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Ciele prace

-Vypracovanie literarnej reSerSe na tému cytokininovy transport a lokalizacia
cytokininov v bunke

-Priprava a klonovanie vybranych foriem ENT (ENT1, ENT3 a ENT6)

-Priprava expresnych konsStruktov pod 35S promotorom s N-termindlnou a C-
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-Stabilna transformécia Arabidopsis

-Konfokalna laserova skenovacia mikroskopia GFP znacenych ENT (ENT1, ENT3
a ENT6)

-Izolacia vakuol z T-DNA inzer¢nej linie entl a Col-0 Arabidopsis a stanovenie obsahu

vakuolarnych a bunkovych cytokininov



1 UVOD

Cytokininy st doélezité rastlinné hormény hrajuce kIiovu ulohu v rozmanitych
procesoch rastlinného vyvoja. Od objavu, izolacie a charakterizacie prvého cytokininu,
Kinetinu, ubehlo vela ¢asu. Dnes sme schopni charakterizovat’ posobenie cytokininov
na molekuldrnej Grovni, avSak stale nepozname vsetky detaily ohl'adom cytokininovej
signalizacie ani biosyntézy cytokininov. Niektoré aspekty cytokininového pdsobenia st
pomerne dobre zname, ako napriklad biosyntéza cytokininov izoprenoidného typu,
prenos signalu a degradacia cytokininov, iné vSak stale stoja na okraji pozornosti
vedeckého vyskumu a existuje o nich iba malo informacii. Takuto pomerne neznamu
oblast’ cytokininovej hormonalnej signalizacie je ich samotny transport. Predkladana
diplomova praca je zamerand na proteinovu rodinu ekvilibrativnych nukleozidovych
transportérov (ENT), ktoré su do vel'kej miery preskimané u cloveka, kde st vyuzivané
pre prijem roznych lie€iv pdsobiacich pri liecbe rakoviny alebo virusovych ochoreni,
0 ich rastlinnych homologoch existuje doposial’ iba obmedzeny pocet publikacii. Pre
ucel tejto prace bola zvolena modelova rastlina Arabidopsis thaliana, v ktorej genome
sa nachadza osem clenov ENT rodiny, ktoré uz boli ciasto¢ne charakterizované.
Objasnenie transportnej funkcie vybranych ¢lenov ENT rodiny v modelovom
organizme Arabidopsis thaliana by nam mohlo poméct’ blizsie pochopit’ mechanizmus
ucinku a distribuciu cytokininov a rozsirit' tak naSe poznatky v oblasti rastlinnej

hormonalnej regulacie.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Struktira a biologicka aktivita cytokininov

Cytokininy (CK) su nizkomolekularne latky, patriace do skupiny fytohormoénov, ktoré
hraji rozne klIicové tlohy pocas celého Zivota rastliny. Po Struktirnej stranke su CK N°®
substituované adeninové derivaty. Najviac zastipené su CK s postrannym retazcom
izoprenoidného typu, ale niekolko rastlinnych druhov obsahuje taktiez adeninové
derivaty s aromatickymi substituentmi. Okrem toho existuju syntetické CK, odvodené
od difenylmocoviny (DPU), ktoré nie su Struktarne pribuzné k CK adeninového typu,
ale st vysoko biologicky aktivne. NajvyznamneS$imi zastupcami CK st
izopentenyladenin (iP) S izoprenoidnym postrannym retazcom a zeatin, ktory ma svoj
izoprenoidny retazec hydroxylovany (Obrazok 1) (Haberer a Kieber, 2002).
V zavislosti na polohe hydroxylovej skupiny izoprenoidného postranného retazca
zeatinu rozlisujeme konfiguraciu cis atrans (Obrazok 2). Struktira a konformécia
bocného retazca st kritické pre aktivitu prislusného CK. Napriklad jeden z
najabundantnejSich CK vo vyssich rastlinach, trans-zeatin (tZ), vykazuje vysoku CK
aktivitu, av§ak cis-zeatin (cZ) ma vyrazne niz8iu aktivitu V porovnani s tZ (Haberer a
Kieber, 2002) v Arabidopsis, ale naopak V jednokli¢nolistovych rastlinach je cZ
povazovany za aktivnu CK formu. Dvojitd vidzba zeatinu je redukovana
v dihydrozeatine (DHZ), ale redukovany ekvivalent iP nebol v rastlinach dodnes
detekovany. Izoprenoidné CK su v prirode vel'mi rozsirené, zatial' co aromatické CK
boli po dlhii dobu povazované za vyluéne syntetické artefakty (Frébort et al., 2011).
Maju vSak iné spektrum aktivity, napriklad 6-benzylaminopurin (BAP) a jeho derivaty

vykazuji vyznamnu antisenescenénu aktivitu (Dolezal et al., 2006)

CH H
HOCH % /H N /
C=— c\ C:C
CH;’ CH;—NH CHz NH
H
Trans-zeatin (tz) Isopentenyl adenlne (iP)
Obrazok 1 - NajvyznamnejSie prirodzene sa vyskytujuce CK trans-zeatin (tZ) a

izopentenyladenin (iP), upravené podl'a EI-Showk et al., 2013
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cis-zeatin trans-zeatin

Obrazok 2 — Chemicka $truktura cis-zeatinu a trans-zeatinu, prevzaté z Han et al., 2018.

2.2 Biosyntéza cytokininov

Existuja dve biosyntetické drahy CK. Izoprenoidna biosyntéza CK zaina N-
prenylaciou adenozin 5'-fosfatov (AMP, ADP, ATP) na pozicii N°®
dimetylallyldifosfatom (DMAPP) alebo 1-hydroxy-2-metyl-2-butenyl 4-difosfatom
(HMBDP). Druha cesta biosyntézy CK vychadza z degradacie tRNA. Tato cesta bola

potvrdena u rastlin, vyznamna je vSak aj u baktérii a hub (Golovko et al., 2002).

2.2.1 Priama biosynteticka draha cytokininov

Vo vyssich rastlinach existuju dve izoprenoidné CK biosyntetické drahy. Prva draha
vyuziva DMAPP ako donora postranného retazca, zatial ¢o druha draha vyuziva
HMBDP. HMBDP je metabolicky medziprodukt metylén erytritolfosfatove; (MEP)
drahy, ktora sa vyskytuje u baktérii a v plastidoch (Hecht et al., 2001).

DMAPP je vrastlinach syntetizovany cez MEP drahu z HMBDP, reakciou
katalyzovanou HMBDP reduktazou a tiezZ mevalonatovi (MVA) dréhu, ktorej enzymy
lokalizuju v cytoplazme eukaryot (Lichtenthaler, 1999). Prenos izopentenylovej skupiny
z DMAPP alebo HMBDP na AMP, ADP alebo ATP je katalyzovany enzymom
inzopentenyltransferazou (IPT). Tento krok biosyntézy CK sa odohrava v plastidoch,
pretoze v nich dochadza aj k syntéze DMAPP a taktieZ tu lokalizuji aj IPT enzymy.
V Arabidopsis sa na biosyntéze CK zucastnuje sedem IPT génov (IPT1 a IPT3 az IPT8)
(Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001).

Vyssie rastliny vyuzivaja v drahe s DMAPP ako prenylové akceptory predovsetkym
ADP alebo ATP, ¢o vedie k produkcii izopentenyladenin ribozid 5'-difosfatu (iPRDP)

12



alebo izopentenyladenin ribozid 5'-trifosfatu (iPRTP) (Kakimoto, 2001). V tejto drahe
dochadza k hydroxylacii izopentenylového postranného retazca cytochrom P450
monooxygenazou (CYP). Dve CYP v Arabidopsis, CYP735A1 a CYP735A2,
konvertujt iP nukleotidy na tZ nukelotidy (Obrazok 3) (Takei et al., 2004) asu
regulované viacerymi horménmi, naznacujic tak, ze CYP735A1/2 su dévodom
»crosstalku® viacerych hormonalnych signalizaénych dréh. Napriklad CK st
zodpovedné za zvysenu expresiu CYP735A1/2, zatial’ Co kyselina indol-3-octova (IAA)
a kyselina abscisova (ABA) redukujt hladinu ich expresie (Takei et al., 2004).

Izopentenyltransferaza, kodovana génom ,tumour morphology root” (Tmr)
v bunkach infikovanych Agrobacterium tumefaciens, dokaze katalyzovat N-
prenylaciu HMBDP s AMP, pricom dochadza k priamej tvorbe trans-zeatin ribozid 5'-
monofosfatu (tZRMP), namiesto izopentenyladenin ribozid 5-monofosfatu (iPRMP)
(Obrazok 3). Tato draha je nezavisla na CYP735A1/2 hydroxylacii (Obrazok 3)
(Sakakibara et al., 2005).

Mutéacie VvV IPT génoch maji za nasledok fenotypy s pozmenenym vetvenim,
zvySenym korefiovym rastom aredukovanym obsahom izopentenyladenin ribozidu
(iPR) atZ (Sun et al., 2005; Miyawaki et al., 2006). Vzorec expresie IPT génov
naznacuje, ze hlavnym miestom tvorby cytokininov je koreniovy apikalny meristém, ich
biosyntéza prebicha tiez v embryach, mladych listoch, v pletive vajicok, v plodoch
a v8ade tam, kde dochadza k bunkovému deleniu (Miyawaki et al., 2004).

CK su biologicky aktivne iba vo forme volnych baz. Dal§im krokom teda musi byt
premena z neaktivnej (ribozidovej) na aktivnu (voln) formu. Tvorba volnych baz
moze prebiehat jednokrokovym alebo dvojkrokovym mechanizmom. Jednokrokovy
mechanizmus je katalyzovany produktom génu LONELY GUY (LOG), teda cytokinin 5'-
monofosfat fosforibohydrolazy (Kuroha et al., 2009). Dvojkrokovy mechanizmus
vyzaduje hydrolytické Stiepenie fosfatu z ribotidu enzymom fosfohydrolazou. Vytvara
sa tak ribozidova forma, z ktorej je naslednej samotny ribozid vysStiepeny nukleozidazou

(Obrazok 3) (Chen a Kristopeit, 1981a; Chen a Kristopeit, 1981b).

2.2.2 Nepriama biosynteticka draha cytokininov
Molekuly tRNA su charakteristické pre svoje Casté Upravy, je znamych viac ako 50
rozli¢ne modifikovanych nukleotidov v sekvenciach tychto nukleovych kyselin. Kratko

po objaveni CK sa predpokladalo, ze tRNA predstavuju hlavny zdroj CK, pretoze
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izoprenoidné cytokininy boli identifikované v hydrolyzatoch tRNA (Skoog et al., 1966).
Pozicie 34, kolisava pozicia antikodonu apozicia 37, susediaca s 3'-koncom
antikodonu, su najcastejSimi miestami modifikdcii. CK sa vyskytuju iba v tRNA
rozpoznavajucich kodony, ktoré zacinaju uridinom (U-skupina tRNA; nesuce cystein,
leucin, serin, fenylalanin, tryptofan alebo tyrozin) (Armstrong et al., 1969). V pripade,
ze su CK v tRNA pritomné, vyskytuju sa v je] molekule iba jedenkrat a to vyhradne
modifikaciou adeninu v pozicii 37 (A37). Prvy krok modifikacie A37 na CK nukleozid
je katalyzovany tRNA Az-isopentenylpyrofosféttransferézou (tRNA-IPT), ktora prenasa
izopentenylovu skupinu (DMAPP) na A37, produkujtc tak cZRMP (Obrazok 3) (Mok a
Mok, 1994). V genome Arabidopsis thaliana sa nachadzaju dva gény kodujiuce tRNA-
IPT (IPT2 aIPT9), pricom ich expresia nie je pletivovo Specificka (Miyawaki et al.,
2006). Tato nepriama draha nasledne zahifia uvolfiovanie CK rozpadom tRNA. Hoci
malo aktivny cZ predstavuje hlavny CK tejto nepriamej drahy, moze byt jednoducho
premeneny na vysoko aktivny tZ cis-trans izomerazou (Bassil et al., 1993). Napriek
tomu, Ze existencia tohto doleZit¢ho enzymu zapojeného do CK metabolizmu bola
vSeobecne akceptovana rastlinnymi biologmi, zodpovedajici protein a kodujuci gén

neboli doteraz identifikované (Hluska et al., 2017).
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Obrazok 3 — Sucasny model izoprenoidnych CK biosyntetickych drah vo vysSich rastlinach
a v infikovanych bunkach Agrobacterium tumefaciens. Izoprenoidny postranny retazec iP a tZ
pochadza predovsetkym z MEP drahy, zatial’ ¢o postranny retazec cZ pochadza z MVA drahy.
IPT vo wvysSich rastlindich preferuji vyuzitie izoprenoidnych akceptorov. ADP a ATP
a katalyzuji N-prenylaciu za vyuzitia DMAPP, produkujuc tak iPRTP a iPRDP. iP nukleotidy
st nasledne s vy$Sou afinitou pre iPRDP a iPRMP, ako iPRTP, konvertované CYP735A1/2 na
odpovedajuce tZ nukleotidy. Defosforylacia fosfatazou moze byt katalyzovana di- alebo tri-
fosforylovanych CK nukleozidov. V bunkach infikovanych Agrobacterium tumefaciens, Tmr
kédované baktériou sprostreduje N-prenylaciu  AMP s HMBDP, produkujic tZRMP
(prerusovana Sipka). tRNA-IPT katalyzuje prenylaciu tRNA, ktora vedie k produkcii CZRMP.
CK-nukleozid 5'-monofosfaty mozu byt priamo premieniané na aktivne formy CK pomocou
enzymu LOG. ¢Z atZ mdzu byt medzi sebou enzymaticky konvertované zeatin cis-trans
izomerazou. Gény enzymov podiel’ajucich sa na fosforylacii iPR a konjugécii fosforibozylovych
skupin na iP s adenozinkinaza (AK) a adenin fosforibozyltransferaza (APRT). APRT vyuziva
nielen iP, ale aj iné CK nukleobazy. Sirka ¢iar indikuje silu metabolického toku. Sedé Sipky
ukazuju tok, v ktorom este neboli identifikované pribuzné enzymy. V chemickych vzorcoch je
fosfat skrateny na P, prevzaté z Kamada-Nobusada a Sakakibara, 2009

Z

2.3 Degradacia a inaktivacia cytokininov
CK obsah v rastlinnych tkanivach mo6ze byt kontrolovany ireverzibilnou degradaciou
alebo inaktivaciou (Obrazok 4).

Enzym zodpovedny za CK degradaciu je cytokinin dehydrogendza (CKX).
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Degradacia CK je dosiahnuta oxidagnym §tiepenim bo&ného retazca N°, ¢o vedie k
tvorbe adeninu (alebo jeho zodpovedajuceho derivatu pre N°-substituované cytokininy)
a aldehydu odvodeného z postranného retazca (Frébort et al., 2011). Predpokladalo sa,
ze tento enzym funguje vylucne ako oxidaza a bol nespravne klasifikovany ako med’
obsahujiica aminoxidaza. Neskor sa ukézalo, ze CKX obsahuje kovalentne viazany
flavinadenin dinukleotid (FAD) ako kofaktor. Reakcia prebiecha dehydrogenaciou CK na
iminovy medziprodukt, ked akceptor elektrénov odobera dva elektrony z FAD
kofaktoru. Po celé roky sa predpokladalo, ze molekuldrny kyslik je nevyhnutny pre
aktivitu CKX, ale rézne typy inych elektronovych akceptorov, najma chinénové typy
ako 2,3-dimetoxy-5-metyl-1,4-benzochinén (QO0), funguju Gcinnejsie (Galuszka et al.,
2001). CKX sa skladaju z dvoch domén pre vizbu FAD a dvoch substrat viazbovych
domén. Priblizne jedna tretina vSetkych aminokyselin je vysoko konzervovand medzi
roznymi proteinmi CKX. FAD-vizbova doména obsahuje velké mnozstvo
konzervovanych oblasti, kratke vysoko konzervované sekvencie su tieZ umiestnené aj
na N- a C-konci tohto motivu. Konzervovanost’ aminokyselinovych zvyskov naznacuje
ich mozny funkény vyznam pri rozpoznavani substratu a pri elektronovom transporte
(Schmiilling et al., 2003; Frébort et al., 2011).

Molekula CK moze byt deaktivovana konjugaciou s cukrom v reakcii katalyzovanej
UDP-glykozyltransferdzou (UGT). V tejto reakcii je uridindifosfat (UDP) donorom
cukru pre konjugaciu CK (Bowles et al., 2006).

Konjugicia moze nastatt v O- a N-polohe CK, ¢im sa vytvaraji rézne typy
glykozidov (Obrazok 4). Predpoklada sa, ze cytokinin N'-a Ng-glukozidy su konecnymi
produktmi ireverzibilnej inaktivacie (Letham a Palni, 1983; Blagoeva et al., 2004).
Ireverzibilnost’ N-glukozylacie je podporovana rezistenciou na deglykozylacné enzymy.

Ukéazalo sa, ze O-glukozidy su reverzibilne deglykozylované [-glukoziddzou
(Brzobohaty et al., 1993), a preto sa predpoklada, Ze sltizia ako neaktivne skladovacie
CK formy. VSetky formy CK glukozidov mdzu byt’ vSeobecne rezistentné voci ucinku
CKX, hoci bolo zistené, ze niektoré z Ng-glukozidov su metabolizované in vitro
rekombinantnymi  proteinmi CKX a dva z nich dokonca uprednostiuji
izopentenyladenin N°-glukozid (iP9G) ako substrat v kyslom prostredi (Galuszka et al.,
2007).
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Obrazok 4 — Schéma znazornujica CK inaktivaciu (A) a degradaciu (B). CK moézu byt
reverzibilne glykozylované (Glc) na N7-, N9- alebo O- (v pripade tZ) pozicii UDP-
glykozyltransferdzou (UGT), €o vedie k ich inaktivacii. Spétna aktivacia (deglykozylécia) je
katalyzovana CK-$pecifickou beta-glukozidazou len v N7- a O- polohach. CK st ireverzibilne
degradované cytokinindehydrogenazou (CKX), upravené podl'a Zalabak et al., 2013

2.4 Transport cytokininov
Cytokininy (CK) st distribuované prostrednictvom vaskularneho systému a spust’aji
odpoved’ cielovych buniek prostrednictvom signalnej transdukcie, sprostredkovanej
receptorom (Hwang a Sheen, 2001). Signal je terminovany u¢inkom extra- alebo
intracelularnych cytokinin oxidaz/dehydrogenaz (CKX) (Werner et al., 2006). Zatial’ ¢o
vSetky tieto aspekty podsobenia CK Vvrastlinach uz boli do znacnej miery
charakterizované, ich samotny transport predstavuje zna¢ne neprebadanu oblast’.
Nakolko priama biosyntetickd CK draha katalyzovand izopentenyltransferazami
(IPT) je pletivovo a bunkovo $pecificka, CK musia byt transportované do cielovych
buniek difuziou a/alebo selektivnymi transportnymi systémami. Vzory priestorovej
expresie roznych CK-pribuznych promotor-reportérovych génov napovedaji, Zze CK
mozu posobit’ ako autokrinné, parakrinné alebo dialkové signaly (Hirose et al., 2008).
Ked'Zze CK predstavuji mobilnu triedu fytohorménov, je pravdepodobné, Ze u vyssich
rastlin musia zdkonite existovat aj rdzne importné aexportné systémy pre ich
translokaciu cez plazmaticki membranu (Cedzich et al., 2008). Domnelé transportéry
CK, ktor¢ boli doteraz identifikované, zahimaju ekvilibrativne nukleozidové transportéry
(ENT), purinové permeazy (PUP) a,G subfamily ATP-binding cassette (ABCG)
transportéry (Kudo et al., 2010).

2.5 ABCG transportéry a dial’kovy transport cytokininov
ABCG patria do podrodiny ,,ATP-binding cassette (ABC) transportérov. ABC

transportéry sa vyskytujii vo vSetkych riSach a ulahcuju transport vel'kého mnozstva
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substratov cez membrany pomocou hydrolyzy adenozintrifosfatu (ATP) ako zdroja
energie (Theodoulou, 2000). Skladaju sa z dvoch nukleotidovych vidzbovych domén
(NBD) a dvoch transmembranovych domén (TMD). NBD obsahuju vsetky sekvenéné
motivy potrebné pre hydrolyzu ATP, zatial co TMD su zlozené zo 4-10 a-helixov, ktoré
tvoria substratovil transloka¢ni drahu cez lipidova dvojvrstvu. Domény ABC
transportérov mozu byt kodované jednym génom (,,full size®), dvomi génmi (,half
size®), kedy su jedna NBD a jedna TMD sftizované na jednom géne a viacerymi génmi,
kedy st vSetky domény kodované oddelenymi génmi (Schmitt a Tampé, 2002). ABC
proteinova rodina je vyznamne zastlipena v rastlinach. V genéme Arabidopsis thaliana
sa nachadza priblizne 130 ¢lenov AtABC proteinovej rodiny (Verrier et al., 2008).

AtABC proteiny su klasifikované do O6smych podrodin (AtABCA-AtABCG,
AtABCI), pri¢om najvacsiu podrodinu predstavuju ,,G subfamily ATP-binding cassette®
(AtABCG) (Kang et al., 2011). AtABCG maji reverzni orientaciu domén (N-
termindlna NBD miesto TMD) v porovnani s ostatnymi AtABC podrodinami.
Podrodina AtABCG sa sklada z 28 ,,half size* a 15 ,,full size* transportérov (Verrier et
al., 2008). Ich potencialne ulohy zahinaji detoxikaciu tazkych kovov (Lee et al., 2005),
odpoved’ na patogénov (Bultreys et al., 2009) a tvorbu fyzickych bariér (Bessire et al.,
2011; Alejandro et al., 2012). Clenovia AtABCG podrodiny a predovsetkym ,,full size®
transportéry zohravaji vyznamnud ulohu pri transporte réznych rastlinnych horménov
(Ito a Gray, 2006; Kang et al., 2010; Ruzicka et al., 2010; Kretzschmar et al., 2012),
vratane CK (Ko et al., 2014; Zhang et al., 2014).

Este donedavna sa predpokladalo, ze dialkovy transport CK u vyssich rastlin je
sprostredkovany xylémom (Beveridge et al., 1997). Systémova translokacia CK bola
skimanéd stopovacimi ,tracer” experimentami. Napriek tomu, ze radioaktivhe CK
aplikované do listov boli silne zachované v mieste aplikacie, mala ast’ oznacenych CK
bola premiestnena aj do inych cCasti rastliny (Vonk a Davelaar, 1981). Dne$na predstava
dial’kového transportu, zalozena na vribl'ovacich experimentoch, nastoluje myslienku,
ze cytokininy tZ typu su transportované z korefia do nadzemnej casti xylémom
(akropetalny transport), zatial' ¢o cytokininy iP typu su transportované z nadzemnej
Casti do korena floémom (bazipetalny transport) (Borghi et al., 2015). Merania hladin
CK skuto¢ne ukazali, ze hlavnu formu CK v xylémovej Stave predstavuje tZR
(Beveridge et al., 1997), pricom vo floémovej $tave su zastipené prevazne cytokininy
IP typu, ako izopentenyladenin ribozid (iPR) aiP ribotidy (Corbesier et al., 2003).

