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SUHRN

Alternativny zostrih zasadnym sposobom reguluje génovu expresiu, zvysuje plasticitu
transkriptomu a protedbmu u eukaryot. Existuje viacero typov alternativneho zostrihu
S odlisnym zastupenim u rastlin a Zivocichov. U rastlin sa v najvic¢sej miere vyskytuje
typ alternativneho zostrihu zvany zachovanie intrénu, kedy nedochadza k vystrihnutiu
dan¢ho intronu z pre-mRNA odpovedajiceho génu. Vysledkom toho moéze byt
napriklad posunutie ¢itaciecho ramca, vyskyt predcasného terminacného koddénu
a nasledne nefunk¢nost’ prekladaného proteinu.

Tato bakalarska praca je zamerand prave na tento typ alternativneho zostrihu u génu
CRE1/AHK4, kodujaceho cytokininovy receptor, ktory je zodpovedny za prenos
cytokininového signalu cez membranu v modelovom organizme Arabidopsis thaliana.
Tento gén vo svojej sekvencii obsahuje 9 intronov a tak teoreticky méze vytvarat’ vel'ky
pocet mRNA foriem so zachovanymi intronmi. Ciel'om tejto prace bolo najst’ takéto
formy CRE1/AHK4 mRNA pomocou metdédy semikvantitativnej PCR a zistit, ¢i
pritomnost’ vybranych cytokininov ma pozitivny vplyv na ich tvorbu.

Metdédou semikvantitativnej PCR bolo zistené, ze skuto¢ne dochadza k tvorbe
jednotlivych foriem mRNA s jednym alebo viacerymi zachovanymi intronmi a taktiez,

ze V pritomnosti cytokininov dochédza k zvySeniu ich tvorby.



SUMMARY

Alternative splicing fundamentally regulates gene expression, increasing the plasticity
of transcriptome and proteome in eukaryotes. There are several types of alternative
splicing with different distribution in plants and animals. In plants, the most common
type of alternative splicing is intron retention, where the intron is not spliced from the
pre-mRNA of the corresponding gene, resulting in ashift in the reading frame,
premature termination codon and consequently malfunctioning of the truncated protein.

This bachelor thesis is focused on this type of alternative splicing in CRE1/AHK4
gene wich encodes the cytokinin receptor, that is responsible for transferring the signal
through the membrane in the model organism Arabidopsis thaliana. This gene contains
9 introns in its sequence and theoretically can produce a large number of retained intron
mRNA forms. The aim of this work is to find such forms of CRE1/AHK4 using
semiquantitative PCR and to determine whether the presence of chosen cytokinins has
a positive effect on their production.

By semiquantitative PCR method, it was found that mRNA forms with one or more
retained introns are produced, and it was also demonstrated, that the presence of

cytokinins increases their production.



