
se v§ak obvyklymi metodami (ELISA, Western blot) dlouhou dobu nedafilo prokazat
pfitomnost genového produktu, proteinu SPI-2 nebo SPI-2:GFP. Interpretace
vysledkt proto byla velmi nesnadna.

Vyzkum GCinkli samostatného SPI-2 byl provadén v laboratofich
Entomologického tstavu, v.v.i. AV CR Biologického centra v Ceskych Bud&jovicich
a v Ustavu experimentalni botaniky, v.v.i. Akademie véd Ceské Republiky, Praha.
Na n¢j navazujici projekt IBS5007316 byl vénovan studiu novych inhibitorl proteédz,
které by byly vyuzitelné proti patogenim lidi a zvifat a v ochrané rostlin, byl
realizovan v letech 2003-2005.

Diky tomuto vyzkumu byl objeven protedzovy inhibitor GmSPI-2, ktery
se vyskytuje Vv hedvabi zavijeCe voskového, Galleria mellonella. Naslednym
zkoumanim bylo zjiSténo, ze tento inhibitor proteaz serinového typu je velmi aktivni
hlavné proti bakterialnimu enzymu subtilisinu, a houbové proteinaze K, navic
zhstava aktivni i pfi glykolyzaci a prodlouzeni karboxylového konce (Kludkiewicz
et al., 2005).

V disledku netspésnosti transformace pomoci kmene GV 2260, se zacaly
hledat pti¢iny, které by tento stav mohly zavinit. Jako nejvice pravdépodobné je, Ze
tato situace je zpisobena tim, Zze béhem konstrukce vektoru byla z technickych
divodi odstranéna zavadéci sekvence pro gen gfp do endoplazmatického retikula
(ER). Ukolem této zavadéci sekvence je zesilovani fluorescenéniho signalu, z tohoto
divodu by naptiklad Spatné¢ oddéleni zavadeéci sekvence ¢i poruSeni spravného
¢tecitho ramce mélo prokazatelny vliv na intenzitu signalu, poptipad¢ pfitomnost
signalu pfi vizudlni detekci. Oproti intenzité emitovaného zafeni u GFP”" tabdku, byla
intenzita svételného signalu, pokud byl vibec pozorovan, u materidlu
transformovaného vektorem nesoucim fuzni gen SPI-2:GFP, minimélni. Takovymi
vyjimkami byly pouze tii genotypy (¢. 7, ¢ 12 a ¢ 18) zcelkovych
19 analyzovanych rostlin Ty generace. Naproti tomu Vv nasledné T; generaci
veskerych transformati nebyl mezi n¢kolika tisici semenacky pozorovanymi

pod stereomikroskopem s GFP nastavcem nalezen ani jediny jedinec, ktery by
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se timto zpusobem jevil jako pozitivni. V ivahu proto ptichazi nékolik vysvétleni.
Jednou z moznosti je, ze vysledné mnozstvi proteinu je tak nizké, ze ani tak citlivymi
metodami jako jsou ELISA, Western blot a fluorescence, neni detekovatelné.
V uvahu také pfichdzi moznost chybné konformace fuzniho proteinu, v jejimz
disledku by mohla byt sniZzena intenzita emitovaného signalu. Mozné pficiny
nezdaru jsou pfedmétem dalSiho vyzkumu. V nas$i laboratofi v soucasné dobé¢
dochazi k vyvoji nového fuzniho konstruktu. Bylo zjisténo, Ze se tento novy
konstrukt se exprimuje v bakteriich E. coli. V ramci nasledujiciho testovani
konstruktu bylo shledano, ze se vytvafi odpovidajici MRNA. Ptislusna cDNA (copy
DNA) byla obousmérné osekvenovana a byla potvrzena shoda se sekvenci
navrzeného fizniho genu.

Pii transformaci kmenem EHA 105, ktery nese konstrukt pWell 09,
se nepodarilo ziskat zadnou transformovanou rostlinu. Po transformaci bakteriemi
dochdzelo k neustalému piertstani bakterii, které znemoznily potfebnou regeneraci
rostlinnych explantatii, a nasledné¢ dosSlo k Gplnému zahubeni transformovanych
rostlinnych explantati. Tento stav by mohl byt zplisobeny vyselektovanou rezistenci
vektorovych bakterii. Rezistence mohla vzniknout napiiklad dlouhodobé
nespravnym skladovanim vektoru. Na zadklad€ tohoto zjiSténi jsme pozadali
spolupracujici pracovi$té Mendelovy univerzity v Brné o poskytnuti nového vektoru.
V ramci feSeni problému byl napiiklad i dikladné vyc¢iStén autoklav, ve kterém
se sterilizovaly sklenicky pro péstovani rostlin in vitro a zménén postup jejich
klavovani, z obavy, Ze by se mohly uvoliiovat tézké kovy, které¢ by se ukladaly
Vv rostlinach, a které by méli vliv na uspéSnost transformace (Ondfej & Drobnik,
2002). Opakované pokusy snovym vektorem vSak problém nevyieSily. Pficinu
je proto tfeba hledat jinde. V tivahu pfichazi i moznost zamény bakterialnich klont
na pracovisti poskytovatele.