Z toho moze vyplyvat’ predstava, ze rastliny vyuzivaju trans-zeatin ribozid (tZR) ako
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akropetalneho posla, zatial’ ¢0 cytokininy iP typu ako bazipetalnych poslov (Obrazok 5)
(Kudo et al., 2010).

Transport CK na vel'ké vzialenosti je kI'iCovym krokom v regulécii rastu a vyvoja
rastlin. Mechanizmus dial’kového transportu CK v rastlinach vSak ostaval po dlht dobu
neobjaveny. V roku 2014 boli vydané dve publikacie, ktoré identifikovali AtABCG14
ako mozny CK transportér (Ko et al., 2014; Zhang et al., 2014). Obidve publikacie tuto
hypotézu podtvrdili na sebe nezavislymi experimentami. Bolo zistené, Ze umlcané
mutantné linie abcgl4 maji mensSie listy, kratSie a tenSie kvetné stopky v porovnani
s divym typom. Navyse pocet, ako aj velkost’ xylémovych a floémovych buniek boli
v mutnatnych liniach silne redukované. Mutantné linie abcgl4 predstavovali fenokopie
mutantnych linii s vyradenymi génmi pre CK biosyntézu alebo CK receptory. Navyse
osetrenie pomocou tZ malo za nasledok obnovenie fenotypu podobného divému typu,
¢o podporilo myslienku, ze AtABCG14 by mohol sprostredkovat’ dial’kovy transport
cytokininov tZ typu z korena do nadzemnych casti rastliny. Stanovenie obsahu CK
v koreni anadzemnej cCasti ukazalo, ze hladiny cytokininov tZ typu boli znizené
v nadzemnej Casti a naopak zvySené v korenoch mutantnych rastlin. Experimenty so
znacenymi cytokininmi tZ typu aplikovanymi do korenov mutantnych linii abcgl4
ukazali, Ze tieto CK boli transportované do nadzemnej €asti v ovel’a mensej miere oproti
divému typu, ¢o potvrdzuje rolu AtABCGI14 ako transportéra zodpovedného za
translokaciu cytokininov tZ typu z korefia do nadzemne;j Casti (Ko et al., 2014; Zhang et
al., 2014).
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Obrazok 5 — Model transportu CK na vel'ké vzdialenosti v rastlinnom cievnom systéme.
V xyléme (bledo¢erveny stipec) je tZR hlavnym transportovanym CK. Vo floéme (modry
stipec) su iP-typy hlavnymi transportovanymi CK. Dusi¢nany indukujii expresiu IPT3 (ervené
pismo), ¢o nasledne zvysi translokaciu tZR xylémom (Cervend preruSovana Sipka). Cytokinin
hydroxylazy CYP735A1 a CYP735A2 st zapojené do syntézy tZR. Xylémové CK (tZR) su
translokované akropetalne (¢ervena Sipka) transpira¢nym pridom (azurova §ipka). Dusi¢nany st
taktiez transportované xylémom (Cierna Sipka), nésledne st asimilované do aminokyselin
Vv listoch. Floémové CK (cytokininy iP typu) st transportované systémovo alebo bazipetalne
(modra Sipka). Biosyntéza CK a odpoved (fialové Sipky) sa objavuju na mnohych miestach
v celej rastline. Prevzaté z Kudo et al., 2010

Mnohé¢ otazky tykajuce sa dial’kového transportu CK este ¢akaji na svoju odpoved.
AtABCGI14 pravdepodobne predstavuje hlavného zastupcu dialkovych CK
transportérov, nie je vSak vylucené, Ze by sa na tomto procese mohlo zic¢astnovat aj

niekol’ko d’alsich transportérov z rodiny PUP (Borghi et al., 2015).

2.6 Purinové permeazy (PUP)

PUP predstavuja velk génovil rodinu, kdédujucu triedu malych integralnych
membranovych proteinov. Homoldgy clenov tejto rodiny boli identifikované vo
viacerych rastlinnych druhoch, ako napriklad banan, ryza, kukurica, tabak alebo raj¢iak
(Girke et al., 2014), ako aj Vv baktériach a Zivocichoch (Gillissen et al., 2000).
V Arabidopsis je znamych 21 ,,PUP-like* proteinov s 9-10 a-helixami (Schwacke et al.,
2003). Transport sprostredkovany PUP pravdepodobne funguje na baze substrat-
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protonového symportu (Obrazok 6) (Gillissen et al., 2000). Prvy PUP transportér
(AtPUP1) bol identifikovany pomocou Arabidopsis cDNA komplementa¢ného testu
kvasinkovej mutantnej linie fcy2, deficientnej v prijme adeninu (Gillissen et al., 2000).
Kompetitivne testy ukazali, Ze okrem samotného adeninu je AtPUP1l schopny
transportovat’ kinetin a zeatin, v mensej miere aj ich ribozidy (Gillissen et al., 2000).
Nasledné analyzy transportnej funkcie dalSich dvoch ¢lenov tejto rodiny, AtPUP2
a AtPUP3, ukazali, ze zatial’ ¢o v pripade AtPUP3 nebolo mozné ziskat’ ziadne dokazy
0 jeho transportnej funkcii, v pripade AtPUP2 bola zistena transportna funkcia pre rozne
CK, napriklad tZ, c¢Z, kinetin, BAP, iP a v mensej miere tiez tZR. AtPUP1, AtPUP2
a AtPUP3 su exprimované v odlisnych rastlinnych pletivach. AtPUP1 je vysoko
exprimovana predov§etkym V listoch, stonkach, kvetoch, epitéme hydatod a na povrchu
stigmatickych Sesul, co naznacuje Glohu pri ziskavani CK z xylémovej Stavy, aby sa
zabranilo ich strate pocas gutacie. AtPUP2 je exprimovana prevazne v cievnom systéme
listu, kvetoch a korenioch, priCom expresia je obmedzena na floém, ¢o poukazuje na
ulohu pri dial’kovom transporte adeninu a CK. AtPUP3 je exprimovana vyhradne v peli
(Biirkle et al., 2003). PUP st pritomné iba v cievnatych rastlinach a st schopné
transportovat’ aj iné molekuly, ako napriklad kofein, nikotin alebo pyridoxin (Gillissen
et al., 2000; Szydlowski et al., 2013).

Identifikdcia PUP transportérov v ryzi odhalila mozna vyvojovi tlohu OsPUP7Y.
Spomedzi dvanastich identifikovanych PUP homologov v ryZi, bola schopnost
selektivne transportovat’ CK doposial’ preukazana iba u OsPUP7, vd’aka experimentom
s ospup/ T-DNA inzer¢nou liniou, ktord vykazovala jasné fenotypoveé zmeny a zvysSent
citlivost na abiotické stresy (osmoticky asolny stres) arastlinné hormoéony (ABA
a BAP). Autori naznacili, ze podobné fenotypové zmeny ako u ospup?7 st rovnako
pozorované u rastlin s nadexpresiou IPT, CKX alebo CK receptorov (Yang et al., 2000;
Werner et al., 2001; Galuszka et al., 2004; Kurakawa et al., 2007). Mutantna linia
ospup7 mala navySe pozmenené hladiny iP aiPR v nezrelych klaskoch, zatial' ¢o
hladiny tZ a tZR neboli nijak ovplyvnené. Tieto vysledky naznacovali, ze OsPUP7 ma
selektivnu transportnt aktivitu pre CK a ich derivaty (Qi a Xiong, 2013). Avsak to, ako
posobenie PUP transportérov ovplyviiuje CK signalizaéni reakciu buniek pocas
rastlinného vyvoja, nebolo odhalené.

Tato otazka bola bola zodpovedana o tri roky neskor na zaklade experimentov s
embryami Arabidopsis thaliana v srdcovitom $tadiu (,,heart stage embryo®) a fuznym

proteinom dvojzlozkového signalneho senzoru citlivého na CK so zelenym

21



fluorescenénym proteinom (TCSn::GFP) (Ziircher et al., 2013). TCSn je synteticky
reportér, ktory odrdza transkripcnu aktivitu Arabidopsis regulatorov odpovedi typu B
(ARR-B). Po osetreni BAP, GFP signal expandoval z prokambia do inych pletiv.
Nadbytok CK vsak neindukoval expresiu TCSn::GFP v bunkach buducich kli¢nych
listov, aj napriek tomu, Ze V nich dochadza k expresii Arabidopsis histidinkindazy 4
(AHK4). Pre overenie funkénosti signalizacie od receptoru bola pouzitd nadepresia
»CYTOKININ INDEPENDENT 1 (CKI1). CKI1 kéduje hybridna kindzu s CK
nezavislou konstitutivnou aktivitou (Deng et al., 2010). Jej kratkodoba expresia
sposobila vSadepritomnu aktivaciu TCSn::GFP. Tieto vysledky spolo¢ne naznacujua, ze
bunky budtcich kliénych listov nedokdzu aktivovat CK signalizdciu napriek
funkénému signalnemu systému, dokonca ani po pridani aktivneho ligandu. Preto autori
predpokladali, Ze za nedostatok aktivacie TCSn::GFP mo6zu byt zodpovedné CK
transportéry. Pre overenie, ¢i niektory z ¢lenov rodiny PUP moze byt zodpovedny za
pozmenenu CK signalizacnu reakciu buniek buducich kli¢nych listov, boli analyzované
ich transkripéné profily. Expresia PUP14 prevladala vo vSetkych analyzovanych
organoch a Stadidch, vratane embryi. Pre stanovenie expresie PUP14 boli analyzované
transgénne rastliny PUP14::PUP14:GFP. V srdcovitom $tadiu embrya bol PUP14-GFP
lokalizovany v bunkéch, ktoré¢ neodpovedali na CK, vratane buniek budtcich kli¢nych
listov. Uml¢anie PUP14 pouzitim umelej mikroRNA (amirPUP14) sposobila ektopicku
CK signalizaciu v bunkach budtcich kli¢nych listov, ¢o naznacuje, Ze PUP14 by
skutocne mohol obmedzovat’ CK signalizaciu. Bol navrhnuty model posobenia PUP14,
v ktorom PUP14 odcerpava CK zapoplastu a znemoziuje im tak pristup k CK
receptorom lokalizovanym na plazmatickej] membrane a nasledny prenos signalu
(Obrazok 6). Tento model predpoklada extracelularne CK viazuce sa na vizbové
domény receptorov lokalizovanych na plazmatickej] membrane, ktoré st dolezité pre
inicidciu signalnej odpovedi, zatial' ¢o cytoplazma predstavuje zachyt bioaktivnych
ligandov. Na testovanie tejto hypotézy boli porovnavané ucinky odliSne zacielenych
CKX enzymov na cytokininovll signaliza¢nu reakciu. Enzymatickd degradacia CK
pomocou CKX2 so sekrecnym signalom, ako aj prijem CK z apoplastu do buniek
sprostredkovany PUP14, mali podobny t¢inok na CK signaliza¢nt odozvu. Oproti tomu
varianta CKX2, s chybajucim N-terminalnym signalnym peptidom (ASP-CKX2) a ani
CKX7, ktora taktiez lokalizuje v cytoplazme, neovplyvnili CK odpoved’, ¢o naznacuje,
ze apoplastické CK, anie cytoplazmatické CK, st zodpovedné za iniciaciu CK

signalizacie v TCSN:GFP linii (Ziircher et al., 2016; Duran-Medina et al., 2017).
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Obrazok 6 — Model funkcie AtPUP14 v CK signalizacii. PUP (Cervend) spOsobuje translokaciu
apoplastickych do cytoplazmy, kde si konvertované na inaktivne formy (bodkované kruhy).
Nasledkom translokacie CK z apoplastu dovnutra bunky dochadza kumléovaniu CK
signalizacie, pretoze vdzba CK na CK receptory lokalizované na plazmatickej membrane je
redukovana a tym aj prenos CK signalu (zelenou je vyznaena CK signaliza¢na aktivita). PM:

plazmaticka membrana, prevzaté zo Ziircher et al., 2016.

2.7 Ekvilibrativne nukleozidové transportéry (ENT)
Nukleozidové a nukleobazové transportéry hraji kl'i€ové ulohy v mnohych aspektoch
fyziologie eukaryot. Nukleozidovy anukleobdzovy prijem je nevyhnutny pre
recyklaénu ,,salvage” drahu syntézy nukelotidov v bunkach, ktoré nemaju de novo
purinové biosyntetické drahy (Hyde et al., 2001). U eukaryot existuju dve génové
rodiny nukleozidovych transportérov: ekvilibrativne nukleozidové transportéry (ENT) a
koncentracné nukleozidové transportéry (CNT). ENT proteiny sprostredkuju transport
ulahcenou difuziou, zatial ¢o CNT proteiny st kationové symportéry (Hyde et al.,
2001). Napriek nazvu rastlinnych ENT, vi¢sina z nich katalyzuje proton-nukleozidovy
kotransport, ¢im sa funkéne podobaju CNT (Mohlmann et al., 2001; Wormit et al.,
2004; Traub et al., 2007).

AtENT predstavuju jedinecnu rodinu proteinov bez zjavnej sekvencénej homologie
k ostatnym typom transportérov (Hyde et al., 2001). Sprostredkuju distribuciu
purinovych a pyrimidinovych nukleozidov a ich derivatov cez plazmaticki membranu

(Griffith a Jarvis, 1996). Vo vSeobecnosti maju ENT Siroka substratova $pecifickost’
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(Hyde et al., 2001; Cabrita et al.,, 2002). Ich transportné procesy su rozdielne
inhibované  nukleozidovymi  analogmi  (napriklad  nitrobenzylmerkaptopurin
ribonukleozid; NBMPR) alebo vazodilatatnymi lie¢ivami (napriklad dipyridamol,
dilazep, draflazin). ENT typu es st citlivé na inhibiciu pomocou NBMPR, zatial’ ¢o
ENT typu ei tato citlivost’ nevykazuju (Griffith a Jarvis, 1996).

ENT boli v rastlindich prvykrat identifikované ako domnelé nukleozidové
transportéry vykazujuce podobnost’ S Tudskymi transportérmi hENT1 ahENT2,
s lokalizaciou na plazmatickej membrane (Li a Wang, 2000).

V gendéme Arabidopsis thaliana sa nachadza 8 znamych ENT izoforiem (AtENT1-8).
AtENT moézu byt’ rozdelené do dvoch podskupin, pricom do prvej by patrili AtENT1
a 8, zatial' ¢o do druhej by mohli byt zaradené AtENT 2, 3, 4, 6 a 7 (Obrazok 7), ¢o
naznacuje, ze moze existovat’ genetickd a/alebo funkéna diferencidcia medzi ENT
pochadzajucich z jedného rastlinného druhu (Li et al., 2003). Clenovia tejto rodiny maju
typicky 11 predpokladanych transmembranovych domén ast evoluéne pribuzni
k prokaryotickym nukleozidovym transportérom (Acimovic a Coe, 2002). Niektoré
nukleozidové transportéry prvokov, katalyzujliice adenozin-protébnovy symport,

vykazuju Struktirnu podobnost’ s AtENT (Maser et al., 1999).
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Obrazok 7 - Fylogenetické vztahy siedmich AtENT k cicavéim, kvasinkovym a parazitnym
ENT, so zndmymi transportnymi aktivitami, rTENT — potkani ENT, mENT - mysi ENT, LdNT -
L. donovani nukleozidovy transportér, PfENT - Plasmodium falciparum ENT, TbAT -
Trypanosoma brucei brucei adenozinovy transportér, TONT - T. brucei brucei nukleozidovy
transportér, TgAT - Toxoplasma gondii adenozinovy transportér, FUN — , function unknown
now", prevzaté z Li et al., 2003

Nakol'ko ENT sprostredktivaju taktiez transport nukleozidovych derivatov, hypotéza
0 transporte neaktivnych (transportnych) foriem CK urastlin sa javila ako velmi
pravdepodobnd. Zistenie, ze mutdcia génu AtENT8 mala za nasledok potlacenie
pozmeneného fenotypu CK-nadprodukujucich rastlin, spolu s charakterizaciou AtENT6
a OSENT2 v kvasinkovom expresnom systéme, poskytli dokaz o ulohe ENT pri
transporte CK (Sun et al., 2005).

2.7.1 AtENTI1

ENT1 z Arabidopsis thaliana bol prvym identifikovanym ¢lenom ENT rodiny u rastlin
(Li a Wang, 2000). 428 aminokyselin dlha sekvencia predikovana z AtENT1 cDNA
vykazovala vyznamnt podobnost’ hned’ s nickolkymi ENT. AtENT1 mal 24 %
podobnost’ s hENT1, 25 % s hENT2, 24 % s potkanimi rENT1 a 26 % srENT2, 22 %
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s Leishmania donovani nukleozidovym transportérom 1 (LdANT1), 21 % s Trypanosoma
brucei  nukleozidovym transportérom 2 (TbNT2) (Li a Wang, 2000).
AtENT1 bol identifikovany funkénou komplementaciou kvasinkovej mutantnej linie
W303 a predstavuje prvy rastlinny nukleozidovy transportny protein, ktory bol popisany
na biochemickej trovni. Vzhl'adom k biochemickym analyzam katalyzuje nukleozid-
protonovy symport. AtENT1 vykazuje vysoku afinitu k adenozinu, ktora je inhibovana
na 21 % — 76 % zvyskovu aktivitu purinovymi a pyrimidinovymi nukleozidmi, ako aj
2'-deoxyribonukleozidmi. Takze AtENT1 je snajvacSou pravdepodobnost'ou
transportny protein so Sirokou substratovou $pecifickostou (Mohlmann et al., 2001).
AtENT1 bol exprimovany takmer vo vSetkych rastlinnych orgénoch, vyrazne zvysena
expresia bola identifikovana v peli (Bernard et al., 2011).

Analyza vakuolarneho protedomu ukazala, ze AtENT1 sa pravdepodobne nachadza na
tonoplaste (Jaquinod et al., 2007), priamy dokaz o lokalizacii pomocou GFP in planta
vSak stale chyba.

Ako protonovy symportér by AtENT1 mohol plnit’ exportnli funkciu nukleozidov
z vakuoly do cytosolu, ¢o otvara d’alsie otazky ohl'adom fyziologickej funkcie tohto
nukleozidového transportéru (Bernard et al., 2011).

Bernard et al., 2011 rovnako predkladaja hypotézu, v ktorej by AtENT1 mohol plnit
ulohu vakuolarneho exportéra adenozinu a d’alSich nukleozidov, pochadzajlicich
z vakuolarnej RNA degradacie. Tieto nukleozidy méZu byt nasledne recyklované
uc¢inkom nukleozidovych kindz alebo zosuladenym uc¢inkom nukleozidovej hydrolazy
(NSH) a adenin-fosforibozyltranserazy (APRT). Recykla¢né reakcie ovplyviuju intra-
a extracelularne Urovne ATP. Extracelularne hladiny ATP spolo¢ne s ti¢inkami
cytosolického adenozinu negativne pdsobia na S-adenozylmetionin-zavislé (SAME)
metylacné reakcie (Obrazok 8), vyvolavajuc tak pozorované fenotypové zmeny ENT1
ulmcanych linii, ako napriklad redukovany rast, redukované klicenie pelu a
tetradovy vzhl'ad zrelého pel'u (Bernard et al., 2011).

Je zaujimavé, ze hoci AtENT1 nevykazuje vyznamnu transportnil aktivitu iPR na
urovni buniek (Sun et al., 2005), jeho transkripty sa v zna¢nej miere nachadzaji vo

vegetativnych, ako aj reprodukénych organoch (Li et al., 2003; Hirose et al., 2005).
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Obrazok 8 - Model akcie AtENT1 vysvetl'ujuci fenotypové zmeny AtENTI1 nadexprimujucich a
umléanych linii, prevzaté z (Bernard et al., 2011). Sipky indikuju zvy3enie a zniZenie
enzymovych aktivit (AK), 35S:ENT1 linia (zelena), ENT1-RNAI mutantné linie (Cervena). AK —
adenozinkinaza, NSH — nukleozidhydroldza, iATP — interny ATP, eATP — externy ATP,
upravené podl'a Bernard et al., 2011

2.7.2 AtENT3
AtENT1 a AtENT3 vykazuji spomedzi ¢lenov AtENT rodiny najvysSiu expresiu,

predovSetkym v korefloch. Zatial ¢o AtENT1 je exprimovany predovSetkym
Vv elongacnej zone koretov, koretiovej kore, korenovych vlaskoch a hydatédach plne
vyvinutych listov (Li et al., 2003), AtENT3 v korenovych $pickach, cievach korenov
a listov, listovom primordiu, kvetoch a sesulach (Li et al., 2003; Traub et al., 2007;
Cornelius et al., 2012). Transportné procesy sprostredkované tymito dvomi
transportérmi vykazuju rézne odliSnosti. Protonofory karbonyl kyanid m-chlorofenyl-
hydrazéon (CCCP) a dinitrofenol (DNP) inhibovali adenozinovy transport AtENT1
takmer 0100 % (Mohlmann et al., 2001), zatial' ¢o inhibicia adenozinového alebo
uridinového transportu AtENT3 bola len priblizne 10 % v pripade CCCP a 35 %
v pripade DNP (Li et al., 2003). Transport adenozinu AtENT3 bol ¢iasto¢ne inhibovany
nanomolarnymi koncentrdciami dilazepu a dipyridamolu, pricom v pripade AtENT1
tieto dve chemikalie adenozinovy transport nijak vyznamne neovplyviovali (Li et al.,

2003). AtENT3 je substrat-protonovy symportér s lokalizaciou na plazmatickej

27



membrane (Traub et al., 2007). Predstavuje taktiez hlavny transportér pre prijem uridinu
korefimi. Prijem nukleozidov semenacikmi je takmer vylucne realizovany ¢innostou
AtENT3 (Chen et al., 2006).

Pre odhalenie fyziologickych funkcii AtENT boli pouzité ich r6zne T-DNA inzeréné
linie, ktoré kli¢ili v pritomnosti toxického uridinového analogu 5-fluoruridinu. Jedine
ent3-1 T-DNA inzer¢na linia bola schopnd rdst' v pritomnosti tohto analdogu, bez
akéhokol'vek naruSenia jej funkcii. Prijem 5-fluoruridinu je v tejto mutantnej linii
ucinne zablokovany, zcoho vyplyva, zeent3-1 je deficientna v pyrimidinovom
nukleozidovom transporte a zaroven ziadny iny AtENT nie je schopny kompenzovat
stratu funkéného AtENT3 proteinu (Traub et al., 2007). Mutantna linia ent3 vykazovala
znizent citlivost’ na nukleozidové typy CK (iPR a tZR), ¢o naznacuje, ze AtENT3 mdze

hrat’ Gilohu pri transporte nukleozidovych foriem CK do bunky (Sun et al., 2005).