OBSAH

L UVOD e 9
2 TEORETICKA CAST ...ooiiiiiiiiiecisec s 10
2.1  Mechanizmus alternativneho ZoStrihu ..........cceeeeiiiiiiiiiiiiiiee e 10
2.1.1  SPICEOZOM ...ttt 10
2.2 Sposoby alternativneho ZoStriiu...........ccviiiiiiiiiiiciie e 12
2.2.1  Preskakovanie (potencialnych) eXONOV ..........ccoveiiiiiiiiiiiiiiiciiiec s 13
2.2.2  Vyber alternativneho 5' a 3' zostrihového miesta...........cccevcvveeiiiieeniinnnn, 14
2.2.3  ZaChOVANI@ INITOMNU ....eeieiiiiiiieeiiiiiee ettt ettt e et e s e e e e ennaeeas 16
2.2.4  Vzijomne 5a VYIUCUJUCE EXONY ...couvviiiiiiieiiiieiiiie it siiee e 17
2.2.5  Alternativna polyadenylacia...........ccccoririiiiiiieiiiieiiiie e 19
2.2.6  Alternativne PrOMOTOTY .......ueeiiurreiiireeeiieeesireesiree e e e e e e e 20
2.3 Vyznam alternativneho zostrihu u Zivo€ichov ..........ccccooviiiiiiiiicciiccn 21
2.3.1  VIaskoveé bunky ucha.........cccooiiiiiiiiiiiiii e 22
2.3.2  Neuronalna signalizacia a Synaptogen€za..........ccccocvvverrvreenireeriineeninneens 22
2.3.3  AXONOVE VEACIIEC .....vvviieiiiiiieeeiiiiiee e et e e eee et e e e a e e s snbee e e s annaeeas 23
2.4 Vyznam alternativneho zostrihu u rastlin ...........cccooveiiiiiin 25
2.4.1  Alternativny zostrih pre-mRNA serin/arginin zostrihovych faktorov...... 25
2.4.2  Teplotna indukcia KVIENULIA. ....eeveiieiiiiiiiiiiiicceee e 26
2.4.3  Cirkadidnny TYEMUS ..ocooeiiiiiiiiiiiiiie e 28
2.4.4  Abiotick€ odpovede NA STIES ...vvviviieeiiiiiiiiiiiiie e 30
2.45  Biotické 0dpovede Na StTES.......uviiiieiiiiiiiiiiiiiieeee e 31
2.5 Cytokininové receptory a prenos cytokininového signalu............c.cccoevinnnene. 31
3 EXPERIMENTALNA CAST ..ottt 33
3.1 Biologicky material.............ueviiiiiiiiiiiiiiiiiiie 33
3.2 ChemiIKALE ....oociviiiieiiiec e 33
3.2. 1 POUZILE PIIMETY weeeiiviiiieiiiiiee e ettt e et e e e e e et e e s e e nnnneeas 34
3.3 PIISIIOJC - eeeeei et 35
B4 SOTIWAIE ... 35
3.5 MELOAY e 35
3.5 1 Priprava MEdIA......uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 35
3.5.2  SteriliZACIa SEMICI ......cieiiiiiiieiiiiiee et 36
3.5.3  VY5adba SEMICN.......uviiiiiiiiiiieiiiie et 36
3.5.4  Casovy treatment a spracovanie rasthin ...........ccccoevveeveerererinenecrnennnnns 37
3.5.5 Izolacia celkove] RINA .......ooiiiiiiiiiei e 37
3.5.6  OSetrenie RNA DNAZOU .....coeeiiiiiiiiiiiiieeeeiiiee e 37

3.5.7  Precistenie RNA pomocou magnetickych guliiek .............ccccoovvirrnnnnnn. 38



4

o N o O

3.5.8  Reverzna transkripCia ........cccooivveiiiiiiiiiieiiii e 38

3.5.9  Polymerdzova retazova reakcia (PCR)........cccceeiiiiiiiiiiiiiiiicce i, 39
3.5.10 Agardzova eleKtroforéza..........cccoiiviiiiiiiiiiiiici 40
VYSLEDKY .ottt 41
4.1 RINASEQ ANALYZA ..oovvviiiiiiieiee e 41
4.2  Semikvantitativna PCR vzoriek oSetrenych roznymi cytokininmi ................. 41
Ot R U 15 (o) o N S EOR S SPTR 42
A V' 15 () o 1S SPRR S SPTR 44
G T U 15 (o) o G T EPR PP 45
O U 14 (o) o I SRS 47
ST 115 (o) o N S EER S OP 49
O T U 15 (o) o I SRS 51
O A V' 15 () o I SRS 53
O T ' 14 (o) o I S EEPR S OPP 55
e T U114 (o) s L S EOR SR 57
4.3  Semikvantitativna PCR vzoriek trans-zeatinového ¢asového treatmentu........ 59
B0t R 014 (o) o I RSP SPP 60
4.3.2  INEEON D 61
DISKUSIA et e e e e st e e e s st be e e e e snbbeee e 63
ZAVER L. 66
ZOZNAM POUZITEJ LITERATURY ...ovviiiriiincnieinsincsisessesssesessssssneeeees 67
ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK ....cocoiiiriiireinieinsinsnesessesseeeessssssneeeees 72