Fluorescence GFP je ovlivnéna mnoha faktory jako je naptiklad typ rostliny,
stafi a typ pletiva, genotyp, ¢i promotory reportérovych gent.

Vyssi troven fluorescence byla zjiSténa na mistech, kde doSlo kfezu
nachylnéjsi k infekci agrobaktériem a vyssi denzitou téchto bunék (Maximova et al.,
1998).

Fluorescence byva snadnéji detekovana v nové se objevujicich mladych

vyhonech, ale jeji intenzita klesa a je hiife pozorovatelnd ve starSich pletivech
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a organech. Ke ztraté fluorescence nebo k jejimu postupnému uhasinani dochazi
ve starych pletivech, konkrétné v listech (Kamaté et al., 2000). Ve vétsin€ pripadu jiz
fluorescence klesne az na hodnotu, kdy je prakticky neviditelna, nebo s obasnym
vyskytem malych fluoreskujicich oblasti v nékterych typech bunék (Eady et al.,
2000) nebo organu (Kim et al., 2004). Naopak vysoky stupenn fluorescence byl
pozorovan u zralych kvétenstvi a reprodukénich organech (Zhou et al., 2005),
kli¢icich rostlin a sazenicich (Kamaté et al.,2000).

Intenzita fluorescence je zavisla na tom, z jaké Casti rostliny nebo pozice
narostliné pochazi studovany vzorek, konkrétn¢ list (Halfhill et al., 2003b).
Ke studiu exprese reportérového genu GUS byla provedena série pokust, kde vyslo
najevo, ze pii pouziti diskové metody pfti transformaci agrobaktériem zéalezi na tom
jaky list z rostliny je pouzity. Zarovenl je vyS$i uspéSnost transformace u mladych
listd, a to az pétindsobna v porovnani mezi 1. a 19. listem rostliny. Listy, které
se vyznacuji rychlym riistem, obvykle maji i velmi rychlou proteosyntézu, a zaroven
i vétsi expresi GUS (Pretova et al., 2001). V mé praci se pro transformace pouziva
prvni az tieti rozvinuty list, které jsou zelené bez znamek jakéhokoli Zloutnuti nebo
jinych viditelnych poSkozeni.

. Jedno z vysvétleni, pro¢ klesa fluorescence ve starSich listech, souvisi
se vzristajicim obsahem chlorofylu, ktery ji negativné ovliviiuje (Ponappa et al.,
1999).

V ramci vyzkumt bylo zjisténo, ze fluorescence kolisé i v rdmci jednoho listu
(Hraska et al., 2008a). Intenzita fluorescence je zavisla i na tom, jakou stranu listu
meétime, zda svrchni ¢i spodni, a mtize se velmi vyznamné lisit (Hraska et al.,2008a).
Velmi vyrazny je rozdil mezi fluorescenci, kterou je mozné pozorovat na bazi
rostliny a starSich listech, v porovnani s fluorescenci vydavanou horni ¢ésti rostliny
a mladymi listy. Tento jev byl popsan u nékolika druhi rostlin jako je brukev fepka
(Brassica napus) (Halfhill et al., 2003a), rostliny tabaku (Pretova et al., 2001)
natolice (Medicago) a ryze (Zhou et al., 2005). Naopak u rostliny huseni¢ku
(Arabidopsis) (Zhou et al., 2005) a tabaku SRIWT odrudy Petit Havana (Hraska
et al.,2008a), bylo zjisténo, ze kolisani intenzity fluorescence, v ramci jeji mozné
detekce, se lisi druh od druhu, genotyp od genotypu. Hypotéza rozdilnych trovni
exprese reportérovych genti v pletivech rizného staii, nebyla potvrzena dal§im
testovanim u tabaku, kdy bylo odhaleno pfiiblizné stejné mnozstvi obsazeného