2.1.3 AIENTG6
Transportér AtENT6 bol prvym ¢lenom rodiny AtENT, u ktorého bola preukazana

moznost transportu CK nukleozidov. AtENT6 vykazuje az 91 % sekven¢nii homologiu
s AtENT3 (Li et al., 2003) a taktiez sa nachadza na plazmatickej membrane (Wormit et
al., 2004). V kompetitivnej eseji za pouzitia expresného systému Saccharomyces
cerevisiae bola pozorovana vyznamna inhibicia adenozinového importu pomocou iPR.
Tieto biochemické udaje naznacuji, Ze AtENT6 by sa, rovnako ako jeho homoldg
AtENT3, mohol podielat’ na transporte iPR. Zaroven vyssia afinita AtENT6 pre iPR
ako pre tZR moze byt’ objasiiovat’ priestorovu distribtciu iP a tZ typov CK. AtENT6 je
exprimovany v korefiovych, listovych a kvetnych cievach a v prieduchoch (Obrazok 9)

(Hirose et al., 2008).
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Obrazok 9 — Pletivovo $pecificka expresia AtENT6 znazornend pomocou f-glukuronidazového
(GUS) reportérového systému. A - koreni, B - kotyledon, C - list ruzice, D — list ruZice zblizka,
E - kvet, prevzaté z Hirose et al., 2008.

2.74 AtENTY

AtENT7, narozdiel od ostatnych doposial’ charakterizovanych ¢lenov AtENT rodiny,
transport sprostredkovany AtENT7 je proton-nezavisly a predstavuje tak prvého
zastupcu sprostredkujuceho klasicky ekvilibrativny typ transportu v tejto rodine.
Vysledky biochemickych testov ukazuju, ze Kd pre interakciu medzi AtENT7-eGFP a
adenozinom bola 1,12 + 0,19 p,m01~l'1; 8,11+1,74 ],Lrnol-l'1 pre guanozin; 87,60 = 15,50
umol-1™ pre cytidin a 16,60 + 2,20 pmol 1™ pre uridin. Navyse bola u AtENT7 prvykrat
preukézand afinita pre volné bazy, s hodnotami Kd = 18,8 + 0,92 umol-1* pre adenin,
13,50 + 1,87 pmol-1"* pre guanin, 18,9 + 4,55 pmol-I"" pre cytozin a 13,60 + 3,6 pmol-1*
pre uracil. Navyse vd’aka expresii AtENT7-eGFP v systéme P. pastoris, ktora poskytla
miligramové mnozstva ¢istého proteinu, bolo zistené, ze AtENT7 sa vyskytuje vo forme
stabilného homodiméru (Girke et al., 2015).

Existencia vysokej afinity AtENT7 pre adenozin a schopnost’ tohto proteinu
transportovat’ vol'né bazy napoveda, ze AtENT7 moze taktiez zohravat' doleziti tlohu

v CK transporte.

2.1.5 AtENTS

AtENTS8 vykazuje 47,6 % aminokyselinovi sekvenéni podobnost’ s AtENTL. Zaroven
st AtENT 2, 4, 6 a7 medzi sebou pribuzné viac, ako ktorykol'vek z nich k AtENT1
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a AtENTS8, na zaklade toho radime AtENTI1 a AtENT8 do spolo¢nej poskupiny
(Obrazok 10) (Li et al., 2003). Experimenty s AtENT8 v kvasinkovom expresnom
systéme ukazali, ze AtENTS8 nie je schopny transportu ziadneho z piatich testovanych
nukleozidov - adenozin, guanozin, cytidin, uridin (Wormit et al., 2004) a tymidin (Chen
et al., 2006). Neskorsie experimenty nakoniec nasli chybajice dokazy o transportnej
funkcii AtENTS. Analyza T-DNA inzer¢nej linie SOI33/AtENT8 ukazala, ze tato
mutantna linia spOsobuje zniZent citlivost na nukleozidové typy CK, IPR atZR.
Nadexpresia AtENTS8, rovnako ako pribuzného AtENT3, ma za nasledok
hypersenzitivitu na iPR, ale nie na iP. Mutacie v génoch kédujucich tieto dva
transportéry spdsobuji podstatne znizeny prijem iPR, ¢o dokazuje, Ze skuto¢ne maju
transportné aktivity Specifické pre CK (Sun et al., 2005).

AtENT3 a AtENT8 maju odlisné expresné vzory (Li et al., 2003), ¢o moze
naznacovat rozdielne posobenie tychto dvoch transportérov pocas rastu a vyvoja rastlin

(Sun et al., 2005).

2.7.6 DLudské nukleozidové transportéry
Transportné proteiny, sprostredkujice prenos nukleozidov cez bunkové membrany, st u
Iudi klasifikované do dvoch skupin: prvi tvoria ekvilibrativne nukleozidové
transportéry (hENT, rodina SLC29), umoziujice ulahéena difaziu pozdiz
koncentracného gradientu, zatial Co Cclenovia druhej skupiny koncentraénych
nukleozidovych transportérov (hCNTs, rodina SLC28) st schopni transportu
nukleozidov proti koncentracnému gradientu (Baldwin et al., 2004; Gray et al., 2004).
Tieto dve rodiny su Struktirne nepribuzné nukleozidové transportéry s prekryvajiicou sa
substratovou S$pecifickostou. hCNTs st evolu¢ne konzervované substrat-protonové
alebo substrat-sodikové symportéry, pricom hENT predstavuju na sodiku nezavislé
uniportéry (Young et al., 2013).

V l'udskom genome sa nachadzaji tri gény rodiny SLC28 (SLC28A1, SLC28A2
a SLC28A3), kodujuce tri hCNTs (hCNT1 - hCNT3) astyri gény rodiny SLC29
(SLC29A1, SLC29A2, SLC29A3 aSLC29A4), koédujuce styri odpovedajuce hENT
proteiny (hENT1 — hENT4).
hCNTs st typicky najviac abundantné v epiteloch a inych Specializovanych bunkach,
pri¢om katalyzuju transport nukleozidov a nukleozidovych lieciv (Huang et al., 1994).

VSetky tri hCNTs transportuju uridin, ale maju rézne preferencie pre iné substraty.
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hCNT1 vykazuje selektivitu pre pyrimidinové nukleozidy, hCNT2 pre purinové
nukleozidy a hCNT3 pre pyrimidinové, aj purinové nukleozidy. Medzi nukleozidy
transportované pomocou hCNTs patria protirakovinové a antivirusové nukleozidové
lie¢iva. Hoci neexistuje ziadny dokaz, Ze by hCNTs boli zodpovedné za transport
nukleobaz, niektoré Studie spajaji znizent expresiu hCNTSs s rezistenciou na
protirakovinné nukleobazové lie¢iva 5-fluorouracil, 6-merkaptopurin a 6-tioguanin
(Gloeckner-Hofmann et al., 2006; Peng et al., 2008). hCNT3 ma Sirsiu distribuciu v
tkanivach v porovnani s hCNT1 a hCNT2 (Ritzel et al., 2001) a tiez mozné tlohy vo
vnutrobunkovych kompartmentoch (Errasti-Murugarren et al., 2008).

LCudské ENT su pritomné vo védcésine bunkovych typov a tkaniv. hENT1 a hENT2
transportuju $iroky rozsah purinovych a pyrimidinovych nukleozidov (Parkinson et al.,
2011). hENTS3 je taktiez Siroko distribuovany, s prevazne intracelularnou funkciou, kde
sa vo vysSSej miere nachadza na lyzozomalnej membrane (Baldwin et al., 2005). hENT4
sa nachadza na plazmatickej membrane mozgu a srdca a katalyzuje transport adenozinu
a monoaminov (Barnes et al., 2006). hENT1 a hENT2 transportuji mnohé terapeuticky
vyznamné antirakovinné nukleozidy a nukleobazové lieciva (Yao et al., 2002; Yao et
al., 2011). hENT2 taktiez transportuje mnohé antiviralne nukleozidy (Baldwin et al.,
2005). hENT3 je selektivny pre purinové a pyrimidinové nukleozidy, taktiez adenozin
a niektoré protirakovinné nukleozidové lie¢iva (Baldwin et al., 2005). Narozdiel od
hENT1 a hENT2, transport sprostredkovany hENT3 je zvySeny pri nizSom pH, ¢o
naznacuje, ze tento transport by mohol byt sprazeny s protonom. Podobne ako
v pripade hENT3, aj transport sprostredkovany hENT4 mdze byt sprazeny s protonom.
hENT4 mdze hrat’ Gilohu pri regulécii extracelularnych koncentracii adenozinu v mozgu
a srdci (Barnes et al., 2006). Transport nukleozidovych lieCiv sprostredkovany hENT4

stale ¢aka na svoje objasnenie (Young et al., 2013).

2.8 Podiel a distribucia cytokininovych foriem v bunke

Prirodné CK sa vyskytuju v $tyroch zakladnych formach: 1) nukleotidy, ktoré su
produkované pocas de novo biosyntézy a nasledne s konvertované na ostatné derivaty,
2) vol'né bazy, ktoré maji najvyssiu aktivitu (Romanov et al., 2006), 3) ribozidy, ktoré
ako transportné formy (Hirose et al., 2008) a 4) glukozidy, ktoré predstavujii zasobné
(inaktivované) formy (Moore, 2012). Struktirne modifikacie CK priamo ovplyviiuju ich
biologické aktivity a schopnost’ vizby na receptory (Jiskrova et al., 2016).
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Obrazok 10 - Kompozicia hlavnych CK foriem (95 % vsetkych CK) v extracelularnom
priestore, intracelularnom priestore (s vynimkou vakuol) a vakuolach listov divého typu
Arabidopsis, upravené podl'a Jiskrova et al., 2016.

Hladiny aktivnych CK v bunke mo6zu byt zniZzené konjugiciou s glukozou alebo
ireverzibilnym Stiepenim, ktoré je katalyzované prostrednictvom CKXs. N-glykozylacia
CK sa vyskytuje primarne na dusikoch v polohach N’ alebo N? purinového kruhu.

K O-glykozylacii dochddza na kysliku postrannych retazcov zeatinu alebo
dihydrozeatinu (DHZ). O-glykozylované formy mozu byt konvertované na aktivne CK
pomocou B-glukozidaz (Brzobohaty et al., 1993), preto st O-glykozylované CK
povazované za stabilné skladovacie formy CK. Glukozylované konjugaty CK nie st
schopné vizby na cytokininové receptory Arabidopsis histidinkindzy (AHKSs) (Spichal
etal., 2004).

Vdaka svojej biologickej stabilite su glukozidy najviac zastipenou zlozkou CK
derivatov. Predpoklada sa, Ze tieto glukozidy su sekvestrované vo vakuole. Okrem toho
ribozidacia aribotiddcia katalyzovanad enzymami purinovej recyklacnej drahy
prispievaju k cyklovaniu CK prostrednictvom premeny aktivnych foriem spat na
neaktivne prekurzory. Homeostdza CK aktivity je tak udrZiavand viacerymi
metabolickymi systémami (Osugi a Sakakibara, 2015).

Hlavné typy CK su distribuované v zavislosti od svojej funkcie. Vysledky experimetu
zameran¢ho na kompartmentalizaciu najzastipenejSich typov CK ukazuju, Ze tZ a jeho
derivaty st lokalizované vicésinou extracelularne, trans-zeatin O-glukozid (tZOG)
a trans-zeatin N7-glukozid (tZ7G) s pritomné vo vakuolach, iP aiPR sa vyskytuju
prevazne intracelularne, zatial' co izopentenyladenin ribozid 5'-monofosfat (iPRSMP),
izopentenyladenin N’-glukozid (iP7G) a izopentenyladenin N°-glukozid (iP9G) su
pritomné hlavne extracelularne, iP7G sa vyskytuje taktiez aj vo vakuolach. cZ, cis-
zeatin ribozid (cZR) a cis-zeatin ribozid 5'-monofosfat (cZRMP) sa vyskytovali
intracelularne, cis-zeatin O-glukozid (cZOG) a cis-zeatin ribozid-O-glukozid (cZROG)
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hlavne extracelularne a vo vakuolach. DHZ formy boli pritomné v relativne malych
mnozstvach, s vynimkou dihydrozeatin N7-glukozid (DHZ7G), ktory bol distribuovany
vo vakuole. Glukozové konjugaty CK boli najdené extracelularne a vo vakuolach, nie
vSak v bunke. Zcelkového obsahu CK bolo priblizne 90 % distribuovanych
Vv extracelularnom priestore, 7 % vo vakuolach aiba 3 % CK sa vyskytovalo

intracelularne (Jiskrova et al., 2016).
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Biologicky material

semena Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia (Col-0)

semena Arabidopsis thaliana, T-DNA inzer¢na linia entl (SALK_025174)
semena Nicotiana benthamiana

chemokompetentné baktérie Escherichia coli TOP10

elektrokompetentné baktérie Agrobacterium tumefaciens GV3101

3.2 Chemikalie

10x Bolt Sample Reducing Agent — Thermo Fisher Scientific (USA)
2-(N-morfolin)etansulfonova kyselina (MES) — Duchefa Biochemie (Holandsko)
2-amino-2-hydroxymetylpropan-1,3-diol (Tris) — Duchefa Biochemie (Holandsko)
3',5'-dimetoxy-4'-hydroxyacetofenon (acetosyringén) — Sigma-Aldrich (USA)
4x bolt — LDS sample buffer — Thermo Fisher Scientific (USA)
6-benzylaminopurin (BAP) — Sigma-Aldrich (USA)

Alfa Aesar Gellan Gum — Thermo Fisher Scientific (USA)

CaCl,-2H,0 — Sigma-Aldrich

Deoxyribonukleozidtrifosfaty (AINTPs) — Sigma-Aldrich (USA)
Dimetylsulfoxid (DMSO) — New England Biolabs (UK)

D-manitol — Lachner (Ceska republika)

Etanol — Lachner (Ceska republika)

Etidium bromid — NeoLab (Nemecko)

Etyléndiaminotetraoctové kyselina (EDTA) — Penta (Ceska republika)

Ficoll — Thermo Fisher Scientific (USA)

Glycin — Lachner (Ceska republika)

Hydroxid draselny — Lachner (Ceska republika)

Izopropanol — Lachner (Ceska republika)

Kyselina chlorovodikova — Lachema (Ceska republika)

Magnetické gulicky Agencourt RNAclean XP — Beckman coulter (USA)
Metanol — Lachner (Ceska republika)

Murashige & Skoog including vitamins — Duchefa Biochemie (Holandsko)
Na,HPO,4-12H,0 — Lachner (Ceské republika)

NaH,PO,-2H,0 — Lachema (Ceské republika)
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Neutral red — Sigma-Aldrich (USA)

Nuclease-free voda — Qiagen (Nemecko)

Oligo(dT) primer — Sigma-Aldrich (USA)

Protease Inhibitor Cocktail Tablets — Roche Applied Science (Svajéiarsko)
Sachar6za — Lachner (Ceska republika)

Susené mlieko Laktino — Artifex (Ceské republika)

trans-zeatin — Olchemim (Ceska republika)

trans-zeatin ribozid — Olchemim (Ceska republika)

Tween 20 — Sigma-Aldrich (USA)

3.2.1 Standardy molekulovej hmotnosti

1 kb plus DNA ladder — Thermo Fisher Scientific (USA)
Novex Sharp Pre-stained Protein Standard — Thermo Fisher Scientific (USA)

3.2.2 Antibiotika
Gentamycin — Duchefa Biochemie (Holandsko)
Kanamycin — Duchefa Biochemie (Holandsko)

Rifampicin — Duchefa Biochemie (Holandsko)

3.2.3 Enzymy a enzymové pufry

10x TURBO DNase buffer — Thermo Fisher Scientific (USA)

5x Green GoTaq Flexi buffer — Promega (USA)

5x Phusion HF buffer — New England Biolabs (UK)

5x RT Reaction Buffer — Thermo Fisher Scientific (USA)

Cellulase R-10 (>10 000 U/g) — Duchefa Biochemie (Holandsko)

Gateway BP Clonase Il enzyme mix — Thermo Fisher Scientific (USA)

Gateway LR Clonase 1l enzyme mix — Thermo Fisher Scientific (USA)

GoTaq G2 Flexi DNA polymerase (5 U/ul) — Promega (USA)

Macerozyme R-10 (>3 000 U/g) — Duchefa Biochemie (Holandsko)

Phusion HF (High-Fidelity) DNA polymerase (2 U/ml) — New England Biolabs (UK)
Proteinase K solution (2 ug/ul) — Thermo Fisher Scientific (USA)

RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (200 U/ul) — Thermo Fisher Scientific
(USA)
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TURBO DNase (2 U/ul) — Thermo Fisher Scientific (USA)

3.2.4 Protilatky

Primarne protilatky:

Anti-GFP ChIP Grade — abcam (UK)

Anti-V-ATPase (,,Epsilon subunit of tonoplast H+ATPase*) — Agrisera (Svédsko)

Anti-Sar1 (,,secretion-associated and Ras-related protein 1) — Agrisera (Svédsko)

Sekundarna protilatka:

Goat anti-rabbit IgG-HRP — Santa Cruz Biotechnology (USA)

3.3 Roztoky

3.3.1 Roztoky pre agarézovu elektroforézu
50x TAE pufor:
50 mol-1* EDTA, 2 mol I Tris, 1 mol-1"* kyselina octova

1 % (w/v) agardzovy gél:

10 g agarozy na 1000 ml TAE pufru, uvarené v mikrovinnej rure

3.3.2 Roztoky pre izolaciu vakuol
0,5mol-I" EDTA (pH 8,0):
9,3 g EDTA v 50 ml Milli-Q H;0, pH upravené pomocou 1M NaOH

1 mol-1* D-manitol:
72,87 g D-manitol v 400 ml Milli-Q H,O

50 mmol-1"* MES (pH 5,6):
2,132 g MES na 200 ml Milli-Q H,O, pH upravené pomocou 1M KOH

0,1 % Neutral Red solution:

0,01 g neutralna ¢ervena, 20 ul 1 % kyselina octova, 5 pl chloroform, Milli-Q H,O do
10 ml

36



0,2 mol-1I"* fosfatovy pufor (pH 7.5):

Roztok A: 312,02 mg NaH,PO,4-2H,0 na 10 ml Milli-Q H,O
Roztok B: 716,28 mg Na;HPO,4-12H,0 na 10 ml Milli-Q H,O
0,8 ml roztoku A + 4,2 ml roztoku B

0,2 mol-1™* fosfatovy pufor (pH 8.0):

Roztok A: 312,02 mg NaH,PO,4-2H,0 na 10 ml Milli-Q H,O
Roztok B: 716,28 mg Na;HPO,-12H,0 na 10 ml Milli-Q H,O
265 pl roztoku A + 4735 pl roztoku B

Lyzaény pufor:
1,5 g Ficoll, 3 ml 1 mol-I"* D-manitol; 300 ul 0,5 mol-I* EDTA (pH 8,0), 375 ul
0,2 mol-1* fosfatovy pufor (pH 8,0), 75 ul Neutral Red; Milli-Q H,O do 15 ml;

inkubované pri 37 °C

Vakuolarny pufor:
4,5 ml 1 mol-I* manitol, 250 ul 0,2 fosfatovy pufor (pH 7,5), 40 pl 0,5 mol-I* EDTA
(pH 8,0), Milli-Q H,0O do 10 ml; inkubované na I'ade

4 % Ficoll

4,5 ml vakuolarny pufor, 3 ml lyzaény pufor, inkubované pri laboratornej teplote

Premyvaci pufor:
40 ml 1 mol 1" manitol, 20 ml 50 mmol-1* MES (pH 5,6), 40 ml Milli-Q H,O

Protoplastovaci enzymovy roztok

30 mg celulaza, 55 mg macerozym, 120 mg CaCl,-2H,0; rozpustené v 30 ml

premyvacieho pufru; inkubované pri 37 °C

3.3.3 Roztoky a gély pre SDS-PAGE

Extrakény pufor
4,4 g NaCl, 9 g Na;HPO4-12H,0 (pH 7,5), 75 ul triton X-100, 2,5 ml glycerol, %
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tablety inhibitorov proteaz, Milli-Q H,O do 250 ml

Komerény vzorkovaci pufor

4x Bolt LDS Sample Buffer — Bio-Rad (USA)

Komeréné redukéné ¢inidlo

10x Bolt Sample Reducing Agent — Bio-Rad (USA)

3.3.4 Komeréné gély:
4-12 % Bolt Bis-Tris Plus gels — Bio-Rad (USA)

3.3.5 Roztoky pre Western blotting
10x prenosovy pufor
30 g Tris, 144g glycin, Milli-Q H,O do 1000 ml

1X prenosovy pufor

100 ml 10x premyvacieho pufru, 50 ml 100 % metanolu, Milli-Q H,O do 1000 ml

10x TBS
24,22 g Tris, 87,66 g NaCl, Milli-Q H,0 do 800 ml, pH 7,2 — 7,4 (HCI), Milli-Q H,0O
do 1000 ml

1x TBST
100 ml 10x TBS, 0,5 ml Tween 20, Milli-Q H,O do 1000 ml

Blokovaci pufor (5 % mlieko v 1x TBST)
7,5 g suSeného mlieka, 1Xx TBST do 250 ml

0,5 % mlieko v 1x TBST
200 ul 5 % mlieka v 1x TBST, 1x TBST do 2 ml

Protilatky v 0,5 % mlieku v 1x TBST:
Anti-GFP — 2 pl v 2 ml 0,5 % mlieka v 1x TBST (riedenie 1:1000)
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Anti-V-atpase — 1 pul v 2 ml 0,5 % mlieka v 1x TBST (riedenie 1:2000)
Anti-Sarl — 4 ul v 2 ml 0,5 % mlieka v 1x TBST (riedenie 1:500)

Komerény chemiluminiscentny substrat pre HRP detekciu:

Clarity Western ECL Substrate — Peroxide solution a Luminol/enhancer solution — Bio-
Rad (USA)

Komerény elektroforeticky pufor:

20x Bolt MES Running Buffer — Bio-Rad (USA)

3.3.6 Roztoky a média pre pracu s baktériami

Tekuté Luria Bertani (LB) médium:

10 g trypton, 5 g kvasnicovy extrakt, 10 g NaCl, Milli-Q H,O do 1000 ml, sterilizované

autoklavovanim

LB agar:
1000 ml tekuté LB + 15 g agaru, sterilizované autoklavovanim

SOC médium:

20 g trypton, 5 g kvasnicovy extrakt, 0,5 g NaCl, Milli-Q H,O do 950 ml, 10 ml
250 mmol-1* KCI (pH 7,0). Milli-Q H,0 do 1000 ml, sterilizované autoklavovanim, 20
ml sterilnej 1 mol-I"* D-glukézy a 5 ml sterilného 2 mol-1™* MgCl,

3.3.7 Roztoky pre vysev semien Arabidopsis
Murashige & Skoog (MS) médium:
4,3 g MS+vitaminy, 10 g sacharéza, 0,5 g MES, pH 5,7 (KOH), 8 g Gellan Gum, Milli-

Q H,0 do 1000 ml, sterilizované autoklavovanim

3.3.8 Roztoky pre tranzientnu transformaciu Nicotiana benthamiana

Infiltraéné médium:

2,13 g MES, 2,03 g MgCly, 0,29 g acetosyringon, Milli-Q H,O do 1000 ml
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3.3.9 Roztoky pre stabilnu transformaciu Arabidopsis

Inokula¢né médium:

2 g MgCl,, 50 g sacharoza, 50 ul Silwet L-77, Milli-Q H,O do 1000 ml

3.3.10 Roztoky pre purifikaciu cytokininov z vakuol a protoplastov

Modifikovanvy Bieleski roztok:

100 % metanol, H,O, koncentrovana kyselina mrav¢ia, v pomere 15:4:1

Interny Standard
0,25 pmol CK baz (B), ribozidov (R), N7/N9-glukozidov (7G, 9G) a 0,5 pmol O-
glukozidov (OG) a nukleotidov (NT)

3.3.11 Komeré¢né kity

Argentcourt RNAClean XP — Beckman Coulter (Nemecko)

Clarity Western ECL Substrate — Bio-Rad (USA)

NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kit — Machenery Nagel (Nemecko)
QIAprep spin miniprep kit — Qiagen (Nemecko)

RNAqueous Total RNA Isolation Kit — Thermo Fisher Scientific (USA)

3.4 Primery

Lyofilizované primery — Sigma Aldrich (USA) boli podla navodu rozpustené v
uvedenom mnozstve nuclease-free vody pre =ziskanie zasobnej koncentracie
100 pmol-1™". Dalej boli v &istej 1,5 ml mikroskumavke 20x zriedené na pracovni
koncentraciu 5 pmol-1™,

Vsetky uvedené primery v Tabulke 1 boli navrhnuté vediucim prace na zaklade CDNA

sekvencii jednotlivych génov ENT rodiny A. thaliana.