Ciele prace

e  Zhromazdenie dostupnych literdrnych zdrojov

e Vypracovanie literarnej reSerSe na tému alternativny zostrih pre-mRNA so
zameranim na rastliny

e lzolacia RNA z korenovej stistavy Arabidopsis thaliana

e Priprava cDNA pomocou metody reverznej transkripcie

e Skiimanie pritomnosti jednotlivych zostrihovych foriem CRE1/AHK4 so
zachovanym intronom Vo vzorkach CONA Arabidopsis thaliana oSetrenych
roznymi cytokininmi

e Skamanie pritomnosti zostrihovych foriem CRE1/AHK4 so zachovanym intronom
vo vzorkach cDNA Arabidopsis thaliana osetrenych r6znym ¢asovym pdsobenim
trans-zeatinu

e Spracovanie vysledkov a spisanie experimentalnej Casti bakalarskej prace



1 UVOD

V sucasnej dobe je alternativny zostrih vSeobecne uzndvany ako zasadny stupen
regulacie génovej expresie, pricom zvySuje plasticitu transkriptomu a proteému. Tento
typ zostrihu prekurzorovych RNA (pre-mRNA) bol prvykrat pozorovany v roku 1977.
Odvtedy sa hl'adanie jeho mechanizmu stalo jednou z najintenzivnejSie skiimanych
oblasti v biologickom vyskume. Aj ked princip alternativneho zostrihu bol popisany
relativne davno, mnoho jeho mechanizmov eSte ¢aka na svoje objasnenie. Rovnako
biologicka tuloha alternativhych foriem prepisovanych génov ostava nejasna.
V Arabidopsis thaliana bol pozorovany Specificky typ alternativneho zostrihu,
zachovanie intronu vedici k predCasnému  terminacnému  kodonu, u génov
cytokininovej drahy vsak tento efekt nebol doposial’ studovany. Stadium molekularneho
mechanizmu alternativneho zostrihu a jeho vplyvu na transkripciu génov cytokininovej
signalnej drahy u modelovych organizmoch ako Arabidopsis thaliana, by nam mohlo
pomoct’ blizSie pochopit’ a priniest’ dal§ie otazky/otvorit’ celu nova problematiku v

rastlinnej hormonalnej regulacii.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Mechanizmus alternativneho zostrihu

Takmer 90% protein-kddujiicich génov v rastlinach su zlozené gény. Znamena to, ze
kodujice oblasti st prerusené nekodujicimi sekvenciami - intrébnmi. Preto je
odstranenie intronov pomocou zostrihu prekurzorovych mRNA transkriptov kIi¢ovym
krokom v génovej expresii (Sharp, 1994). Zostrih (splicing) je konzervovany
mechanizmus, kontrolovany a riadeny ribonukleoproteinovym komplexom, zvanym
spliceozom. Zakladom zostrithu je rozpoznanie intrénov a exonov zostrihovym

aparatom.