proteinu v riznych ¢astech rostliny (Harper & Stewart, 2000).
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Dal8im regulatorem projevu reportérovych gent je jejich promotor. Nejcastéji
jsou pfi transformaci agrobaktériem pouzivany promotory CaMV 35S a Act 1
(Benfey et al., 1990). V podrobnych vyzkumech bylo zjisténo, zeje jejich exprese
rizna v ruznych druzich pletiv (Sunilkumar et al., 2002). O promotoru CaMV 35S je
znamo, ze ma vyssi aktivitu ve vodivych pletivech, a proto je v téchto pletivech
pozorovanavyssi uroven fluorescence. Tim je vysvétlen pokles a ztrata fluorescence
GFP ve starnoucich a odumirajicich pletivech jako jsou plody ¢i semena, kde dochazi

k ubytku obsahu vody (Hraska et al., 2008b).

5.1.1 Pouziti reportérovych genii
V soucasné dob¢ se reportérové geny vyuzivaji vV oborech vyzkumu, jako jsou

molekularni biologie a genetika, jejich dal$i vyuziti by mohlo byt v ekologickém

monitoringu bezpecnosti geneticky modifikovanych rostlin.

V souvislosti se vzristajici tendenci vyuzivani GFP v laboratotich, se mnozi
védcel priklanéli k nazoru, Ze zelené fluoreskujici protein je toxicky pro rostliny.
Tato teorie byla podpoiena neoficidlnim tvrzenim, ze transgenni linie bunck, které
meély nejjasnéjsi emisi svételného signdlu, bylo obtizné ptrevést do rostlin. Dalsi
vyzkumy vSak dokézaly, ze GFP neni toxicky pro rostliny, ale pfi jeho excitaci
vznikaji volné radikaly. Z tohoto diivodu se nasledné vznikajici mutanty vyznacovaly
tim, Ze byly cilené do jinych organel nez do jadra, naptiklad do endoplasmatického
retikula (ER). Zmeéna cilového mista GFP uplné oddé¢lila GFP od nukleosomu
rostliny a =zaroven doSlo ke zvySeni exprese genu ¢fp (Stewart, 2001).
V ramci vyzkumu vlivu mozného toxického vlivu GFP byl proveden pokus
s potkany. Bylo zjiSténo, ze ani samotné GFP, ani krmeni transgennimi rostlinami
obsahujici gen gfp, nema nepfiznivy dopad na jejich Zivotaschopnost a reprodukci.
Tim bylo prokazano, ze GFP neni pro obratlovce toxické (Richards et al., 2003).

Vyuziti téchto gent by se dalo rozdélit podle cilového objektu studia
na nékolik Grovni - vnitrobunécéné, bunétné, pletiva rostlin, poptipadé celé rostliny,
a transformace.

V ramci vnitrobunééné aplikace bylo GFP jako prvni pouzito ke sledovani
lokalizace proteinu v buice, tzv. ,protein tagging. Tim bylo umoznéno piimo
nahlédnout do procest, které probihaji v buiice, pomoci fluorescen¢niho mikroskopu.

V soucasné dob¢ neni problém standardnimi klonovacimi postupy vytvotit fizi mezi
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cilovym genem, ktery klonujeme, a genem pro gfp. Tato fize je nasledné metodami
genového inzenyrstvi vnasena do vybraného organismu, kde se jeho exprese
projevuje jako stala ¢i transientni (docasna). Fazni produkt se nejéastéji pozoruje
béznym fluorescencnim mikroskopem. Vzhledem Kk tomu, Ze neni nutna jakakoliv
fixace €1 permeabilizace bunék, ma tato metoda detekce vyhodu oproti jinym
technikam (Misteli & Spector, 1997).

GFP umoznuje sledovani dynamickych procesii v zivé buiice, pozorovani
organel, mitotického aparatu, cytoskeletalnich elementl, pohyb bilkovin v realném
Case (Misteli & Spector, 1997).

Navic je mozné vyuzit GFP pro pozorovani zmén tvari bunécnych organel
a sledovat jejich pohyb béhem rozlicnych fyziologickych procest (Shiina et al.,
2000).

Prestoze nejCastéjsi je aplikace na urovni bunky, zdd se, Ze mnohem
zajimavéjsi bude sledovani GFP na urovni pletiv a celé rostliny. Jedinym uskalim
se zda byt to, ze se musi pouzit modifikované GFP, kvili tomu, Ze je potieba vysoka
uroven fluorescence. Timto zpisobem je mozné sledovat napf. patogenni nikazy
u rostlin. Napftiklad u virti je tato metoda zaloZena na nahrazeni ¢asti plaStového
proteinu za GFP a nasledném monitorovani infekce rostliny, pohybt viru, a diky fuzi
protein-pohybovy protein lze zjistit i to, jak se virus rozSifuje do okoli a mezi
burnikami hostitele (Leffel et al., 1997).