Tabulka 1 - Zoznam pouzitych dvojic primerov pre PCR amplifikaciu

Nazov primeru Sekvencia

GWATTL1 FW TTGTACAAAAAAGCAGGC

GWATTL2_RE TTAGTACAAGAAAGCTGGG

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGAC
ENTL_GWFWOL TCCCATTAGTCAACGAATTTC

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAAAT
GACCCAGAACCAAGCAATG

ENT1_GWREO1

40



Nazov primeru Sekvencia
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAATGAC

ENTI_GWREO0Z | - AGAACCAAGCAATG

ENTL FW03 | ATGACTCCCATTAGTCAACGAATTTC

ENTL_REO3 TCAAATGACCCAGAACCAAGCAATG

ENTIseqFWOL | GACTAAAGCTGTGTATCCTCAAG

ENTIsegFW02 | CTTGGTTGTTGGTTTGGCCTC

ENT1segREOL | CATAACAACAATCCCCACAGC

ENTIseqREOZ | GTGGTGGTCATTTGAATTTGTTTAG

ENT3_GWFWO01

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGC
GGATAGATATGAGAACCAAC

ENT3_GWREO1

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAAAA
GGCATTCTTCTTACCAATAAGC

ENT3_GWRE02

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAAAGGC
ATTCTTCTTACCAATAAGC

ENT3seqFWO01 TCTGTGTGTTTCTATATGCTTATGTG
ENT3seqFWO02 GGATATTTGCAGGAGTTGCTTTG
ENT3seqREO1 GATTTTGGATACCAGCAGCAG
ENT3seqREO2 CAAGAATACAGCAAACAACCATTG

ENT6_GWFWO01

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGC
GGATATATACGAGCACC

ENT6_GWREO1

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAAAA
GGCATTCTTCTTACCAATAAGC

ENT6_GWRE02

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAAAGGC
ATTCTTCTTACCAATAAGC

ENT6seqFWO01 AGGGGCAATGATGTTCTTAGC
ENT6seqFWO02 AGGGATATTTGCAGGAGTTGC
ENT6seqREO1 CTGATTGATTTTGGATACCCGC
ENT6seqREO2 CCAAGAATACAGTAGACAATCATTG

pDONR201 207 FW

TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC

pDONR201_207 RE

GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC
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3.5 Vektory
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Obrazok 13 — Mapa expresného vektoru pPGWBS5 zobrazena pomocou programu SnapGene

3.6 Pristroje a pomocky

Analytické vahy R 200 D — Sartorius (Nemecko)

Autoklav MLS 3020 — Sanyo (Nemecko)

Bunkovy filter Falcon 100 um cell strainer — Falcon (USA)
Biirkerova komoérka — Marienfeld (Nemecko)

Centrifiiga Rotanta 460R — Hettich (Nemecko)

Centrifugacné filtry NanoSep (0,2 um) — Pall Corporation (USA)
Digestor 1800/900M — Merci (Ceska republika)

Elektroporator ECM 399 — BTX (USA)

Fytotron — Weiss Technik (UK)

Horizontalna elektroforéza ENDURO Gel XL — Labnet (USA)
Chladena centrifuga Centrifuge 5427R — Eppendorf (Nemecko)
Chladena centrifiiga ScanSpeed 1730R — Labogene (Dansko)
Chladena centrifiga VWR Micro Star 17R — Avantor (USA)
Chladni¢ka LCv 4010 — Liebherr (Svajéiarsko)

Chladni¢ka ZT 155 AO TTI160C — Zanussi (Taliansko)
Inkubator Incubat 85 — Melag (Nemecko)

Inkubovana orbitalna trepacka Ecotron — Infors HT (Svajéiarsko)
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Inkubovana orbitalna trepacka SI600C — Stuart (UK)

Koléna s reverznou fazou Acquity UPLC BEH C18, 1,7 um, 150 x 2,1 mm — Waters
(USA)

Konfokalny mikroskop LSM 710 — Zeiss (Nemecko)

Kvapalinova chromatografia Acquity UPLC I-class system — Waters (USA)
Magneticka miesacka RCT basic — IKA (Nemecko)

Magneticky stojan — Alpaqua (USA)

Micro Insert — Sigma-Aldrich (USA)

Mikroskop svetelny B-383PL — OPTIKA ltaly (Taliansko)

MikrovInna rara — Electrolux (Svédsko)

Mini Gel Tank — Thermo Fisher Scientific (USA)

Minicentrifuga/vortex CombiSpin FVL-2400N — Biosan (LotySsko)

Minitrepacka Thermomixer comfort — Eppendorf (Nemecko)

Mrazni¢ka GGU 1500 (143 LTR) — Liebherr (Svajéiarsko)

MS/MS Xevo TQ-S — Waters (USA)

NanoDrop One® — Thermo Fisher Scientific (USA)

Orbitalna trepacka Orbit 1000 — Labnet (USA)

pH meter EDGE — Hanna Instruments (USA)

Pipety research 1000; 200; 20; 10ul; 2,5 ul — Eppendorf (Nemecko)

PlantScreenTM Robotic XYZ System — Photon Systems Instruments (Ceska republika)
Predvazky Scout SKX 621 — OHAUS (USA)

Predvazky Scout SPX 6201 — OHAUS (USA)

Skener Epson Perfection V700 Photo — Epson (Japonsko)

SPE kolonky Oasis MCX Cartridges 1cc,/30 mg, 100/PK — Waters (USA)
Spektrofotometer Agilent 8453 UV-visible spectrophotometer — Agilent Technologies
(USA)

Termoblok AccuBlockTM digital Dry Baths — Labnet (USA)

Termoblok TS-100C — Biosan (Lotyssko)

Termocyklér Prime Full Size — Techne (UK)

Termocyklér TPersonal — Biometra (USA)

Termocyklér TProfessional — Biometra (USA)

Termocyklér Veriti 96-Well Fast Thermal Cycler — Thermo Fisher Scientific (USA)
Transiluminator ChemiDoc — Bio-Rad (USA)

Ultracentrifiga Micro Ultracentrifuge CS 150NX — Hitachi (Japonsko)
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UV transiluminator GBox — Syngene (Cambridge, UK)

Vakuové potrubie Supelco Visiprep SPE Vacuum Manifold — Sigma-Aldrich (USA)

Zdroj napitia pro elektroforézu — Biometra (Nemecko)

3.7 Software

ImageJ — National Institutes of Health (USA)

ImageLab — Bio-Rad (USA)

MassLynx — Waters (USA)

Microsoft Office Excel — Microsoft (USA)

SnapGene — GSL Biotech LLC (USA)

UV-Vis ChemStation Software — Agilent Technologies (USA)
WInRHIZO — Regent Instruments (Kanada)

ZEN blue/black — Zeiss (Nemecko)

3.8 Metody

3.8.1 Sterilizacia semien

Pre vysev semien bolo pripravené Murashige a Skoog (MS) médium.

Vysevu semien Arabidopsis predchadzala ich sterilizacia. Semena boli vo flowboxe

nasypané do sterilnej 1,5 ml mikroskimavky. Nasledne boli premyvané roztokmi

uvedenymi v Tabulke 2.

Tabul'ka 2 - Postup sterilizacie semenien Arabidopsis

Zlozka Cas (min)
Etanol (70 %) 3
NaClO (16 %) + H,O + Etanol (70 %) 10
(5:4:1)
H20 (3x premyt) -
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Do sterilnej 1,5 ml mikroskimavky bol pridany 70 % etanol a semena v nom boli
premyvané po dobu troch mintt. Nasledne bol etanol odpipetovany ado 1,5 ml
mikrosktimavky bol pridany sterilizaény roztok 16 % NaClO + H,O + 70 % etanal,
v pomere 5:4:1. Steriliza¢ny roztok bol v 1,5 ml mikroskiimavke ponechany po dobu 10
minut. Po uplynuti tejto doby bol sterilizaény roztok odpipetovany a semena boli trikrat

premyté sterilnou destilovanou H;0.

3.8.2 Fenotypizacia nadzemnej ¢asti T-DNA inzerc¢nej linie entl
Pre fenotypizaciu nadzemnej Casti T-DNA inzerénej linie entl (SALK_025174) boli
ako kontrola pouzité rastliny Arabidopsis thaliana Col-0. Semena a semenaciky
Arabidopsis boli spracované a analyzované podla (De Diego et al., 2017). Sterilizované
semend boli rovnomerne vysadené na Petriho misky s /2 MS médiom a ponechané 3 dni
v tme, pri teplote 4 °C. Po troch diioch boli Petriho misky s vysiatymi semenami
umiestnené vertikalne do fytotronu (18 h svetlo/8 h tma) na dobu Styroch dni. Po
Styroch diioch boli semendciky premiestnené na do multijamkovych kultivacnych
dosticiek s Cistym Y2 MS médiom, 2 MS s pridavkom 10 nmol-1*a % MS s pridavkom
100 nmol-1™. Pre prenos na kultivaéné dostiky boli selektované semenaciky s priblizne
rovnakou velkostou, pre ziskanie homogénnej populacie. Kultivaéné dosticky so
semenacikmi boli na 24 h umiestnené do fytotronu s PlantScreenTM Robotic XYZ
System pre aklimatizaciu. Styri dni staré semenadiky entl a Col-0 boli analyzované
pomocou PlantScreenTM Robotic XYZ System po dobu 7 dni, kazdy den vzdy
V rovnaky cas.

Fenotyp nadzemnej Casti semendacikov bol analyzovany pomocou dvoch metéd —
meranim listovej plochy a relativnej rychlosti rastu (RGR).

RGR bola stanovena podl'a vzorca:

_anz—an1
-t

RGR

In — prirodzeny logaritmus
t7—cCas 1

tz—Cas 2

Wi — velkost' v Case 1

W>— velkost’ v ¢ase 2
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Ziskané data boli Statisticky vyhodnotené pomocou dvojfaktorového ANOVA testu s

opakovanim v programe MS Excel.

3.8.3 Fenotypizacia korenovej ¢asti T-DNA inzerc¢nej entl

Pre fenotypizaciu korenovej Casti T-DNA inzercnej linie entl (SALK_025174) entl
boli ako kontrola pouzité rastliny Arabidopsis thaliana Col-0. Sterilizované semena boli
rovnomerne vysadené na Petriho misky s MS médiom a ponechané 3 dni v tme, pri
teplote 4 °C. Po troch dnoch vernalizacie boli misky s vysadenymi semenami
umiestnené do fytotronu (16h svetlo/8h tma). Po tyzdni od umiestnenia do fytotronu
boli tieto semenaciky presadené do jedného radu na Stvorcové misky s ¢istym MS
médiom ako aj na misky s obsahom cytokininov (10 nmol-1* BAP a 10 nmol-1™* tZR)
vzdy v pocte troch semenacikov Col-0 atroch entl na jednu misku. Takto bolo
pripravenych 15 opakovani. Stvorcové misky boli v oblasti korefiovej &asti
semendcikov zakryté ciernou fbliou, aby doslo k eliminacii vplyvu svetla na rast
korenov. Korene boli priblizne po 14 dnoch snimané pomocou skeneru Epson
Perfection V700 Photo aziskané snimky boli analyzované pomocou programov
WInRHIZO a Imagel. Ziskané data boli Statisticky vyhodnotené metédou T-testu

v programe MS Excel.

3.8.4 Izolacia celkovej RNA

Izolacia bola vykonana pomocou RNAqueous izola¢ného kitu. Rastlinny material (celé
semenaciky) bol rozdrveny v trecej miske pomocou tekutého dusiku. 100 mg
rastlinného materialu bolo navazenych do 2 ml mikroskimavky. K navazenému
mnozstvu bolo pridanych 1000 pl Lysis/Binding Solution, vzorky boli zvortexované
aumiestnené na dve minuty do termobloku (37 °C). Vzorky boli nasledne
centrifugované (16 000xg, 4 °C), po dobu 10 minuat. Nasledne bol supernatant odobrany
do ¢istej 2 ml mikroskimavky, kde bol k nemu pridanych 1000 ul 64 % etanolu. 700 pl
vzniknutého lyzatu s etanolom bolo nanesenych na kolonu, lyzat v kolonke bol
centrifugovany pri 4 °C a 10 000xg po dobu minimélne 15 s, zo zbernej skimavky bola
nasledne vyliata tekutina. Tento krok bol opakovany az do nanesenia celého objemu
lyzatu s etanolom na kolonu, vzdy maximalne 700 pl. Tekutina prete¢ena kolénou bola

z0 zbernych skumaviek odliata. Nasledne bolo do kolony napipetovanych 700 pul Wash
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Solution 1, vzorky boli centrifugované (16 000xg, 4 °C) po dobu 15 s, tekutina
preteCena koloénou bola zo zbernej skumavky odliata. Do kolony bolo nasledne
napipetovanych 500 ul Wash Solution 2, s naslednou centrifugaciou (16 000xg, 4 °C),
po dobu 15 s, zo zbernych skumaviek bola vyliata tekutina pretecena kolonou. Tento
krok bol opakovany. Po vyliati tekutiny pretecenej kolonou zo zbernych skumaviek boli
vzorky znovu centrifugované (16 000xg, 4 °C), po dobu 30 s, aby doslo k odstraneniu
rezidualneho etanolu. Kolény boli nasledne umiestnené do cistych 1,5 ml
mikrosktimaviek. Do stredu koléon bolo napipetovanych 60 pl predhriatej Elution
Solution (80 °C), vzorky boli centrifugované (16 000xg, 21 °C), po dobu 30 s. Nasledne
bolo do stredu kolony pridanych d’alsich 40 ul predhriatej Elution Solution a vzorky
boli znovu centrifugované (16 000xg, 21 °C), po dobu 30 s. Koncentracie izolovanej

RNA boli premerané na spektrofotometre Nanodrop.

3.8.5 Osetrenie celkovej RNA DNazou

40 ul izolovanej RNA bolo odobranych do ¢istej 1,5 ml mikrosktimavky. K RNA bolo
pridanych 5 pl 10x reakéného pufru pre DNé4zu a 3 pl DNazy, vzorky boli zvortexované
alebo premiesané pipetovanim a inkubované pri teplote 37 °C, po dobu 45 minut. Po
inkubacii boli pridané d’alie 2 ul DNazy a vzorky boli inkubované d’al$ich 45 mint.
Reakcia bola zastavena teplotnou inaktivaciou (75 °C, 10 minat). Nasledne bolo
pridanych 5,5 pl 150 mmol-1™* EDTA.

3.8.6 Precistenie RNA pomocou magnetickych guli¢iek Agencourt
RNAclean XP

Vzorky osSetrenej RNA boli prepipetované do 0,2 ml mikroskumaviek, kde k nim bolo
pridanych 25 pl magnetickych guli¢iek a 20 pl 100 % RNAse free izopropanolu, vzorky
boli premiesané pipetovanim a inkubované pri laboratérnej teplote po dobu 10 minut.
Nasledne boli vzorky umiestnené na magneticky stojan. Po 5 minuatach bol vzniknuty
supernatant opatrne odpipetovany. Do mikroskimavky bolo pridanych 200 pl 70 %
RNase free etanolu, ktory bol po 1 mintte odpipetovany. Tento krok bol dvakrat
opakovany. Vzorky boli umiestnené na magneticky stojan, stojan bol nasledne
umiestneny do digestoru na dobu minimalne 10 minat, aby doslo k odstraneniu
rezidualneho etanolu. K vzorkam s dokladne odstranenym etanolom bolo nasledne

pridanych 15-30 pl nuclease-free H,O a vzorky boli ponechané po dobu 10 mintt na
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PCR stojane. Nasledne boli vzorky znovu umiestnené na magneticky stojan a precistena
RNA bola prepipetovana do cistych 1,5 ml mikroskiimaviek. Koncentracie vzoriek

precistenej RNA boli premerané pomocou Nanodropu.

3.8.7 Reverzna transkripcia

Pre prepis RNA do cDNA bol program cykleru nastaveny nasledovne:

1) 70°C -5 minat
2) 42 °C - 90 mindt
3) 70 °C - 10 minat

Do 0,2 ml mikroskimaviek bolo pridanych 5 pg celkovej RNA, v objeme 12 pul.
Nasledne bol pridany 1 pl oligo(dT) primeru (10 mmol-1™) a vzorky boli umiestnené do
termocykleru s nastavenou teplotou 70 °C, po dobu 5 minut. Po piatich minatach boli
vzorky vybrané a inkubované na I'ade. Nasledne boli pridané ostatné zlozky reakénej
zmesi pre reverznu transkripciu: 4 pl 5x reakéného pufru, 2 pul dNTPs (10 mmol-1™)
a1l pul reverznej transkriptazy RevertAid H Minus Reverse Transcriptase. Vzorky boli
premieSané prepipetovanim a vlozené do cykleru pre dokoncenie prepisu. Po skonceni

programu boli vzorky vybrané a ulozené do mraziaku (-80 °C).

3.8.8 Agardzova elektroforéza

Zo zasobného 50x TAE pufru bol pripraveny pracovny 1x TAE pufr. 8 ml 50x TAE
bolo doplnenych do 400 ml destilovanou H,O. Nasledne bola agar6za pripravena
povarenim Styroch gramov v 400 ml 1x TAE pufru. Pripravena 1 % agar6za bola naliata
do elektroforetickej vani¢ky s hrebienkom, do agarézy bolo pridanych 10 pl EtBr. Po
stuhnuti agardzy bol hrebienok vytiahnuty, vanicka s gélom bola presunuta do
elektroforetickej komory naplnenej 1x TAE pufrom. Po napipetovani vzoriek do jamiek
boli vzorky separované pri 100 V, po dobu 30 minut. Po skonceni elektroforézy bol gél
so vzorkami vizualizovany pomocou UV transiluminatoru. Snimky gélov boli

upravované pomocou programu ImageLab.

3.8.9 Priprava attB PCR produktov

Pre pripravu PCR produktov s ohranicujicimi attB miestami, klIacovymi pre
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rekombinaciu, bola pouzitd Phusion High-Fidelity polymeraza s ,proof-reading®

aktivitou. Reakcia bola pripravena podla vzoru uvedeného v Tabulke 3.

Tabul'ka 3 - ZloZenie reak¢nej zmesi pre PCR

Zlozka Objem na jednu reakciu [ul]
cDNA Arabidopsis thaliana 1
DMSO (100 %) 0,6
5x Phusion HF buffer 4
Phusion DNA polymerase 0,2
dNTPs (10 mmol-1™) 0,4
Forward primer (5 pmol-17) 2
Reverse primer (5 pmol-17) 2
H.O 9,8
Celkovy objem 20

Program termocykléru pre amplifikaciu Phusion HF polymerazou bol nastaveny
nasledovne:
1) 98 °C 30 sekund
2) 98 °C 10 sekund
59 °C 20 sektnd 30 cyklov
72 °C 30 sekund
3) 72°C 10 minuat

3.8.10 Purifikacia produktov z PCR reakénej zmesi

Ziskané amplikony z PCR boli purifikované pomocou NucleoSpin Gel and PCR Clean-
Up kitu. Po skonceni PCR a overeni produktov pomocou gélovej elektroforézy, boli
vybrané PCR reak¢né zmesi spojené V jednej 1,5 ml mikrosktimavky. Nasledne boli
pridané dva diely NTI pufru na jeden diel vzorky. Takto pripravena zmes bola nanesena
na NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kolonu (max 700 pl) s naslednou centrifugaciou
pri 11 000xg, 21 °C, po dobu 30 sekund. Tekutina pretecenad koloénou bola zo zbernej
skimavky odliata. V pripade, Ze vzorky mali vacsi objem ako 700 ul, bol tento krok
opakovany a na kolonu bol naneseny zvysSny objem vzorky, vzdy maximalne po 700 pl.
Po naneseni celého objemu vzorky bola kolona nésledne premyta 700 pl pufru NT3 s
naslednou centrifugéaciou pri 11 000xg, 21 °C, po dobu 30 sektind. Tekutina prete¢ena
kolénou bola odliata a premyvaci krok bol zopakovany pre ziskanie lepSieho pomeru
DNA : protein (pomer hodnot Agso/Azso). PO odliati tekutiny preteenej koloénou bola

skumavka s koloénou centrifugovana naprazdno (11 000xg, 21 °C, 1 minuta) a nasledne
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dve minuty inkubovana v termobloku pri 70 °C, pre kompletné odstranenie
reziduélneho etanolu z NT3 pufru. Koldna bola nasledne umiestnend do ¢istej 1,5 ml
mikrosktimavky a DNA bola eluovana v 15 pl predohriateho (70 °C) elu¢ného pufru
NE. Kolony boli ponechané inkubécii po dobu jednej mintuty pri laboratornej teplote, s
naslednou centrifugaciou pri 11 000xg, 21 °C, po dobu 60 sekund. Koncentracia
ziskanych purifikovanych attB PCR amplikonov bola zmerand na spektrofotometre

NanoDrop.

3.8.11 Priprava Entry klonu (BP reakcia)

Priprava tzv. Entry klonu (PCR fragment v donorovom vektore) moze byt vykonana
celkovo Styrmi r6znymi spdsobmi. V tejto praci bola zvolend stratégia pripravy Entry
klonu pomocou produktov PCR reakcie s primermi, ktoré okrem Specifickej sekvencie
pre ENT gény obsahovali taktiez 5'-terminalne attB sekvencie. Boli zvlast pripravené
Entry klony so STOP kodénom a bez STOP kodonu. Po PCR amplifikécii a precisteni
PCR produktov pomocou NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kitu bola nasadena BP
reakcia podla Tabul'ky 4.

Tabul'ka 4 — ZloZenie reakénej zmesi pre BP reakciu

Zlozka Objem (ul)
attB PCR produkt (15-150 ng) 1-7
pDONR207 (150 ng) 1
TE pufor, pH 8,0 do 8
BP Clonase™ II enzyme mix 2

Po napipetovani vSetkych zloziek BP reakcie podl'a Tabul'ky 4 bola tito zmes dvakrat
zvortexovand, vzdy po dobu dvoch sekund s néaslednou kratkou mikrocentrifugaciou.
Reakéna zmes bola inkubovana cez noc pri laboratornej teplote. Pre ukoncenie
rekombinacnej reakcie bol pridany 1 pl proteinazy K a reakénad zmes bola inkubovana

pri teplote 37 °C, po dobu 10 minut.
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3.8.12 Transformacia baktérii E. coli TOP10 metédou teplotného Soku
Pre transforméciu teplotnym Sokom boli pouzité chemokompetentné baktérie E. coli
TOP10, ktoré boli vybrané z mraziaku (-80 °C) a pomaly roztopené na I'ade, po dobu
asi 10 minat. Nasledne k baktériam v 1,5 ml mikroskiimavke bolo pridanych 7 ul
rekombinacnej zmesi (po BP reakcii) a baktérie spolo¢ne s rekombinacnou zmesou boli
inkubované na Tlade priblizne 30 minat. Po uplynuti doby inkubacie boli
mikroskimavky na 50 sekund umiestnené do termobloku (42 °C). Po vystaveni baktérii
teplotnému Soku boli mikroskiimavky znovu umiestnené na l'ad. Po dvoch minutach na
I'ade bolo do rekombinacnej zmesi s baktériami pridanych 500 pul SOC média a takto
pripravena zmes bola umiestnena na stolnu trepacku, kde bola inkubovana jednu hodinu
pri 400 RPM a teplote 37 °C.

Po uplynuti inkubacnej doby boli baktérie centrifugované (3000 RPM, 3 minuty),
400 pl supernatantu bolo vo flowboxe odpipetovanych a transformované baktérie boli
resuspendované vo zvy$Snom objeme supernatantu. Nasledne boli baktérie napipetované
na predom pripravené Petriho misky s LB agarom s obsahom gentamycinu a rozotrené
pomocou sterilnej sklenenej hokejky. Takto pripravené misky s transformovanymi

baktériami boli inkubované pri teplote 37 °C cez noc.

3.8.13 Izolacia plazmidov a priprava glycerolovych bakteridlnych

zasobnych kultur

Vzniknuté kolonie na Petriho miskéach s LB agarom s obsahom antibiotik boli sterilnym
Sparatkom naockované do 50 ml centrifugaénych skimaviek sobsahom 10 ml LB
média a gentamycinu. Baktérie v tekutom médiu boli ponechané kultivacii cez noc pri
teplote 37 °C a 180 RPM. Na dalsi den bolo z kazdej bakterialnej kultary vo flowboxe
odobranych 500 pul do sterilnych 1,5 ml mikroskimaviek. K 500 ul bakterialnej kultary
bolo pridanych 500 pl 50 % glycerolu. Nasledne boli takto pripravené kultury
s glycerolom zmrazené v tekutom dusiku a umiestnené do mraziaku (-80 °C).

Zvysny objem bakterialnej kultary bol centrifugovany pri 21 °C, 4600xg, po dobu 20
minat. Po centrifugacii bol supernatant =z centrifugaénych skumaviek odliaty
a vzniknuty pelet bol rozsuspendovany v 250 pl P1 pufru (s obsahom RNazy A a Cinidla
Lyse Blue). Rozsuspendované baktérie boli prepipetované do Cistych 2 ml
mikroskiimaviek. Nasledne bolo pridanych 250 pl lyza¢ného P2 pufru a obsah

mikroskumaviek bol premieSany otdCanim az do vzniku modrého sfarbenia. Nésledne
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bolo pridanych 350 pl neutralizaéného N3 pufru, po jeho pridani bol obsah
mikrosktimaviek ihned’ premieSany otdcanim az kym nedosSlo k iplnému odfarbeniu
vzoriek. Vzorky boli nasledne centrifugované (16 000xg, 21 °C), po dobu 10 mint. Po
uplynuti doby centrifugacie bol vzniknuty supernatant (800 ul) odpipetovany
ananeseny na Qiaprep 2.0 spin koléonu s ndslednou centrifugiciou (13 000 RPM,
21 °C), po dobu 60 sekund. Tekutina pretecend koléonou bola vyliata. Na kolony bolo
nanesenych 750 ul premyvacieho PE pufru s naslednou centrifugaciou (13 000 RPM,
21 °C, 60 sekund) a odliatim pretecenej tekutiny. Tento krok bol znovu opakovany.
Nasledne boli kolony centrifugované pri maximalnych otackach, po dobu jednej
minaty, aby doSlo k odstraneniu rezidualneho PE pufru s obsahom etanolu. Po
odstraneni zvySkov PE pufru boli kolony umiestnené do Cistych 1,5 pl mikroskumaviek,
do stredu kolon bolo napipetovanych 20 pl elu¢ného pufru EB. Vzorky boli po pridani
elu¢ného pufru centrifugované (13 000 RPM, 21 °C, 60 sekund) a ich koncentracie boli

premerané pomocou NanoDropu.

3.8.14 Priprava expresnych konstruktov (LR reakcia)

Po izolécii plazmidov bola nasadena LR reakcia podl'a Tabulky 5.

Tabulka 5 — Zlozenie reak¢nej zmesi pre LR reakciu

Zlozka Objem (ul)
Entry klon (50-150 ng) 1-7
pGWB5/pGWB6 (150 ng) 1
TE pufor, pH 8,0 do 8
LR Clonase™ II enzyme mix 2

Po napipetovani vsetkych zloziek LR reakcie podl'a Tabulky 5 bola tato zmes dvakrat
zvortexovand, vzdy po dobu dvoch sekund s néaslednou kratkou mikrocentrifugaciou.
Reakéna zmes bola inkubovand cez noc pri izbovej teplote. Pre ukoncenie
rekombinacnej reakcie bol pridany 1 upl proteindzy K a reakéna zmes bola inkubovana

pri teplote 37 °C, po dobu 10 minut.
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3.8.15 Transformacia Agrobacterium tumefaciens GVv3101

elektroporaciou

Pre transformaciu elektropordciou boli pouzit¢é chemokompetentné baktérie
Agrobacterium tumefaciens GV3101, ktoré boli vybrané z mraziaku (-80 °C)
a ponechané na 'ade po dobu 10 minuat. Nasledne k baktériam v 1,5 ml mikroskimavke
bol pridany 1 pl rekombinacnej zmesi (po LR reakcii). Napitie elektroporatoru bolo
nastavené na 1800 V. Vzorky boli napipetované do predchladenych kyviet a kyvety boli
umiestnené do elektroporacnej komory. Na vzorky bolo aplikované napétie (1800 V,
5 ms). Po aplikovani napitia bolo do kyviet rychlo pridanych 200 pl predohriateho
(28 °C) SOC média a vzorky boli ponechané inkubacii na stolnej minitrepacke (28 °C,
400 RPM, po dobu 1 hodiny). Po uplynuti doby inkubacie bolo vo flowboxe pridanych
25 ul na misky s LB agarom s obsahom gentamycinu, rifampicinu a kanamycinu. Misky
boli inkubované pri 28 °C, po dobu dvoch dni.

3.8.16 Tranzientna transformacia Nicotiana benthamiana

Prvy deil boli pripravené Startovacie kultary z glycerolovych bakteridlnych zasobnych
kultar. Do tekutého LB média s obsahom rifampicinu, gentamycinu a kanamycinu boli
sterilnou $pi¢kou vo flowboxe zaockované kultary Agrobacterium tumefaciens, nesuce
konstrukty 35S::GFP:ENT1, 35S:: ENT1:GFP, 35S::GFP:ENT3, 35S::ENT3:GFP,
35S::GFP:ENT6, 35S::ENT6:GFP akontrolny konstrukt 35S::GFP. Bakterialne
kulttry boli kultivované (28 °C, 180 RPM) cez noc.

Druhy den boli 6 tyzdnov staré rastliny N. benthamiana premiestnené z fytotronu do
laboratoria. Pred samotnou transformaciou boli zaliate vodou a zakryté plastovym
obalom, aby doslo k otvoreniu prieduchov v epidermalnej Casti listov. Pre pripravené
bakterialne kultiry bola zmerana hodnota ODggo. Na zaklade hodn6t ODggo bol do 2 ml
mikroskumaviek pre kazdy konstrukt vypocitany a napipetovany urcity objem kultury
tak, aby po naslednej centrifugacii (2 000xg, 4 °C, 10 mintt) a resuspendovani peletu
Vv infiltracnom médiu, mala vzniknut4 suspenzia hodnotu ODgyy = 0,5. Resuspendované
bakterialne kultary boli nasledne inkubované v tme, pri laboratornej teplote, po dobu
jednej hodiny.

Po uplynuti doby inkubacie boli do abaxialnej strany listov aplikované 2 ml
bakterialnej suspenzie pomocou 1 ml striekaciek. Striekacka so suspenziou bola

priloZena k listu, ktory bol podopreny prstom z druhej strany. Pomalym stlaéanim piestu
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bola suspenzia vpravena do listu. PO 72 hodinach od infiltracie boli v okoli miesta
infiltracie pomocou noznic a pinzety odobrané vzorky, ktoré boli ulozené na podlozné
sklicko do kvapky vody. Takto pripravené vzorky boli prikryté krycim sklickom a

pozorované pomocou konfokalneho laserového skenovacieho mikroskopu.

3.8.17 Stabilna transformacia Arabidopsis thaliana metédou floral dip
Prvy den bola pripravena Startovacia kultara. Do 10 ml tekutého LB média, s obsahom
rifampicinu, gentamycinu a kanamycinu, boli zo zmrazenych glycerolovych
bakterialnych zasobnych kultar (-80 °C) zaockované transformované baktérie
Agrobacterium tumefaciens GV3101, nesuce konstrukty 35S::GFP:ENT1, 35S::
ENT1:GFP, 35S::GFP:ENT3, 35S::ENT3:GFP, 35S::GFP:ENT6 a 35S::ENT6:GFP.
Zaockované kultury boli inkubované cez noc pri 28 °C a 180 RPM.

Druhy den boli pripravené sterilné Erlenmeyerove banky o objeme 2 | s 500 ml LB
média. Nasledne boli vo flowboxe sterilne preliate S$tartovacie kultary do 2 1
Erlenmeyerovych baniek a kultiry boli ponechané inkubacii cez noc (28 °C, 180 RPM).

Treti dent boli rastliny, ktoré boli vybrané¢ pre transforméciu, premiestnené
zZ fytotronu do laboratdria, aby doslo k ich aklimatizacii. Pred samotnou transformaciou
boli ostrihané vSetky vytvorené SeSule a opelené kvety. Pre vSetky bakteridlne kultiry
bola zmerana hodnota ODggp, kulttry boli centrifugované (12 000xg, 4 °C), po dobu 10
minut, supernatant bol odliaty a pelet bol resuspendovany v 400 ml inokula¢ného média
do ODggo = 1 — 1,5. Pripravené rastliny boli na par sekiind ponorené do pripravenych
bakteridlnych kultar. Nasledne boli osusené pomocou papierovych obriskov, zabalené
do potravinarskej folie a ulozené do tmy do nasledujiiceho diia.

Stvrty den boli transformované rastliny odbalené, poliate vodou a umiestnené do

fytotronu.

3.8.18 Izolacia vakuol a protoplastov z entl a Col-0

Pre izolaciu vakuol boli pouzit¢ 35 dni staré homozygotné T-DNA inzeréné linie
Arabidopsis ENT1 (SALK _025174) a Col-0. K izolacii boli odobrané 2 gramy ,,mokrej
vahy* listov. Po odobrati vhodnych listov boli tieto listy narezané na priblizne 2 mm
hrubé prazky. Ziskané prazky boli vlozené do krystaliza¢nej misky s predhriatym 30 ml
protoplastovacim enzymovym roztokom (37 °C).

Protoplastovaci enzymovy roztok (zlozenie uvedené v kapitole 3.3.10) s listovymi
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prazkami bol umiestneny do eksikatoru, kde nan bolo aplikované vakuum po dobu 10
minut. Nasledne bola zmes ponechana na trepacke v tme, pri 50 RPM, po dobu styroch
hodin, kedy dochadzalo k postupnému uvolfiovaniu protoplastov. Po uplynuti doby
protoplastovania bola protoplastova suspenzia prefiltrovana pomocou bunkového filtru
s otvormi o0 velkosti 100 um do 50 ml centrifuga¢nej skiimavky. Nasledne bol filtrat
s protoplastmi centrifugovany pri (55xg, 21 °C), po dobu 5 minut. Po centrifugacii bol
supernatant odobrany, pelet opatrne rozsuspendovany v 30 ml premyvacieho pufru
a ziskana protoplastova suspenzia znova centrifugovana (55xg, 21 °C), po dobu 5
minut. Nasledne bol supernatant odpipetovany a pelet rozsuspendovany v 10 ml
premyvacieho pufru. Z 10 ml protoplastovej suspenzie bolo odobranych 520 ul do 2 ml
mikroskiimavky. Protoplastovacia suspenzia bola doplnena na 30 ml premyvacim
pufrom a nasledne centrifugovana (55xg, 21 °C) po dobu 5 minut. Po centrifugacii bolo
k protoplastovému peletu pridanych 10,5 ml lyza¢ného pufru (zlozenie uvedené v
kapitole 3.3.10), suspenzia bola pitkrat zhomogenizovana prepipetovanim. Kvapka
lyzaéného pufru so zlyzovanymi protoplastami bola aplikovana na krycie skli¢ko
a pomocou svetelného mikroskopu boli pozorované uvolnené vakuoly z protoplastov.
Nasledne bolo 2,5 ml vakuol v lyza¢nom pufre napipetovanych do ultracentrifuga¢nych
kyviet. Na vrstvu lyza¢ného pufru (zlozenie uvedené v kapitole 3.3.23.3.10) s
vakuolami bola nanesena 1,5 ml vrstva 4 % Ficollu. Na vrstvu 4 % Ficollu bola
nasledne opatrne nanesend 0,5 ml vrstva vychladené¢ho vakuolarneho pufru. Kyvety
s takto napipetovanym hustotnym gradientom boli centrifugované v ultracentrifuge pri
71 000xg, 10 °C, po dobu 50 mintt. Po skonéeni ultracentrifugacie bolo z rozhrania
4 % Ficollu a vakuolarneho pufru odobranych 500 pl izolovanych vakuol z celkovo
Styroch ultracentrifugacnych kyviet. Konecny objem vzorky izolovanych vakuol
predstavoval 2 ml. Vzorky izolovanych vakuol a protoplastov boli opatrne

homogenizované a pouzité pre poc€itanie Castic na Biirkerovej komorke.

3.8.18.1 Pocitanie izolovanych protoplastov a vakuol na Biirkerovej
komorke
Pred samotnou purifikaciou a kvantifikaciou protoplastovych a vakuolarnych CK musel

byt stanoveny pocet izolovanych ¢astic (vakuol a protoplastov) na 1 pl. Pre tento ucel
bola pouzita Biirkerova komdrka, na ktori bolo ustrihnutou Spi¢kou nanesenych 15 ul
vzorky. Napietovana vzorka bola nasledne opatrne prikryta krycim sklitkom. Castice

(vakuoly alebo protoplasty) boli vizualizované pomocou svetelného mikroskopu a
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pocitané v deviatich vel’kych, tromi ¢iarami ohrani¢enych $tvorcoch komorky o ploche
1 mm? (Obrazok 14). Do po&itania boli zahrnuté Gastice, ktoré sa nachadzali vo vnutri
velkého Stvorca komorky alebo sa dotykali dvoch predom stanovenych stran. Tento

sposob predchadzal chybnému dvojitému zapocitaniu Castic na okrajoch Stvorcov.

0,04 mm?

Obrazok 14 — Schéma Biirkerovej komorky

Pocet ¢astic v 1 ul bol stanoveny podl'a vzorca:

nxz
T cxVxh

B=pocet buniek v 1 ul

n = celkovy pocet napoc€itanych Castic
c= pocet zapocitanych Stvorcov

V = plocha pouzitého Stvorca

h = hibka komérky

z = riedenie

Spocitané vakuoly boli zamrazené v tekutom dusiku a ulozené do mraziaku (-80 °C).

3.8.19 Purifikacia cytokininov z vakuolarnej a protoplastovej frakcie

Pred samotnou LC-MS/MS analyzou boli purifikované CK z izolovanych vzoriek

vakuol a protoplastov. VVzorky vakuol a protoplastov boli skokovo zamrazené v tekutom
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dusiku a nasledne pomaly rozmrazené na l'ade. Tento krok bol niekol’kokrat opakovany,
aby doslo k popraskaniu vsetkych vakuol a protoplastov v jednotlivych vzorkach.
Nasledne bol zmerany objem vzoriek avzorky boli rozpipetované podla poctu
protoplastov/vakuol na replikaty. K vzorkam bolo pridanych 0,5 ml modifikovaného
Bieleskiho roztoku a tiez 14 pl interného Standardu. Vzorky boli nasledne inkubované
na rotacnej trepacke, pri teplote 4 °C s naslednou centrifugaciou pri 20 000 RPM, po
dobu 15 mintt. Supernatant bol odobrany do Cistej 15 ml sklenenej skiimavky a jeho
objem bol doplneny na 3 ml 1 mol‘I"?* roztokom kyseliny mravcej.

Purifikacia pomocou SPE (extrakcia na pevnej faze) MCX (Mixed-mode, strong
Cation-exchange) kolon prebehla celkovo v Styroch krokoch: aktivacia kolon, aplikacia
vzorky, premyvanie, elicia. Kolony boli aktivované premytim roztokmi v nasledujucom
poradi: 100 % metanol, H,O, 50 % HNO3, H,O a 1 mol-1? roztokom kyseliny mravcej,
vzdy v objeme 1 ml. Na aktivované SPE MCX kolony boli nanesené vzorky (3 ml).
Nasledne boli kolény premyvané 1 ml 1 mol-1" roztokom kyseliny mravéej. Elicia
prebehla aplikovanim 2 ml 80 % MeOH pre eluciu auxinov (tato frakcia nebola
odoberand), 1 ml 0,35 mol-I"* NH4OH pre elticiu NT a 2 ml 0,35 mol-I"* NH;OH v 60 %
metanole pre elaciu B a OG, pri¢om tieto CK frakcie boli odoberané do jednej sklenenej
skimavky.

Eluované vzorky boli nasledne odparené na odparke a resuspendované v 40 pl 5 %
metanolu. Vzorky boli nasledne vortexované a 5 minut sonikované. Po sonikécii boli
vzorky napipetované do skumaviek s centrifugaénymi filtrami NanoSep (0,2 um) a
nasledne boli centrifugované pri 7 500 RPM, po dobu 5 minat. Vzorky boli nakoniec
napipetované do Micro Insert skimaviek, ktoré boli uzavret¢ do vialiek. Takto
pripravené purifikované vzorky boli dalej analyzované pomocou hmotnostnej

spektrometrie.

3.8.20 UHPLC-MS/MS

Purifikované vzorky v metanole boli pouzité k analyze obsahu CK pomocou metody
ultra vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (UHPLC) v spojeni s tandemovou
hmotnostnou spektrometriou (MS/MS). Analyzované vzorky purifikovanych CK boli na
kolonu Acquity UPLC BEH C18, 1,7 um, 150 x 2,1 mm s reverznou fazou nastreknuté
v objeme 10 ul. Kolonovy termostat bol nastaveny na teplotu 45 °C. Separacia vzoriek

prebichala 20 mintt v gradiente metanolu (A) a 15 mM mrav¢ane aménnom (pH 3,95 ,
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B) pri rychlosti 0,35 ml/min: 0 min — 10% A:B), 10 min — 23% A, 15 min — 36% A. Na
konci elucie bola koléna premyta 100% A (2 min) a ekvilibrovand na pociato¢né
podmienky (10:90, A:B) po dobu 3 minut.

Podmienky pre hmotnostna spektrometriu boli nastavené nasledovne: napitie v
kapilare — 1 KV, teplota zdroja — 150 °C, desolva¢na teplota — 600 °C, prietok
desolvaéného plynu (dusik) — 1000 I'h™, iontovd energic 1/2 0,5/1,0 V,
vstupné/vystupné napitie 0,5V, kolizny prietok plynu — 0,2 ml min™, rozligenie
LM/HM - 2,8/14,75, doba merania prechodu jednotlivého i6nu (dwell time) — 0,01 s.
Stanovenie endogénnej hladiny CK vo vzorkach izolovanych vakuol prebiehalo
pomocou viacnasobného monitorovania reakcie (MRM) protonovaného prekurzora a
prislusnych produkovanych ionov (Novak et al., 2017). Purifikované vzorky CK z
protoplastov a vakuol boli kvantifikované pomocou izotopovej zriedovacej metddy a
programu MassLynx. Ziskané data boli Statisticky vyhodnotené metdédou T-testu
v programe MS Excel.