Mezi dalsi vyuziti signalnich genli patii studium promotort, které maji vliv
na expresi genll. Vyhoda pouziti reportérovych genii je takovd, Ze okamzité
poukazuji na hodnotu exprese v dané butice, ¢i tkani. V tomto piipad€ opét neni
nutnd fixace bun¢k a to umozituje opakovat pozorovani a opakovani méfeni hodnot
opakované 1 po zménéni podminek (Misteli & Spector, 1997). Konstitutivni
promotory jako je mnapiiklad CaMV 35S nebo Actl jsou nejpouzivanéjsi
pro transformace (Battraw & Hall, 1990). V ramci dal$ich vyzkumi bylo zjisténo
Vv kterych Castech rostliny, ma nejvyssi expresi ktery promotor, napiiklad u listh
rostlin maji nejvyssi expresi promotory D35S, 35S a UBQ3. Pii kvantifikovani
exprese GUS bylo zjisténo, ze u rostlin ma v kotfenovych systémech nejvyssi expresi
promotor UBQ3 (Wally et al., 2007). U promotoru CaMV 35S bylo prokazano, ze
je aktivni hlavné ve vodivych pletivech, proto by v téchto oblastech méla byt
o¢ekavana vyssi exprese reportérovych gent (Hraska et al., 2008b). V ramci dalSich

vyzkumiu bylo prokdzédno, Ze pro studium docCasné exprese zajiStovanou
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specifickymi promotory tapeta jako jsou napiiklad A9 u Arabidopsis thaliana
¢i TA29 u Nicotiana tabacum, je vhodnéjsi reportérovy gen gfp Vv porovnanim
s genem gus (Kavita & Burma, 2008).

Jako dal$i mozné vyuziti se jevi to, Ze by V nékterych pfipadech bylo mozné
castecné nebo zcela nahradit selekci vyvolavanou antibiotiky, herbicidy ¢i dalSimi
latkami, detekci GFP a naslednym vybérem transformantti. Zaroveit by mélo velky
vliv, pokud by organogeneze nebo pfi regeneraci explantati po transformaci, které
nejsou uspésné pii pouziti antibiotik a herbicidli Tato optickd selekce byla zatim
pouzita u cukrové titiny, ktera byla transformovana bakteriemi A. tumefaciens

(Elliott et al., 1998).
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6 Zaveér

Byla provedena transformace listovych segmenti tabaku, Nicotina tabacum,
cv. Petit Havana SRIWT v podminkach in vitro. K této transformaci byly pouzity
dva rozdilné kmeny bakterii A. tumefaciens, kmen GV 2260 a kmen EHA 105.

Kmen GV 2260 nesouci konstrukt SPI2-GFP, u pravé hrani¢ni sekvence (RB)
se nachdzi promotor genu pro nopalinsyntazu (NOS), ktery ftidi projev genu
pro nptll, tedy neomycinfosfotransferazu II. Exprese fuze genti SPI-2 a gfp je fizena
promotorem CaMV 35S.

Z celkového poctu 22 regenerovanych hypotetickych transformanti bylo
ze 3 pokust s kmenem GV2260 ziskano celkem 19 prokazatelné transformovanych
rostlin (PCR), u kterych byla studovana fluorescence GFP v jejich pletivech pomoci
binokuldrniho mikroskopu se specidlnim néstavcem. Pouze u genotypti €. 3, 12 a 18,
byla vyjimec¢né pozorovana minimalni fluorescence. Tato generace T, byla pro
potieby laboratofe pfevedena do skleniku a dovedena az do reprodukcniho stadia.
V generaci T, jiz nebyla zjisténa zadna fluorescence.

Tento stav byl nejspiSe zptusoben problémy s vektorovym konstruktem, ktery,
jak se ukazalo 1 v mé praci, nebyl pln¢ funkéni. Dané zjisténi spolecné s dal§Simi
vysledky Skolici laboratofe poukazuje na moznou nefunkcénost fuzniho konstruktu.
Mozné pfi€iny jsou pfedmétem dalSiho studia.