3.8.21 SDS-PAGE

Pomocou metéd SDS-PAGE a Western blot bola analyzovand pritomnost GFP
znatenych ENT proteinov v tranzientne transformovanych listoch Nicotiana
benthamiana a tiez bola overovana Cistota izolovanej vakuolarnej frakcie izolovanej z
Arabidopsis thaliana Col-0 aentl mutantnej linie. Pre SDS PAGE boli vzorky
tranzientne transformovanych listov Nicotiana benthamiana spracované pomocou
tekutého dusiku na jemny prach. 200 mg takto spracovaného materidlu bolo navaZenych
do 2 ml mikroskimaviek. K navdZenému materidlu v 2 ml mikroskimavkach bolo
pridanych 400 pl extrakéného pufru. Nésledne boli k vzorkdm pridané 2—3 sklenené
gulicky a vzorky boli umiestnené na trepacku (800 RPM, 4 °C, 30 minut). Vzorky boli
nasledne centrifugované (20 000xg, 4 °C) po dobu 5 minut. Supernatant bol po
centrifugécii odpipetovany do €istych 1,5 ml mikroskumaviek.

Vo vzorkach izolovanych vakuol a protoplastov boli proteiny extrahované
zamrazenim vzoriek v tekutom dusiku a naslednym pomalym roztopenim vzoriek na
lade. Nésledne bolo do cistej 1,5 ml mikroskimavky odobranych 19,5 ul vzoriek
(proteinovy extrakt transformovanych listov Nicotiana benthamiana, ako aj opakovane
zamrazené a rozmrazené vzorky izolovanych vakuol a protoplastov Arabidopsis) a bolo

k nim pridanych 7,5 pl 4x vzorkovacicho pufru (Bio-Rad) a3 pl 10x redukéného
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¢inidla (Bio-Rad). Takto pripravené vzorky boli inkubované v termobloku pri 70°C, po
dobu 10 minut. Nasledne boli gély vybrané z obalov, hrebienok bol opatrne vytiahnuty
a bola zostavena elektroforeticka aparatira. Do elektroforetickej komory bol naliaty 1x
Bolt MES Running Buffer a cely objem vzoriek bol napipetovany do ur¢enych jamiek
polyakrylamidového gélu. Do vybranych jamiek gélu bol napipetovany 1 pl Standardu
molekulovej hmotnosti. Napitie bolo nastavené na 120 V a vzorky boli separované po

dobu 35 minut.

3.8.22 Western blotting
Po skonéeni SDS-PAGE boli gély opatrne odobrané $pachtl'ou a premyté v destilovanej

H,0. Nasledne boli premyvané v 1x prenosovom pufri po dobu desiatich minut. Pre
prenos proteinov z gélu bola pouzita polyvinyldifluoridova (PVDF) membrana. PVDF
membrany boli aktivované v metanole a nasledne premyvané v 1x prenosovom pufri, po
dobu 10 minat. S PVDF membranami bolo manipulované vyhradne pomocou Cistej
pinzety. Nasledne boli poskladané sendvice (V poradi: penovy vankutsik, 2x filtraény
papier, gél, membrana, 2x filtraény papier, penovy vankusik), ktoré boli umiestnené do
prenosovej komory. Do komory boli taktiez vloZzené chladitka a komora bola po okraj
naplnena 1x prenosovym pufrom. ZloZena prenosova aparatura bola umiestnenad do
chladnicky, konstantné napitie bolo nastavené na 100 V, po 1,5 h bolo zniZené na
14 V a komory so sedviémi boli takto ponechané do d’alSieho dna.

Na druhy den bola aparatira odpojena od zdroja, sendvi¢ bol rozlozeny a PVDF
membrany boli oplachnuté v destilovanej H,O. Nasledne boli premyvané v blokovacom
pufri po dobu jednej hodiny. Po oplachnuti blokovacieho pufru destilovanou H,O, boli
membrany inkubované po dobu jednej hodiny v 2 ml roztoku primarnej protilatky na
parafilme. Nasledne boli membrany premyvané trikrat v 1x TBST, vzdy po dobu
10 minuat. Premyté membrany boli jednu hodinu inkubované v 2 ml roztoku sekundarnej
protilatky znacenej chrenovou peroxiddzou, na parafilme. Po uplynuti doby inkubacie
bola sekundarna protilaitka z membran odmyvana trikrat v 1x TBST, vzdy po dobu
10 minut. Pre vyvolanie HRP signalu bola pouzita zmes komercnych roztokov Peroxide
solution a Luminol/enhancer solution, v pomere 1:1. Membrany boli umiestnené do
euroobalovej folie, na membrany boli napipetované 2 ml zmesi komerénych roztokov.
HRP signal bol vizualizovany pomocou transiluminatoru ChemiDoc a programu

BioLab.
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4 VYSLEDKY

V tejto diplomovej praci su ziskané vysledky prezentované v 6smich podkapitolach.
Prva podkapitola sa zaobera fenotypizaciou nadzemnej Casti T-DNA inzer¢nej linie
entl, druha podkapitola sa zaobera fenotypizaciou korenovej casti tejto linie. Tretia
astvrta podkapitola sa zaobera pripravou expresnych konstruktov ENT pod 35S
promotorom S N-termindlnou a C-terminalnou GFP znackou, tranzientnou
transformaciou Nicotiana benthamiana tymito konstruktmi a konfokalnou laserovou
skenovaciou mikroskopiou GFP zna¢enych ENT (ENT1, ENT3 aENT6). Piata
podkapitola sa zaoberd stabilnou transformaciou Arabidopsis. V Siestej a siedme;j
podkapitole st uvedené vysledky izolacii vakuol z T-DNA inzerénej linie entl a Col-0
a naslednej ultra vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie v spojeni s tandemovou
hmotnostnou spektrometriou (UHPLC-MS/MS), pomocou ktorej boli analyzované
purifikované CK zo vzoriek izolovanych vakuol a protoplastov. V poslednej kapitole su
uvedené vysledky imunodetekcie fuznych proteinov ENT s GFP znackou
a imunodetekcie vakuolarneho markeru a markeru endoplazmatického retikula (ER) vo

vzorkach izolovanych vakuol a protoplastov, pre overenie Cistoty vakuolarnej frakcie.

4.1 Fenotypizacia nadzemnej ¢asti T-DNA inzercnej linie Arabidopsis

thaliana entl
ENT1 predstavuje kandidatny protein sprostredkujici CK transport. Prvym cielom tejto
diplomovej prace bola preto charakterizacia fenotypu jeho T-DNA inzerénej linie
entl(SALK _025174) pri S$tandardnych podmienkach, ako aj po oSetreni CK.
Fenotypizacia nadzemnej casti bola vykonana dvomi sposobmi, priCom prvym bola
analyza listovej plochy (Obrazok 15) a druhym analyza relativnej rychlosti rastu
(,,relative growth rate”, RGR) (Obrazok 16). Oba parametre boli analyzované pomocou
PlantScreenTM Robotic XYZ System pocas siedmich dni, kazdy den v rovnakom cCase
a ziskané data boli spracované a Statisticky vyhodnotené dvojfaktorovym ANOVA
testom s opakovanim pomocou programu MS Excel. Vsetky hodnoty uvedené na
Obrazku 15 vykazovali signifikantne rozdielnu (p < 0,05) listova plochu pri porovnani
entl aCol-0 vo vsetkych analyzovanych podmienkach (bez oSetrenia cytokininmi,
v pritomnosti 10 nmol-1* BAP a v pritomnosti 100 nmol-1* BAP). V pripade RGR
analyzy vykazovali signifikantne rozdielnu (p < 0,05) relativnu rychlost’ rastu pri

porovnani entl aCol-0 vo vSetkych analyzovanych podmienkach (bez oSetrenia
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cytokininmi, v pritomnosti 10 nmol-I* BAP av pritomnosti 100 nmol-I* BAP) iba

hodnoty v tretom dni RGR analyzy.
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Obrazok 15 — Graf porovnania listovej plochy T-DNA inzer¢nej linie entl (SALK_025174) a
Col-0, meranych pocas siedmich dni pomocou PlantScreenTM Robotic XYZ System, kazdy den
vrovnakom case (0 16 h), Col-0 — Col-0 v standardnych podmienkach bez oSetrenia
cytokininmi, Col-0 10 nM BAP — Col-0 v pritomnosti 10 nmol-1* BAP, Col-0 100 nM BAP —
Col-0 v pritomnosti 100 nmol-1* BAP, entl — entl v §tandardnych podmienkach bez oetrenia
cytokininmi, entl 10 nM BAP— ent1 v pritomnosti 10 nmol-1* BAP, ent1 100 nM BAP — entl
v pritomnosti 100 nmol-1* BAP. Hodnoty v grafe predstavuju aritmeticky priemer + §tandardna
chyba (SE) plochy, vzdy z 96 biologickych vzoriek.
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Obrazok 16 — Graf porovnania relativnej rychlosti rastu listovej plochy T-DNA inzer¢nej linie
entl (SALK 025174) a Col-0, vypocitanej z listovej plochy Col-0 aentl meranych pocas
siedmich dni pomocou PlantScreenTM Robotic XYZ System, kazdy den v rovnakom ¢ase (0 16
h), Col-0 — Col-0 v standardnych podmienkach bez oSetrenia cytokininmi, Col-0 10 nM BAP —
Col-0 v pritomnosti 10 nmol-1! BAP, Col-0 100 nM BAP — Col-0 v pritomnosti 100 nmol-1*
BAP, entl — entl v Standardnych podmienkach bez oSetrenia cytokininmi, entl 10 nM BAP-—
entl v pritomnosti 10 nmol-1* BAP, ent1 100 nM BAP — entl v pritomnosti 100 nmol-1"* BAP.
Hodnoty v grafe predstavuju median + Standardna chyba (SE) RGR, vzdy z 96 biologickych
vzoriek.

Vysledky analyzy listovej plochy T-DNA inzerc¢nej linie entl (SALK 025174)
a Col-0 naznacuju, zZe listova plocha dosahuje v priemere vysSie hodnoty u zastupcov T-
DNA inzer¢nej linie entl v porovnani s divym typom pri Standardnych podmienkach
bez aplikacie cytokininu, pri aplikacii 10 nmol-I* BAP a 100 nmol-I* BAP rovnako
pozorujeme Statisticky vyznamny rozdiel zvicSenej listovej plochy medzi entl
ovplyvnenymi rastlinami a kontrolou divého typu pocas vSetkych dni analyzy. V
pritomnosti 10 nmol-1" BAP boli hodnoty listovej plochy v priemere vyssie u entl s
vynimkou 4. diia analyzy.

Median relativnej rychlosti rastu analyzovanych semendcikov dosahoval v treti den
svoje minimum V pripade vSetkych analyzovanych (oSetrenych aj neoSetrenych)
semenacikov Col-0 aentl. Svoje maximum dosahoval v piaty den v pripade

neosetrenych Col-0 a entl v podmienkach pritomnosti 100 nmol-1"* BAP a v iesty defi
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v pripade neosetrenych entl, Col-0 a entl v podmienkach pritomnosti 10 nmol-1"* BAP
a Col-0 v podmienkach pritomnosti 100 nmol-1" BAP.

Median celkovo najvys$Sej a najnizSej RGR spomedzi vsetkych analyzovanych
semenacéikov bol zaznamenany v oboch pripadoch u semenacikov entl oSetrenych
10 nmol-1"* BAP.

Pri porovnani Col-0 aentl v sStandardnych podmienkach je median relativnej
rychlosti rastu vyssi v pripade semenacikov Col-0 od druhého po piaty den analyzy
a tiez v siedmy den analyzy.

Pri porovnani Col-0 aentl v pritomnosti 10 nmol-I* BAP je median RGR vyssi
v pripade semenacikov Col-0 od tretieho po piaty den analyzy atieZz v siedmy den
analyzy, pricom median RGR semenacikov entl bol vyssi v druhy a Siesty defi analyzy.

Pri porovnani Col-0 aentl v pritomnosti 100 nmol-I* BAP je median RGR vyssi
Vv pripade semenacikov Col-0 vo vSetky dni analyzy.

Z uvedenych dat je zrejmé, Ze relativna rychlost’ rastu sa dynamicky meni v priebehu
sledovaného obdobia ako pre Col-0, tak aj pre entl. entl reaguje uz na aplikaciu

10 nmol-1* BAP citlivejSie ako kontrola — dochédza k oscilacii relativnej rychlosti rastu.

4.2 Fenotypizacia korenovej ¢asti T-DNA inzerc¢nej linie Arabidopsis

thaliana entl
Fenotypizacia korefiovej sustavy bola vykonana postrednictvom analyzy dizky
primarneho korenia (Obrazok 17) apoctu laterdlnych korenov (Obrdzok 18) 14 dni
starych rastlin T-DNA inzer¢nej linie V porovnani s divym typom, pri $tandardnych
podmienkach, ako aj po oSetreni BAP atZR. Misky so semenafikmi boli snimané
pomocou skeneru a programu WinRhizo, oba parametre boli analyzované pomocou
programu ImageJ a ziskané data boli spracované programom MS Excel so Statistickym

vyhodnotenim pomocou T-testu.

4.2.1 Analyza dizky primarneho koreiia

CK hraju vyznamnt tulohu v regulacii korefiového rastu. Dizka primarneho koreia
jednotlivych zastupcov bola analyzovand pomocou programu Image]J. Pomocou
programu MS Excel bol z nameranych hodnét dizok primarnych koretiov vypoditany
aritmeticky priemer, Smerodajna odchylka atiez p-hodnota pomocou T-testu, ktory

preukazal Statisticky vyznamny rozdiel U neoSetrenych rastlin a rastlin oSetrenych
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10 nmol-1* tZR (p < 0,05), aviak nie u rastlin oSetrenych 10 nmol-1" BAP.

Dizka primarneho koreria Col-0 a ent1
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Obrazok 17 — Graf porovnania priemernej dizky primarneho korenia 14 dni starych rastlin T-
DNA inzer¢nej linie entl (SALK_025174) a Col-0, kontrola — v standardnych podmienkach bez
oSetrenia cytokininmi, BAP — v pritomnosti 10 nmol-1"* BAP, tZR — v pritomnosti 10 nmol-1*
tZR. Hodnoty v grafe predstavuju aritmeticky priemer = SD, vzdy zo 45 biologickych vzoriek,
uvedené hodnoty boli vyhodnotené pomocou T-testu Vv programe MS excel, zatvorky
znazoriiuju porovnavané hodnoty v ramci T-testu, hviezdicka oznacuje Statisticky vyznamny
rozdiel (p < 0,05)

Analyzou dizky primarneho koretia T-DNA inzerénej linie ent1 bolo zistené, Ze tato KO
linia ma v priemere 00,4 cm dlh$i primarny korefi v porovnani s divym typom
v standardnych podmienkach bez pritomnosti cytokininov, v priemere 0 0,2 cm dlhsi
primarny koreni v porovnani s divym typom v podmienkach pritomnosti exogénne
dodaného BAP (nesignifikantna hodnota) a v priemere 0 0,5 cm dlh$i primarny koren

V porovnani s divym typom v podmienkach pritomnosti exogénne dodaného tZR.

4.2.2 Analyza poctu lateralnych korenov

CK taktiez vyznamne inhibuji tvorbu lateralnych koreniov. Pocet laterdlnych korenov
jednotlivych zéstupcov bol analyzovany pomocou programu ImageJ. Pomocou
programu MS Excel bol znameraného pocétu lateralnych korenov vypodcitany
aritmeticky priemer, smerodajna odchylka atiez p-hodnota pomocou T-testu, ktory
preukazal Statisticky vyznamny rozdiel uneoSetrenych rastlin a rastlin oSetrenych

10 nmol-I™* tZR (p <0,05), avsak nie u rastlin osetrenych 10 nmol-1"* BAP.
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Obrazok 18 — Graf porovnania priemerné¢ho poctu lateralnych korenov 14 dni starych rastlin T-
DNA inzer¢nej linie entl (SALK_025174) a Col-0, kontrola — v §tandardnych podmienkach bez
oSetrenia cytokininmi, BAP — v pritomnosti 10 nmol-I* BAP, tZR — Vv pritomnosti 10 nmol-1*
tZR. Hodnoty v grafe predstavuju aritmeticky priemer + SD, vzdy zo 45 biologickych vzoriek,
uvedené hodnoty boli vyhodnotené pomocou T-testu v programe MS excel, zatvorky
znazoriiuju porovnavané hodnoty v ramci T-testu, hviezdicka oznacuje Statisticky vyznamny
rozdiel (p < 0,05)

Analyzou poctu lateralnych koreiov T-DNA inzerénej linie ent bolo zistené, ze KO
linia ma v priemere 02,4 lateralnych korenov viac V porovnani s divym typom
v §tandardnych podmienkach bez pritomnosti cytokininov, v priemere 0 0,9 lateralnych
koretiov viac v porovnani sdivym typom V podmienkach pritomnosti exogénne
dodaného BAP (nesignifikantna hodnota) a v priemere 0 2,2 lateralnych korenov viac

V porovnani s divym typom v podmienkach pritomnosti exogénne dodaného tZR.

4.3 Priprava expresnych ENT konstruktov s GFP znackou
Prvym krokom v priprave expresnych ENT konstruktov s GFP znackou pod
konstitutivnym 35S promotorom bola izolacia celkovej RNA. Zo semenacikov Col-0

boli pripravené Styri nezavislé vzorky a ich kvalita bola otestovana pomocou agarézovej

elektroforézy (Obrazok 19).
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Obrazok 19 - Elektroforetogram kontroly integrity celkovej RNA. M — Standard molekulovej
hmotnosti, 1 — 4 — vzorky izolovanej celkovej RNA. Do jamiek bolo nanesenych 1 pl RNA
odpovedajucich priblizne 1 % z celkového pripraveného mnozstva.

Vzorky RNA boli osetrené DNazou, prepisané do cDNA a pouzité pre PCR reakciu s
GATEWAY primermi s attB sekvenciou (Obrazok 20). Primery ENT1_GWREO1,
ENT3 GWREO1 a ENT6 GWREO1 boli navrhnuté so STOP kodénom pre naslednt N-
terminalnu GFP fuziu v expresnom vektore pGWB6, pricom primery ENT1 GWREO02,
ENT3 _GWREO02 a ENT6_GWREO02 boli navrhnuté bez STOP kodonu pre néslednu C-

terminalnu GFP fiziu v expresnom vektore pPGWBS.
M 1 2 3 4 5 6
5000 “
1500 - -~ -

500!
B E T

Obrazok 20 — Elektroforetogram attB PCR produktov pripravenych pomocou primerov s attB
oblastami. M — Standard molekulovej hmotnosti, 1 — draha amplikonu pripraveného pomocou
primerov ENT1 GWFWO01 + ENT1 GWREOQOL bez pridania DMSO, 2 — drdha amplikonu
pripravené¢ho pomocou primerov ENT1I _GWFWO01 + ENT1_GWREO1 po pridani 3 % DMSO,
3 — draha amplikonu pripraveného pomocou primerov ENT3 GWFWO01 + ENT3_GWREO1 bez
pridania DMSO, 4 — draha amplikonu pripraveného pomocou primerov ENT3 GWFWO01 +
ENT1 _GWREOI1 po pridani 3 % DMSO, 5 — draha amplikonu pripraveného pomocou primerov
ENT6_GWFWO01 + ENT6_GWREOL1 bez pridania DMSO, 6 — draha amplikonu pripraveného
pomocou primerov ENT6. GWFWO01 + ENT6_GWREOI po pridani 3 % DMSO. Do jamiek
bolo nanesenych vzdy 1 pl PCR produktov, hviezdicka ozna¢uje PCR produkty velkostne
odpovedajice ENT kodujicim sekvenciam s attB oblastami

67



Jednotlivé amplikény boli precistené a pouzité pre BP reakciu s vektorom
pDONR207. Po BP reakcii boli takto pripravenym vektorom transformované baktérie
E. coli TOP10. Vzniknuté kolonie boli zaoCkované do tekutého média a z takto
pripravenych kultir boli izolované plazmidy. Tieto plazmidy boli overované pomocou
PCR s dvojicou primerov, navrhnutou pre att obasti, GWATTLL FW +
GWATTLI1 RE (Obrazok 21).

Obrazok 21 — Elektroforetogram produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovanych z kolonii
E.coli TOP10, transformovanych vektorom pDONR207 po BP reakcii s attB ENT amplikonmi
so STOP kodénom. M — Standard molekulovej hmotnosti, 1 az 5 — drahy amplikénov z
plazmidov izolovanych z piatich vybranych kolénii ENT3, 6 az 10 — drahy amplikénov z
plazmidov izolovanych z piatich vybranych kolonii ENT6, Pre kontrolnt PCR amplifikaciu boli
pouzité primery GWATTL1 FW + GWATTLL1 RE. Do jamiek bolo nanesenych vzdy 1 pl
PCR produktov. Hviezdicka oznacuje PCR produkty velkostne odpovedajice ENT kodujucim
sekvenciam s attL oblast’ami

Po kontrolnej PCR boli plazmidy zaslané na kontrolné sekvenovanie, ktoré overilo
spravnost’  ziskanych sekvencii. Pre sekvenovanie boli pouzit¢ primery
pDONR201 207 FW a pDONR201 207 RE. Po sekvenovani boli vybrané vhodné
plazmidy pre LR reakciu s vektorom pGWB6. Po LR reakcii boli takto pripravenym
vektorom transformované baktérie E. coli TOP10. Vzniknuté kolonie boli zaokované
do tekutého média a z takto pripravenych kultir boli izolované plazmidy. Tieto
plazmidy boli overované pomocou PCR s dvojicou primerov, navrhnutou pre att obasti,

GWATTLI FW + GWATTLI RE (Obrézok 22).
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Obrazok 22 — Elektroforetogram produktov kontrolnej PCR plazmidov izolovanych z kolonii
E.coli TOP10, transformovanych vektorom pGWB6 po LR reakcii s pPDONR207 vektorom,
obsahujiicim cDNA sekvencie génov ENT3 alebo ENT6. M — standard molekulovej hmotnosti,
1 az 5 — drahy amplikonov z plazmidov izolovanych z piatich vybranych kolonii ENT3, 6 az 10
— drahy amplikénov z plazmidov izolovanych z piatich vybranych kolonii ENT6. Pre kontrolnii
PCR amplifikaciu boli pouzité primery GWATTL1 FW + GWATTL1_RE. Do jamiek bolo
nanesenych vzdy 1 pul PCR produktov. Hviezdicka oznaCuje PCR produkty velkostne
odpovedajice ENT kodujicim sekvenciam s attB oblastami

Po kontrolnej PCR boli plazmidy zaslané na kontrolné sekvenovanie, ktoré overilo
spravnost’ ziskanych sekvencii. Pre sekvenovanie boli pouzité primery ENT3seqFWO01,
ENT3seqgFWO02 a ENT3seqREO01, ENT3seqREO2 v priprade pGWB6 plazmidov
nesucich ENT3 aprimery ENT6seqFWO01, ENT6seqFW02 aENT6seqREOL,
ENT6seqREOQ2 v pripade pGWB6 plazmidov nesucich ENT6. Po sekvenovani boli
vybrané vhodné plazmidy pre transformaciu Agrobacterium tumefaciens GV3101.

Sekvenovanim overené plazmidy po BP reakcii (Obrazok 21) boli tiez pouzité pre
PCR pripravu attB amplikénov ENT3 a ENT6. Pre tuto PCR reakciu boli pouzité
dvojice primerov ENT3 GWFWO01 + ENT3 GWFW02 aENT6 GWFW0l1 +
ENT6_GWREO02. Postup pripravy expresnych konStruktov s N-terminalnou GFP
znackou bol analogicky s postupom pripravy expresnych konStruktov s C-terminalnou
GFP znackou. Pre C-terminalnu GFP fuziu bol pouzity binarny vektor pGWBS.

Obe formy ENT1 boli pripravené génovou syntézou vo vektore pMK-RQ. S takto
pripravenymi Entry klonmi boli priamou LR reakciou pripravené obe formy expresnych
konstruktov ENT1 (pGWB5 i pGWB6). Takto pripravené ENT1 expresné konstrukty

boli zaslané na kontrolné sekvenovanie, ktoré overilo spravnost’ ziskanych sekvencii.
) y
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4.4 Tranzientna transformacia Nicotiana benthamiana

Listy rastlin N. benthamiana boli transformované pomocou infiltracie baktérii A.
tumefaciens GV3101, ktoré niesli konsStrukty 35S::GFP:ENT1 (N-terminalna GFP
fazia), 35S::ENT1:GFP (C-terminalna GFP fuzia), 35S::GFP:ENT3 (N-terminalna GFP
fazia), 35S::ENT3:GFP (C-terminalna GFP fuzia), 35S::GFP:ENT6 (N-terminalna GFP
fazia), 35S::ENT6:GFP (C-termindlna GFP fuzia) a kontrolny konstrukt 35S::GFP.
Fuzne ENT proteiny boli pozorované po 24-72 hodinach od infiltracie. Pomocou
konfokalneho laserového skenovacieho mikroskopu bol zeleny fluorescenény signal

pozorovany V ¢ase 72 hodin od infiltracie, zeleny fluorescenény signal bol vSak v tomto

experimente pozorovany iba v pripade konStruktov 35S::GFP:ENT1 (N-terminalna
GFP flzia), 35S::GFP:ENT3 (N-terminalna GFP fazia) a 35S::ENT3:GFP
(C-terminalna GFP fuzia) (Obrazok 23).

Obrazok 23 — Tranzientna expresia ENT proteinov s N- a C-terminalnymi znackami v listoch 6
tyzdnov starych Nicotiana benthamiana, pozorovanych 72 hodin od infiltracie. A — pozitivna
GFP kontrola, B — GFP-ENT1 exprimovana z vektoru pGWB6, C — ENT3-GFP exprimovana
z vektoru pGWBS, D — GFP-ENT3 exprimovana z vektoru pGWB6. Hviezdicka — jadro, Sipka
— cytoplazmatické vlakno. Mierka — 20 um
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Fluorescenény signal fuzneho proteinu GFP-ENT1 ukazal, ze GFP-ENT1 je
lokalizovany v  blizkosti plazmatickej membrany, Vv cytoplazme (viditel'né
cytoplazmatické vlakna) a v jadre (Obrazok 23 B). Fuzny protein GFP-ENTL1 teda
vykazoval podobnu lokalizaciu ako pozitivna GFP kontrola (Obrazok 1 A). Fuzny
protein ENT3-GFP bol pravdepodobne lokalizovany na plazmatickej membrane alebo
jej blizkosti, bolo pozorované vel'ké mnozstvo vackovitych Struktir (Obrazok 23 C).
Naproti tomu u konstruktu GFP-ENT3 bol pozorovany spojity fluorescenény signal,
ktory pravdepodobne kolokalizuje s plazmatickou membranou, vackovité Struktury sa
objavili iba ojedinele (Obrazok 23 D). Fuzny protein GFP-ENT1 vykazoval podobnu
lokalizaciu ako pozitivna kontrola. N-terminalna a C-terminalna GFP fuzia s proteinom
ENT3 vykazovali odlisnu lokalizéciu. Fluorescencny signal fiznych proteinov ENT6-
GFP a GFP-ENT6 nebol pozorovany. Tieto vysledky boli overované pomocou metody
western blot (kapitola 4.8.1).

4.5 Stabilna transformacia Arabidopsis metodou floral dip
Vybrané 1 mesiac staré¢ rastliny Arabidopsis boli transformované baktériami
Agrobacterium tumefaciens GV3101, ktoré obsahovali konstrukty 35S::GFP:ENT1
(N-terminalna GFP fuzia), 35S::ENT1:GFP (C-terminalna GFP fuzia), 35S::GFP:ENT3
(N-terminalna GFP fuzia), 35S::ENT3:GFP (C-terminalna GFP fuzia), 35S::GFP:ENT6
(N-terminalna GFP fuzia) a 35S::ENT6:GFP (C-terminalna GFP fuzia).

Po priblizne 14 diioch od transformécie boli zrelé semend z transformovanych rastlin
zozbierané¢ do papierovych sackov asi pripravené na selekciu a pripravu

homozygotnych nadexprimovanych ENT linii.

4.6 Izolacia vakuol a protoplastov z entl a Col-0

Vakuoly a protoplasty boli izolované z listov 35 dni starych rastlin T-DNA inzer¢nej
linie Arabidopsis thaliana entl (SALK_025174) a Col-0. Izolované vakuoly boli
odoberané ustrihnutou S$pickou zrozhrania 4 % Ficollu avakuolarneho pufru
(Obrazok 24).
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Vakuolarny pufor
Vakuoly

4 % Ficoll

Lyzaény pufor

Obrazok 24 — Pruzok izolovanych vakuol na rozhrani 4 % Ficollu a vakuolarneho pufru po
ultracentrifugécii (71 000xg, 50 minat, 10 °C) v hustotnom gradiente. Pruzok vakuol bol
sfarbeny doruzova v désledku pritomnosti neutralnej ¢ervene v lyzaénom pufre.

Izolaciou protoplastov a vakuol boli ziskané tri biologické replikaty v pripade T-DNA
inzer¢nej linie entl (SALK_025174) a dva biologické replikaty v pripade Col-0.
Pomocou Biirkerovej komorky boli stanovené pocty izolovanych protoplastov a vakuol
v 1 ml. Pre naslednu pracu (CK purifikdcia, UHPLC-MS/MS) boli vzorky rozpocitané
podla Tabulky 6. Boli pripravené dva technické replikaty z troch biologickych vzoriek
entl (protoplasty avakuoly) atri technické replikaty z dvoch biologickych vzoriek
Col-0 (protoplasty a vakuoly), ¢o znamena, ze pre UHPLC-MS/MS analyzu bolo
pripravenych 6 replikdtov pre vzorky izolovanych vakuol a protoplastov od kazdého

genotypu.
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Tabulka 6 — Pocet izolovanych protoplastov a vakuol z T-DNA inzercnej linie entl
(SALK_025174) a Col-0 a priprava replikatov

V pre
) ) ks pre Pocet
Biologicky MS
Genotyp | Vzorka ks/ml MS technickych
replikat analyzu
analyzu replikatov
[ul]
Protoplasty | 661111 165 278 250 2
1A entl
Vakuoly 154 444 | 154444 | 1000 2
Protoplasty | 1044 444 | 174 422 167 3
1B Col-0
Vakuoly 744 444 | 200 000 269 3
Protoplasty | 1605555 | 200 000 125 2
2A entl
Vakuoly 504 444 | 200 000 396 2
Protoplasty | 950 000 158 650 167 3
2B Col-0
Vakuoly 717778 | 200 000 279 3
Protoplasty 872 222 200 000 229 2
3B entl
Vakuoly 291111 | 200 000 687 2

4.7 UHPLC-MS/MS analyza cytokininov

V ramci UHPLC-MS/MS boli analyzované vzorky protoplastov a vakuol izolovanych

z listov T-DNA inzerénej linie entl aCol-0 Arabidopsis. Zistené koncentracie

cytokininovych profilov, ktoré boli stanovené v fmol hladinach boli prepocitané na

100 000 protoplastov/vakuol analyzovanej vzorky.

Pomocou programu MS Excel bol z nameranych hodnét fmol/100 000 ks (vakuol,

protoplastov) vypocitany aritmeticky priemer, smerodajna odchylka a tiez p-hodnota

pomocou T-testu, ktory preukazal Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05).
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Tabulka 7 — Koncentracia cytokininov v protoplastoch a vakuolach Col-0 a entl, koncentracia
(fmol/100 000 protoplastov/vakuol), hodnoty predstavuji aritmeticky priemer + SD, vzdy zo
Siestich replikatov, uvedené hodnoty boli vyhodnotené pomocou T-testu v programe MS excel,
* p < 0,05, pomlcka — nedetekované

Protoplasty Vakuoly
Cytokininy
Col-0 entl Col-0 entl
Celkové CK 279,14+ 9,32 | 246,99+ 63,89 | 352,67 +44,78 | 446,19 + 16,04*
Celkové CK bazy | 4,61+0,85 3,38 £0,50* 1,78 £ 0,28 3,39+ 1,42%
Celkové CK
o 10,09 £ 1,33 10,78 £ 0,35 1,04 + 0,22 1,20 + 0,06
ribozidy
Celkové CK
) 35+7,06 34,28 + 12,07 8,61 £2,91 13,26 £ 3,65
nukleotidy
Celkové CK
) 12,96 £ 0,78 8,85 +4,43* 23,56+ 2,35 26,72 + 2,49
O-glukozidy
Celkové CK
) 216,49 £ 6,06 | 187,36 48,76 | 320,55+37,69 | 401,62+ 15,02*
N-glukozidy
Celkové tZ-typy | 106,32 +£2,56 | 82,78 £22,50* | 151,22 +15,79 | 175,78 +3,62*
tZ 0,81+ 0,38 0,48 £ 0,05 - -
tZR 0,53 £0,16 0,33+ 0,09 0,13 +£0,02 0,12 +0,01
tZRMP - - - -
tZOG 3,72 +£0,63 3,57+1,47 8,23+0,74 7,44 +£1,02
tZROG 1,12 +0,05 1,02 +£0,23 2,04 £0,16 2,38 £0,10*
tZ7G 75,84+ 1,78 | 57,96+ 1423 | 103,30+ 11,81 | 122,90 +4,14*
tZ9G 24,41+ 1,95 19,48 + 6,61 37,52 +3,45 42,95 +2,57*
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Protoplasty Vakuoly
Cytokininy
Col-0 entl Col-0 entl
cZ 2,31+0,44 1,40 £0,22* - -
cZR 5,02 £ 0,68 5,78 £0,38 0,43 £0,04 0,40 £ 0,06
CZRMP 31,52 +£ 6,29 31,37 £10,79 8,15+£2,97 12,86 + 3,68
cZ0G 2,89+ 0,18 2,18 +0,49* 4,54 £0,78 6,75 £ 0,95%*
cZROG 5,07+0,36 4,31 +0,99 8,50 +£0,72 9,86+ 0,82*
cZ7G 40,55+2.45 | 38,63 +8,67 67,11+ 11,05 | 107,28 +22,98*
cZ9G 1,05+0,12 0,99 £ 0,26 1,42 £0,23 1,70 £0,17*
Celkové iP-typy | 1,60+ 0,54 1,58 + 0,47 1,78 + 0,28 3,39 + 1,42%
iP 1,60 + 0,54 1,58 +£0,47 1,78 £ 0,28 3,39+ 1,42*
iPR 4,38 + 0,50 4,49 £ 0,31 0,45+0,19 0,64 + 0,09
iPRMP 3,27+ 0,87 2,60 + 1,38 - -
iP7G 55,80 + 3,83 55,21 £ 14,31 84,67 + 8,49 109,68 + 6,42*
iP9G 4,00+0,48 3,62 +1,36 6,16 +1,15 7,25+ 0,98
Celkové
DHZ-typy 15,35+ 1,38 12,21 £3,52 21,16 £2,04 24,92 +0,63*
DHZ - - - -
DHZR 0,16 = 0,04 0,18 £0,02 0,06 = 0,02 0,05+ 0,02
DHZRMP 0,35+ 0,07 0,31+0,11 0,52 +0,17 0,40 + 0,05
DHZOG 0,16 + 0,03 0,15+0,04 0,24 + 0,02 0,29 £0,01*
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Protoplasty Vakuoly
Cytokininy
Col-0 entl Col-0 entl
DHZ7G 14,19 £ 1,34 11,03 +£3,23* 19,47 £1,97 23,23 £0,70*
DHZ9G 0,64 +0,11 0,53 +0,15 0,90 +0,16 0,95 + 0,09

Porovnanim distribtcie cytokininovych metabolitov vo vzorkach protoplastov a vakuol
bolo zistené, Ze v protoplastoch a vakuolach Col-0 aentl si najviac zastupené
N-glukozidy (78 % v protoplastoch Col-0 a 77 % v protoplastoch entl), pricom vo
vakuolach je obsah N-glukozidov vyssi (90 % vo vakuolach Col-0 a entl). Najmenej
zastapenou CK formou V protoplastoch st bazy (1,65 % v Col-0 a 1,38 % v entl) avo
vakuolach ribozidy (0,29 % v Col-0 a 0,27 % v entl) (Obrazok 25).

Najviac zastipenym CK typom v protoplastoch Col-0 st tZ typy (38,09 %), pricom v
protoplastoch entl mierne prevladaju cZ typy (34,23 %). Vo vakuolach su najviac
zastupené tZ typy (42,85 % v Col-0 a39,01 % ventl). Najmenej zastipené
v protoplastoch, rovnako ako aj vo vakuolaich su DHZ typy v Col-0 aj entl
(Obrazok 26).

Celkovy obsah CK bol signifikantne zvySeny vo vzorkach vakuol entl (Obrazok 27),
pri¢om signifikantné zvysSenie obsahu vo vzorkéach vakuol entl vykazovali vSetky CK
typy (Obrazok 28).

Vo vzorkach vakuol entl bol signifikantne zvySeny obsah CK baz (Obrazok 29),
najviac v pripade iP.

Spomedzi O-glukozidovych CK metabolitov bolo signifikantné zvysenie vo
vzorkach vakuol entl zistené v pripade ¢ZOG a DHZOG (Obrazok 30) a rovnako aj
Vv pripade ich ribozidovych foriem cZROG a DHZROG (Obrazok 31).

N-glukozidy, ktoré predstavuju najviac zastapenu formu CK vo vakuolach,
vykazovali taktieZ signifikantné zvySenie obsahu vo vzorkach vakuol entl, pricom
signifikantne zvysené boli vietky typy N’-glukozidov (Obrazok 32) av pripade N°
glukozidov doslo k signifikantnému zvySeniu obsahu tZ9G a cZ9G (Obrazok 33) vo

vzorkach vakuol entl.
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Obrazok 25 - Graf porovnania percentualneho zastipenia jednotlivych foriem cytokininov vo
vzorkach protoplastov a vakuol izolovanych z 35 dni starych listov T-DNA inzer¢nej linie entl
(SALK_025174) a Col-0, analyzovanych pomocou UHPLC-MS/MS.
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Protoplasty Col-0 Protoplasty ent1
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Obrazok 26 - Graf porovnania percentudlneho zastipenia jednotlivych typov cytokininov vo
vzorkach protoplastov a vakuol izolovanych z 35 dni starych listov T-DNA inzer¢nej linie entl
(SALK_025174) a Col-0, analyzovanych pomocou UHPLC-MS/MS
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Obrazok 27 — Graf porovnania celkového obsahu cytokininov vo vzorkach protoplastov
a vakuol izolovanych z 35 dni starych listov T-DNA inzer¢nej linie entl (SALK_025174)
a Col-0, analyzovanych pomocou UHPLC-MS/MS. Hodnoty v grafe predstavuji aritmeticky
priemer + SD Kkoncentracie cytokininov (fmol) na 100 000 protoplastov/vakuol, uvedené
hodnoty boli vyhodnotené pomocou T-testu v programe MS excel, zatvorky znazornujt
porovnavané hodnoty v ramci T-testu, hviezdi¢ka oznacuje Statisticky vyznamny rozdiel
(p<0,05)
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Obrazok 28 — Graf porovnania celkového obsahu jednotlivych cytokininovych typov vo
vzorkach protoplastov a vakuol izolovanych z 35 dni starych listov T-DNA inzer¢nej linie entl
(SALK_025174) aCol-0, analyzovanych pomocou UHPLC-MS/MS. Hodnoty v grafe
predstavuju  aritmeticky priemer + SD koncentracie cytokininov (fmol) na 100 000
protoplastov/vakuol, uvedené hodnoty boli vyhodnotené pomocou T-testu v programe MS
excel, zatvorky zndzoriiuju porovnavané hodnoty v ramci T-testu, hviezdi¢ka oznacuje
Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05)
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Obrazok 29 — Graf porovnania celkového obsahu cytokininovych baz vo vzorkach protoplastov
a vakuol izolovanych z 35 dni starych listov T-DNA inzer¢nej linie entl (SALK_025174)
a Col-0, analyzovanych pomocou UHPLC-MS/MS. Hodnoty v grafe predstavuju aritmeticky
priemer + SD koncentracie cytokininov (fmol) na 100 000 protoplastov/vakuol, uvedené
hodnoty boli vyhodnotené pomocou T-testu v programe MS excel, zatvorky znazorfuju
porovnavané hodnoty v ramci T-testu, hviezdiCka oznacuje Statisticky vyznamny rozdiel
(p<0,05)
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Obrazok 30 — Graf porovnania celkového obsahu jednotlivych cytokininovych O-glukozidov vo
vzorkach protoplastov a vakuol izolovanych z 35 dni starych listov T-DNA inzercnej linie entl
(SALK_025174) a Col-0, analyzovanych pomocou UHPLC-MS/MS. Hodnoty v grafe
predstavuju  aritmeticky priemer + SD koncentracie cytokininov (fmol) na 100 000
protoplastov/vakuol, uvedené hodnoty boli vyhodnotené pomocou T-testu v programe MS excel
zatvorky zndzorfiuji porovnavané hodnoty v ramci T-testu, hviezdicka oznacuje Statisticky
vyznamny rozdiel (p < 0,05)
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Obrazok 31 — Graf porovnania celkového obsahu jednotlivych cytokininovych ribozid-O-
glukozidov vo vzorkach protoplastov a vakuol izolovanych z 35 dni starych listov T-DNA
inzerénej linie entl (SALK_025174) a Col-0, analyzovanych pomocou UHPLC-MS/MS.
Hodnoty v grafe predstavuju aritmeticky priemer £ SD koncentracie cytokininov (fmol) na
100 000 protoplastov/vakuol, uvedené hodnoty boli vyhodnotené pomocou T-testu v programe
MS excel, zatvorky znazoriiujii porovnavané hodnoty v ramci T-testu, hviezdicka oznacuje
Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05)
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Obrazok 32 — Graf porovnania celkového obsahu jednotlivych cytokininovych N’-glukozidov
vo vzorkach protoplastov a vakuol izolovanych z 35 dni starych listov T-DNA inzer¢nej linie
entl (SALK 025174) a Col-0, analyzovanych pomocou UHPLC-MS/MS. Hodnoty v grafe
predstavuju aritmeticky priemer + SD koncentracie cytokininov (fmol) na 100 000
protoplastov/vakuol, uvedené hodnoty boli vyhodnotené pomocou T-testu v programe MS
excel, zatvorky znazoriiuji porovnavané hodnoty v ramci T-testu, hviezdicka oznacuje
Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05)
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Obrazok 33 — Graf porovnania celkového obsahu jednotlivych cytokininovych N°-glukozidov
vo vzorkach protoplastov a vakuol izolovanych z 35 dni starych listov T-DNA inzer¢nej linie
entl (SALK_025174) a Col-0, analyzovanych pomocou UHPLC-MS/MS. Hodnoty v grafe
predstavuju aritmeticky priemer + SD koncentracie cytokininov (fmol) na 100 000
protoplastov/vakuol, uvedené hodnoty boli vyhodnotené pomocou T-testu v programe MS
excel, zatvorky zndzoriiuju porovnavané hodnoty v ramci T-testu, hviezdi¢ka oznacuje
Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05)

4.8 Western blotting

Metdda blot bola v tejto praci vyuZitd pre dva Gcely: imunodetekciu fiznych proteinov
ENT s GFP znackou z listov tranzientne transformovanych Nicotiana benthamiana
(kapitola 3.8.16) a overenie Cistoty izolovanej vakuolarnej frakcie (kapitola3.8.18) pre
naslednt purifikaciu CK a UHPLC-MS/MS analyzu.

4.8.1 Imunodetekcia fiiznych proteinov ENT s GFP znackou

Z doévodu podobnosti lokalizacie N-terminalnej GFP formy ENT1 s lokalizaciou
pozitivnej kontroly (voI'né GFP), spornej lokalizdcie medzi N- a C-terminalnou GFP
formou ENT3, ako aj zdovodu absencie fluorescencného signalu ostatnych
pripravenych faznych ENT foriem, bola zvolena metoda blot pre detekciu pritomnosti

faznych ENT proteinov pomocou GFP primarnej protilatky (Obrazok 34).
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Obrazok 34 — Membrana inkubovand s GFP primarnou protilatkou o riedeni 1:1000 . MW —
Standard molekulovej hmotnosti, 1 — ENT1-GFP, 2 — GFP-ENT1, 3 — ENT3-GFP, 4 — GFP-
ENT3, 5 — ENT6-GFP, 6 — GFP-ENT6, 7 — pozitivna kontrola (volné GFP), 8 — negativna
kontrola (listy infiltrované cistym infiltracnym médiom), hviezdicka oznacuje pruzok
detekovanych proteinov velkostne odpovedajucich GFP

Vysledky imunodetekcie ukézali pritomnost’ produktu o velkosti priblizne 30 kDa,
rovnako V pripade pozitivnej kontroly. Detekovany protein v drahe so vzorkou
proteinov extrahovanych z tranzientne transformovanych listov Nicotiana benthamiana
konstruktom 35S::GFP:ENT1 bol pravdepodobne vol'ny GFP o velkosti 27 kDa. Nebol
vSak detekovany fuzny protein GFP-ENT1 a rovnako nebol detekovany ani Ziadny iny
fuzny ENT protein v analyzovanych vzorkach a to ani po prenose a vyvolani signalu na

svetlocitlive] membrane.