Ve druhé sérii pokust s kmenem EHA 105 nesoucim konstrukt pWell 09,
obsahujici geny nptll, gus a SPI-2, se nepodafilo ziskat zadnou transgenni rostlinu
vzhledem Kk tomu, ze bakterie neustale pierustaly explantaty. Protoze opakované
pokusy snové obdrzenym kmenem poskytovaly tytéz vysledky, nabizi se jako
mozné vysvétleni zdména kmene nebo chyba ve vedeni kultury na partnerském

pracovisti.
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8 Prilohy

8.1 Mapa fazniho genu SPI2:GFP
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Obr. 11: Mapa fazniho genu SPI-2:GFP (dle Skalicky, 2009).
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8.2 Aminokyselinova sekvence fiizniho genu SPI-2:GFP

ATGGTTTGCA
ATGGAAAGAC
TGGTGTTGGA
AAAGGAGAAG
TTGAATTAGA
CAGTGGAGAG
ACCCTTAAAT
CATGGCCAAC
ATGCTTTTCA
TTCTTCAAGA
GGACCATCTT
TGCTGAAGTC
ATCGAGCTTA
TCCTCGGCCA
CGTATACATC
GCCAACTTCA
TGCAACTCGC
CGATGGCCCT
ACACAATCTG

CAGCTGAGTG
TTACAGCAAT
TTGGATCATG
AACTTTTCAC
TGGTGATGTT
GGTGAAGGTG
TTATTTGCAC
ACTTGTCACT
AGATACCCAG
GCGCCATGCC
CTTCAAGGAC
AAGTTTGAGG
AGGGAATCGA
CAAGTTGGAA
ATGGCCGACA
AGACCCGCCA
TGATCATTAT
GTCCTTTTAC
CCCTTTCGAA
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GGACCCTGTT
CTTTGCTGGT
AAGGTGAATG
TGGAGTTGTC
AATGGGCACA
ATGCAACATA
TACTGGAAAA
ACTTTCTCTT
ATCATATGAA
TGAGGGATAC
GACGGGAACT
GAGACACCCT
TTTCAAGGAG
TACAACTACA
AGCAAAAGAA
CAACATCGAA
CAACAAAATA
CAGACAACCA
AGATCCCAAC

TGTGGTAAAG
TGAACGAGGC
TCAATTCAGT
CCAATTCTTG
AATTTTCTGT
CGGAAAACTT
CTACCTGTTC
ATGGTGTTCA
GCGGCACGAC
GTGCAGGAGA
ACAAGACACG
CGTCAACAGG
GACGGAAACA
ACTCCCACAA
CGGCATCAAA
GACGGCGGCG
CTCCAATTGG
TTACCTGTCC



8.3 Mapa konstruktu pWell09:gmSPI2
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Obr. 12: Mapa kmenu pWell 09.

8.4 Schéma plazmidového vektoru pBIN m-gfp5-ER

pBIN m-gfp5-ER

Obr. 13: Mapa vektorového plazmidu pBIN m-gfp5-ER (Haseloff et al., 1997)
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9 Seznam pouzitych zkratek

9.1 Slovni zkratky

GEP zelené fluoreskujici protein
(Green flourescent protein)
GUS gen pro B-glukuroniddzu
LK médium dle Langley, Kado (1972)
MS médium dle Murashige, Skoog (1962)
DNA deoxyribonukleova kyselina
T-DNA transferovda DNA
MRNA messenger RNA
cDNA copy DNA
modre fluoreskujici protein
BFP )
(Blue fluorescent protein)
azurové fluoreskujici protein
CFP )
(Cyan fluorescent protein)
zluté fluoreskujici protein
YFP )
(Yellow fluorescent protein)
kb kilobaze

9.2 ZKkratky v textu pouzitych chemickych latek

BAP 6 - benzylaminopurin

NAA kyselina 1-naftyloctova

A adenin

T thymin

4-MU 4-methylumbelliferon

4-MUG 4-methylumbelliferyl $-D-glukuronid
Na,CO3 uhli¢itan sodny
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9.3 Mezinarodni zkratky aminokyselin

Aminokyselina

Jednopismenna zkratka

Tripismenna zkratka

Alanin A Ala
Arginin R Arg
Asparagin N Asn
Kyselina asparagova D Asp
Cystein C Cys
Glutamin Q GlIn
Kyselina glutamova E Glu
Glycin G Gly
Histidin H His
Isoleucin I lle

Leucin L Leu
Lysin K Lys
Methionin M Met
Fenylalanin F Phe
Prolin P Pro
Serin S Ser
Treonin T Thr
Tryptofan W Trp
Tyrosin Y Tyr
Valin \Y Val

( prevzato z Vodrazka, 2007)
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