4.8.2 Overovanie Cistoty vakuolarnej frakcie

Cistota frakcie izolovanych vakuol bola dblezita pre naslednd UHPLC-MS/MS analyzu,
kde by kontamindacia vzoriek izolovanych vakuol inymi organelami znacne skresl'ovala
vysledky analyzy. Pre overenie Cistoty izolovanej vakuolarnej frakcie bola pouzita
protilatka proti proteinu secretion-associated and Ras-related protein 1 (Sarl), ktory
predstavuje marker ER. Western blot analyza bola vykonana pre vzorky vakuol, ako aj

protoplastov (Obrazok 35)
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Obrazok 35 — Overenie Cistoty vakuolarnej frakcie metédou western blot. VIavo —
membrana inkubovand s V—ATPase (vakuoldrny marker) primarnou protilatkou
oriedeni 1:2000, vpravo — membrana inkubovana so Sarl (marker ER) primarnou
protilatkou o riedeni 1:500. MW — standard molekulovej hmotnosti; 1, 5 — vzorky entl
protoplastov; 7, 9 — vzorky Col-0 protoplastov; 2, 6 — vzorky entl vakuol; 4, 8 — vzorky
Col-0 vakuol, hviezdicky oznacuji pruzok detekovanych proteinov velkostne
odpovedajucich e-podjednotke V-ATPazy (31 kDa) a Sarl (21 kDa). Proteinové
nanasky boli v pripade pravej i 'avej membrany identické (19,5 pl).

Vysledky overenia Cistoty vakuoldrnej frakcie pomocou blotu ukazuju, Ze vo
vSetkych analyzovanych vzorkach bol detekovany vakuolarny marker V-ATPaza (31
kDa), zatial' ¢o marker ER, Sarl (21 kDa), bol detekovany vylu¢ne iba v drahach

vzoriek protoplastov.

84



5 DISKUSIA

Predkladand diplomova praca sa zaobera klonovanim pravdepodobnych cytokininovych
transportérov.~ AtENT1, AtENT3 aAtENT6 apripravou  N-terminalnych
a C-terminalnych GFP fuzii pre lokalizaciu transportérov na subcelularnej trovni. Bola
vykonana tranzientna expresia v listoch Nicotiana benthamiana a d’alej bolo v ramci
tejto diplomovej prace =zapocaté odvodenie stabilnych nadexprimujtcich linii
Arabidopsis thaliana. Dalej som sa v ramci diplomovej prace venoval charakterizaciou
charakterizéciou transportnej funkcie AtENT1, meranim obsahu cytokininov vo vakuole
a v protoplastoch a fenotypizaciou jeho T-DNA inzerénej linie, V ramci ktorej bola
charakterizovana zvlast nadzemna cast akorenova cast’ rastliny. Doposial bolo
publikovanych niekol’ko prac, ktoré naznacuji ucast AtENT proteinov pri transporte
roznych foriem cytokininov (Sun et al., 2005; Hirose et al., 2008) a tato diplomova
praca mala za ciel rozsirit’ tieto informacie.

Prvym krokom k lokalizacii vybranych ENT foriem bolo ich samotné klonovanie.
Pre tento ucel bola vyuzitd jednokomponentovda GATEWAY technologia. Priprava
samotnych attB ENT foriem, urenych pre nasledni BP reakciu priniesla znacné
komplikacie. Opakované zmrazovanie arozmrazovanie pracovného roztoku
GATEWAY primerov malo pravdepodobne za nasledok nizku koncentraciu PCR
produktov. Podmienky PCR reakcie bolo nutné optimalizovat’ — Specificky PCR
produkt bol detekovany az po pridani DMSO do reak¢énej zmesi. Tieto problémy su
pravdepodobne zapri¢inené nadmernou dizkou navrhnutych GATEWAY primerov (>50
bp), ktoré tak vytvarali primer-diméry.

V néslednej BP reakcii sa opakovane nepodarilo pripravit ENT1 Entry klon.
Z ¢asovych dévodov bol ENT1 Entry klon pripraveny génovou syntézou. Naproti tomu
vSetky Entry klony boli v LR reakcii rekombinované s vysokou efektivitou. ENT1, 3 a 6
formy bez a so STOP kodonom boli rekombinované do vektorov pGWBS5 a pGWB6 (v
tomto poradi). Tymto sposobom boli pripravené expresné ENT konstrukty s N- a C-
termindlnou GFP znackou pod konstitutivnym 35S promotorom. Konstruktmi boli
transformované baktérie Agrobacterium tumefaciens GV3101 animi boli nasledne
tranzientne transformované rastliny Nicotiana benthamiana a stabilne transformované
Arabidopsis thaliana Col-0.

Mikroskopické pozorovania tranzientne transformovanych rastlin Nicotiana

benthamiana pomocou konfokalnej laserovej skenovacej mikroskopie ukazuju, ze
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dochadza ksilnej expresii oboch ENT3 foriem anaznacuji, ze flhzny protein
GFP-ENT3 (N-terminalna GFP ftzia) sa nachadza na plazmatickej membrane, ¢o je
v stlade s doterajsimi publikovanymi vysledkami pre tento protein (Li et al., 2003;
Traub et al., 2007). Tieto pozorovania bude nutné dalej overit' kolokaliza¢nymi
experimentami S vhodnymi markermi pre plazmaticki membranu (napr. FM4-64).
Oproti tomu fazny protein ENT3-GFP (C-terminalna GFP fazia) vykazuje okrem
lokalizacie na plazmatickej membrane aj lokalizaciu v cytoplazme v podobe
vackovitych Struktur, ktoré boli cCiastotné pozorované aj u predoSlého konStruktu
GFP-ENT3 (N-terminalna GFP ftzia). Mohlo by sa jednat' 0 agregaciu tohto proteinu
alebo o transportovan formu tohto proteinu. Odlisna lokalizacia fiznych proteinov
GFP-ENT3 (N-terminalna GFP fuzia) a ENT3-GFP (C-terminalna GFP fizia) moze byt
zapri¢inend interferenciou C-terminalnej GFP znacky s C-termindlnou signalnou
sekvenciou pre lokalizaciu na plazmatickej membrane. Pre overenie bude nutné ziskat’
data zo stabilnej homoldognej expresie v Arabidopsis.

V pripade GFP-ENT1 (N-terminalna GFP fuzia) bola pozorovana lokalizacia
podobna lokalizacii pozitivnej kontroly samotného GFP pod konstitutivhym 35S
promotorom. Na zaklade predpokladu, Ze lokalizovany signal je pravdepodobne vol'ny
GFP protein, namiesto fuzneho ENT1 proteinu S N-termindlnou GFP znackou, bola do
prace zaclenena imunodetekcia fiznych ENT proteinov pomocou metody Western blot.
Vysledky imunodetekcie ukazujii, Ze v pripade pozorovaného GFP signalu
v konfokalnom mikroskope sa naozaj jedna o vol'ny GFP protein. Detekcia vol'ného
GFP proteinu namiesto fizneho GFP-ENT1 (N-terminalna GFP fuzia) a nemoznost
detekcie formy ENT1-GFP (C-terminalna GFP fuzia) m6zu byt pri¢inou, pre¢o nam
0 lokalizacii tohto transportéru zatial’ napovedaju iba vysledky proteomickych analyz.
Stiepenie GFP mbze nastat’ bud’ pocas fyziologickej degradacie alebo vramci umelého
proteinového GFP linkeru. V tomto pripade sa jednd o linker odvodeny z attB
sekvencie. RieSenim by mohlo byt nahradenie attB linkeru nejakou vhodnejSiou
sekvenciou (Dubin et al., 2008) alebo vlozenie GFP do stredu hostitel'ského proteinu
(Sheridan et al., 2002).

Nezrovnalosti v detekcii ENT3 foriem metddami konfokalnej mikroskopie a Western
blot m6zu byt spdsobené v dosledku pouzitia neidentickych transformovanych rastlin
Nicotiana benthamiana. Pre tuto transformaciu boli pouzité cerstvé kultiry
Agrobacterium tumefaciens GV3101, s odpovedajicimi expresnymi konstruktami, ktoré

vSak po ceznocnej kultivacii nevykazovali idealne hodnoty ODgpo. Ostatné formy
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faznych ENT proteinov s GFP znackou (ENT1-GFP, GFP-ENT6 a ENT6-GFP), sa zial
nepodarilo detekovat’ ani pomocou konfokalnej mikroskopie a ani pomocou metody
Western blot. Na zaklade tychto dat sa domnievame, Ze expresia pripravenych
konstruktov v Nicotiana benthamiana nie je idedlna apre dal$iu pracu je nutné
pracovat’ s homoldgnou expresiou priamo v rastlinach Arabidopsis thaliana.

Dal3ia &ast’ prace bola zamerana na detailnej$iu charakteristiku transportnej funkcie
proteinu  AtENT1. DoterajSie poznatky napovedaju, ze AtENTI sa nachiadza na
tonoplaste (Jaquinod et al., 2007; Bernard et al., 2011).

Pre charakterizaciu fenotypu T-DNA inzer¢nej linie entl bola analyzovana zvlast
nadzemnd akorefiovd cCast. Nadzemna c¢ast’® bola charakterizovand pomocou
PlantScreenTM Robotic XYZ System metédami merania plochy listov a relativnej
rychlosti rastu. Rastliny boli analyzované v Standardnych podmienkach, ako aj
v pritomnosti 10 nmol-1* a 100 nmol-1* BAP. Je zaujimavé, Ze semenaciky entl si
zachovali v priemere vacsiu listova plochu po celt dobu analyzy, ¢o je zrejmé uz v prvy
den analyzy, kedy je plocha 031 % vysSia u neoSetrenych rastlin entl v porovnani
s kontrolou. AvSak relativna rychlost’ rastu nebola pocas vsetkych sledovanych dni
vysSia v pripade semenacikov entl oproti kontrolnym rastlindm. Naopak dochadzalo
k dynamickym zmenam rychlosti rastu u entl, oscilacie hodndt boli najvyssie v pripade
semenacikov entl odetrenych 10 nmol-I* BAP. Tieto vysledky naznacuju, ze entl je
citlivejSia na aplikaciu exogénnych cytokininov, ktoré vyraznejSie menia cytokininova
rovnovahu. SmerodajnejSie vysledky by mohli byt dosiahnuté napriklad exogénnou
aplikaciou ribozidovych foriem cytokininov.

Pri fenotypizacii korefiovej Casti mali analyzované semenaciky entl dlhsi priméarny
koren, ako aj vacsi pocet lateralnych korenov, a to ako v neosetrenych rastlinach, tak aj
po aplikécii predpokladanej transportnej cytokininovej formy tohto transportéru, tZR.
Pozorujeme teda cytokinin hyposenzitivne spravanie, kedy zvySend cytokininova
koncentracia ma niz$i negativny efekt v porovnani s kontrolou divého typu. V
pripade aromatického cytokininu BAP nebola prekvapivo pozorovand ziadna
signifikantnd zmena. Pozorovana zmena je vSak pomerne nizka (7 %) a pre ziskanie
vyraznejSieho efektu bude v budicnosti potrebné pripravit’ viacnasobné ent mutantné
linie, nakol’ko je mozné ocakévat, ze jednotlivé ENT formy sa v transporte cytokininov
dopinaju.

Izolaciou vakuol z listov Arabidopsis T-DNA inzer¢nej linie entl a Col-0

anaslednou kvantifikdciou obsahu jednotlivych cytokininov vo vakuolarnej
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a protoplastovej frakcii entl a Col-0 bola objavena mozna transportna funkcia ENT1 pre
CK. Vysledky distribucie cytokininovych metabolitov vo vakuoldch st podobné
s vysledkami publikovanymi v Jiskrova et al., 2016. Vakuoly T-DNA inzerénej linie
entl maju vacsi obsah roznych cytokininovych metabolitov v porovnani s divym
typom, ¢o naznaCuje, ze ENTI1 protein by naozaj mohol hrat vyznamnu ulohu
Vv cytokininovom transporte. Na zaklade ziskanych vysledkov je mozné predpokladat,
ze AtENT1 by mohol fungovat’ ako vakuoldrny cytokininovy exportér. Hypotéza 0
exportnej funkcii AtENTL je po prvykrat popisana aj v Bernard et al., 2011, kde autori
opisuju AtENT1 ako adenozinovy exportér zvakuoly do cytoplazmy. Zda sa, ze
vakuoly T-DNA inzer¢nej linie v dosledku nefunkéného ENTI1 transportéru nie su
schopné exportovat’ cytokininy z vakuoly a cytokininy st tak vo vd¢Som mnozstve
nahromadené vo vakuoldch. Toto koreSponduje aj s pozorovanym hyposenzitivnym
spravanim korenom entl. Z vysledkov samozrejme nie je mozné urcit, ktoré cytokininy
si Specificky transportované AtENT1. Vo vakuoldch entl bol detekovany zvysSeny
obsah vsetkych cytokininovych typov. Vysledky Sun et al., 2005 ¢iasto¢ne naznacuju,
ze AtENT1 by mohol transportovat’ tZR, nie vSak iPR a iP. V pripade naSich vysledkov
nebolo zistené vyznamné zvySenie obsahu ribozidovych foriem cytokininov vo
vakuolach entl, ribozidové formy cytokininov tvorili < 1 % z celkovych
cytokininovych foriem, ¢o odpoveda Standardnému obsahu cytokininovych foriem
V rastlinach v tomto vyvojovom §tadiu. NavySe konkrétne v pripade tZR bol detekovany
niz8i obsah vo vakuolach entl, zatial' ¢o obsah jeho O-glukozidovej formy bol vo
vakuolach entl vyznamne zvySeny, o mdze svedcCit’ o metabolickych premenach aj vo
vnutri vakuol.

Zaujimavost'ou je zvySeny obsah aktivnej cytokininovej formy iP vo vakuoléach entl,
nakolko z doterajSich vysledkov vyplyva, Ze AtENT1 nemd afinitu pre volné bazy
(Méhlmann et al., 2001). Zvysenie obsahu bolo zistené aj v pripade najabundantnejsSich
glukozidovych foriem cytokininov, ktoré predstavuju inaktivované cytokininové formy.
Zo ziskanych vysledkov je tazké usudit’ ktoré cytokininy st prendSané pomocou
AtENT1, nakol'ko z doterajSich poznatkov nie je jasné, kde v rastlinnej bunke dochadza
ku glukozidécii cytokininov. Pre ziskanie jednoznanych dat bude nutné pripravit
radioaktivne znacené formy jednotlivych cytokininovych foriem a znovu zopakovat
analyzu ich obsahu v protoplastoch a vakuolach. Na rozdiel od Spekulativnej lokalizacie
cytokinin-$pecifickych UGT vo vakuolach (Meek et al., 2008; Pineda Rodo et al., 2008;

Bajguz a Piotrowska, 2009), enzym trans-zeatin O-glykozyltransferaza zo Zea mays a
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Phaseolus vulgaris bol imunodetekovany v jadre, cytozole, bol uzko spojeny s
plazmatickou membranou a nachadzal sa taktiez v bunkovej stene koreniovych buniek Z.
mays (Li et al., 2001). Navyse fuzny protein UGT85AL s GFP znackou z Arabidopsis
bol doteraz detekovany v cytozole a jadre (Jin et al., 2013). Stale vSak existuje malo
informécii o lokalizacii CK glukozidov na subcelularnej trovni. Hoci sa zistilo, Ze
cytokinin-O-glukozidy su pritomné vo vakuolach Chenopodium rubrum (Fusseder a
Ziegler, 1988), nedavne prace ukazuju prevladajucu lokalizaciu oboch typov cytokinin
glukozidov v extracelularnom priestore (Jiskrova et al., 2016; Smehilova et al., 2016).
To, ktoré cytokininy su Specificky prendsané AtENT1 bude predmetom d’alSich préc.

Overenim c¢istoty pomocou metédy western blot nebola zistend ziadna vyznamna
kontaminécia inymi organelami.

Pouzitd metdda izolacie vakuol je v§ak znacne limitovand, nakol'ko takto izolované a
analyzované mozu byt iba vakuoly z listovej ruzice dospelych rastlin. Tato skuto¢nost’
znemoznuje analyzu inych S$tadii vyvoja rastliny. Druhou limiticiou je nemoznost
izolacie vakuol z koretiovej Casti, kde je AtENT1 exprimovany vo vys$ej miere.

Na zaklade vySSie prezentovanych vysledkov bol preukdzany fenotyp T-DNA
inzerCnej linie entl reagujici na cytokininy, predovSetkym tZR. Boli uspeSne
pripravené expresné konstrukty ENT a bola urcend subcelularna lokalizacia AtENTS3.
Dalsie pripravené konstrukty budil testované v Arabidopsis. Vakuoly entl ukazali
signifikantny rozdiel v obsahu cytokininovych foriem. Nie je vSak mozné preukazat),
aké konkrétne formy st zvakuoly prostrednictvom AtENTI1 exportované, blizsia

Specifikacia bude predmetom d’alSich Studii.
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6 ZAVER

V teoretickej Casti diplomovej prace bola vypracovana literarna reSerS na tému
cytokininy so zameranim na biosyntézu, inaktivaciu a degradaciu, cytokininovy
transport a distribuciu cytokininov vo vakuolach.

V praktickej Casti boli pomocou GATEWAY technoldgie tGspes$ne pripravené ENT
expresné  konstrukty  (35S::GFP:ENT1, 35S::ENT1:GFP, 35S::GFP:ENTS3,
35S::ENT3:GFP 35S::GFP:ENT6 a 35S::ENT6:GFP).

Pomocou Agrobacterium tumefaciens, nesticeho prislusné konstrukty, boli
tranzientne transformované rastliny Nicotiana benthamiana abola pozorovana
subcelularna lokalizacia fuznych proteinov ENT pomocou konfokalneho laserového
skenovacieho mikroskopu. Po 72 hodinach od transformacie boli exprimované niektoré
fazne proteiny s GFP znackou. Bola urena subcelularna lokalizacia fuzneho proteinu
GFP-ENT3 (N-terminalna GFP fuzia) v blizkosti plazmatickej membrany. Lokalizaciu
ostatnych fuznych proteinov ENT sa nepodarilo urcit’, pripravené expresné konStrukty
budu vsak testované Vv stabilnych nadexprimujtcich liniach Arabidopsis thaliana,
ktorych odvodenie bolo zapocaté v ramci tejto diplomove;j prace.

V tejto praci bol taktieZz charakterizovany fenotyp T-DNA inzer¢nej linie entl.
Analyzou nadzemnej casti linie entl bolo preukdzané vyznamné zvySenie listovej
plochy entl linie v porovnani s divym typom. Analyzou rychlosti rastu bolo zistené, ze
v entl linii dochadza k dynamickym zmenam rychlosti rastu.

Analyzou korenove] cCasti bol preukazany fenotyp T-DNA inzer¢nej linie entl

reagujuci na cytokininy, predovSetkym tZR.
Taktiez boli vramci diplomovej prace izolované protoplasty a vakuoly z T-DNA
inzer¢nej linie entl adivého typu. Zizolovanych protoplastov a vakuol boli
purifikované cytokininy. Nasledne bol UHPLC-MS/MS analyzou zisteny vyssi obsah
roznych cytokininov, predovsetkym ich inaktivnych glukozidovych foriem. Spomedzi
glukozidovych foriem cytokininov bol vyznamne zvySeny obsah vsetkych
N’-glukozidovych foriem vo vakuolach entl linie.

Prvykrat tak bola objavena transportna funkcia AtENT1 pre cytokininové formy
a bolo tiez zistené, ze AtENT1 funguje ako vakuolarny cytokininovy exportér. Nebolo
vSak mozné preukazat, ktoré cytokininové formy st zvakuoly prostrednictvom

AtENT1 exportované a preto a tato charakterizacia bude predmetom d’alSich studii.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

7G — N7 glukozidy

9G — N9-glukozidy

A37 — adenozin na pozicii 37

ABA — kyselina abscisova

ABC - z anglictiny ,,ATP-binding cassette*

ABCG - z angli¢tiny G subfamily ATP-binding cassette
AHK — Arabidopsis histidinkinaza

AHP — Arabidopsis histidinfosfotransferaza

AK — adenozinkindza

APRT — adenin-fosforibozyltranseraza

ARR — Arabidopsis response regulator

B — bazy

BAP — 6-benzylaminopurin

CCCP — m-chlorofenyl-hydrazon

CK — cytokinin

CKI1 - z angli¢tiny ,,CYTOKININ INDEPENDENT 1
CKX — cytokinin oxiddza/dehydrogenaza

CNT — koncentrativny nukleozidovy transportér
CYP — cytochrém P450

CZ — cis-zeatin

cZOG - cis-zeatin-O-glukozid

CZR — cis-zeatin ribozid

CZRMP — cis-zeatin ribozid 5'-monofosfat

cZROG - cis-zeatin ribozid-O-glukozid

DHZ — dihydrozeatin

DHZ7G — dihydrozeatin N7-glukozid

DMAPP — dimetylallyldifosfat

DMSO - dimethylsulfoxid

DPU — difenylmocovina

eATP —externy ATP

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

ENT — ekvilibrativny nukleozidovy transportér

ER — endoplazmatické retikulum

FAD - flavinadenin dinukleotid

GFP — zeleny fluorescen¢ny protein

GUS — B-glukuronidaza

HMBDP — 1-hydroxy-2-metyl-2-butenyl 4-difosfat
IATP — interné ATP

iP — N®-(A%-izopentenyl)adenin

IP7G — izopentenyladenin N7-glukozid

IP9G — izopentenyladenin N9-glukozid

IPR — izopentenyladenin ribozid

IPR5MP — izopentenyladenin ribozid 5'-monofosfat
IPT — izopentenyltransferaza

KO —,.knock-out“ mutantna linia

LOG -z anglictiny ,,LONELY GUY*

MCX — z angli¢tiny ,,Mixed-mode, strong Cation-exchange*
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MEP — metylén erytritolfosfatova draha

MS — hmotnostna spektrometria

MVA — mevalonatova draha

NBMPR — nitrobenzylmerkaptopurin ribonukleozid

NSH — nukleozidhydrolaza

NT — nukleotidy

OG — O-glukozidy

PCR — polymeréazova ret'azova reakcia

PUP — purinova permeaza

Q0 — 2,3-dimetoxy-5-metyl-1,4-benzochindn

R — ribozidy

RGR — relativna rychlost’ rastu

SAME — S-adenozylmetionin

Sarl — z anglictiny ,,Secretion-associated and Ras-related protein 1¢
SD — smerodajné odchylka

SLC - z angli¢tiny ,,SoLute Carrier”

SPE — extrakcia na pevnej faze

TAE — tris-acetat-EDTA

TCSn — z anglictiny ,,two component signalling sensor new*
tRNA-IPT — tRNA A%-isopentenylpyrofosfattransferaza

tZ — trans-zeatin

tZ7G — trans-zeatin N7-glukozid

tZOG - trans-zeatin O-glukozid

tZR — trans-zeatin ribozid

UDP — uridindifostat

UGT — UDP-glykozyltransferaza

UHPLC — ultra vysokou¢inna kvapalinova chromatografia

98