2.1.1 Spliceozom

Spliceozom rozpoznava Specifické nukleotidové sekvencie mRNA a katalyzuje
fosfodiesterovu transferovi reakciu pri ktorej sa odstrafiuju introny a spédjaju exony
(Deckert et al., 2006). Spliceozom je komplex zlozeny z velkého poctu proteinov (asi
150) a piatich na uridin bohatych malych jadrovych RNA (snRNAs) — U1, U2, U4, U5
a U6, ktoré spolo¢ne s proteinmi formuju malé jadrové ribonukleoproteiny (snRNPs).
Kazdy snRNP obsahuje jednu snRNA, s vynimkou U4/U6, ktoré obsahuju U4 a U6
komplexne sparované na zaklade komplementarity. Kazda snRNA (okrem U6) ma tri-
metylguanozinovu ¢iapocku a kratku konzervovanu sekvenciu (RAU36GR) obklopenu
vlasenkami, ktoré st zname ako Sm-antigén viazbové miesto. Na toto miesto viaze osem
zékladnych proteinov (B, B', D1, D2, D3, E, F a G), ktoré¢ st typické pre kazdy snRNP
(Séraphin, 1995). Pre-mRNA obsahuje Styri konzervované sekvencie, ktoré umoziuju
jej rozpoznanie spliceozomom: intrén — exdnové spoje na 5' a 3' koncoch intrénov - 5'
zostrihové miesto, obsahujuce dinukleotid GU a 3' zostrihové miesto s konzervovanou
sekvenciou AG, miesto vetvenia (branch site), ktoré je tvorené nukleotidom A,
poskytujucim 2' OH skupinu pre 2',5'-fosfodiesterovil vizbu pri formovani lasovitej
Struktury. Miesto vetvenia sa nachddza po smere transkripcie od 3' zostrihového miesta
(Obrazok 1). Regulacia zostrihu moéze nastat’ na zakladnej urovni rozpoznania
zostrihového miesta spliceozOmom prostrednictvom ul’ahenia alebo naruSenia vizby
Ul aU2-snRNPs do zostrihovych miest (Chen a Manley, 2009). Exény a introny
obsahuju kratke, degenerované vdzbové miesta pre proteiny. Tieto vdzbové miesta sa
nazyvaju exonické zostrihové enhancery (ESE), intronické zostrihové enhancery (ISE),

exonické zostrihové silencery (ESS) a intronické zostrihové silencery (ISS) (Keren et
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al., 2010). Ul-snRNP je schopny rozpoznat sekvenciu 5' zostrihového miesta
komplementarnym naviazanim U1-SNRNA, tvori tak vstupny komplex (CC komplex).
U2-snRNP rozpoznava pomocou U2-snRNA sekvenciu v oblasti miesta vetvenia a
vytvara tak A-komplex. Nasledne vznika komplex U4/U6-U5-snRNP. Komplex U4/U6-
U5-snRNP spolocne s A-komplexom st vychodiskovymi produktmi pre tvorbu
spliceozomu. Spliceozom katalyzuje transesterifikacné reakcie pri zostrihu pre-mRNA.
Ma styri formy: B1, B2, C1, C2. B1 spliceozom vznika spojenim U4/U6-U5-SNRNP
s A-komplexom. V momente spojenia U5-snRNA s5' azaroven 3' zostrihovym
miestom sa tvori B2 spliceozom. V B2 spliceozome vznika komplex U4-U1-U6-U5-
SnRNA vstupom U1-snRNA medzi U4/U6-snRNA a oddelenim U5-snRNA od U6-
SnRNA. C1 spliceozom je katalyticky aktivny, dochadza k prvej transesterifikacii, ktora
predstavuje prenos OH-skupiny intronu na exdn, ¢im sa Stiepi 5' zostrihové miesto
intronu, vznikaji dve intermedidrne molekuly RNA: exén 1 a lasovitd intronexdnova
RNA (Obrazok 2). K prenosu OH-skupiny dochadza nukleofilnym posobenim 2'-OH
adenozinu v mieste vetvenia, pricom vznika netradi¢na 2', 5'-fosfodiesterova vizba. C2-
spliceozom katalyzuje druhti transesterifikaciu, ktora predstavuje prenos OH-skupiny
Z exOnu na intron. U5-sNRNA drzi ex6n 1 a exdn 2 v blizkosti, umoziuje ich spojenie

a uvol'nenie intronovej lasovite] RNA (Obrazok 3) (Rosypal, 1999).

E.‘ilﬁﬂ. 1 Intrén Exdn 2

—— v ———— o
T ot

5" zostrihové miesto  Miesto vetvenia 3’ zostrihové miesto

Obrazok 1 - Popis sStruktary pre-mRNA
/_\\ Lascwvita ntronexonova BINA
Exdn 2
—o- [
. 0=P—0— 3
Exon 1

Obrazok 2 — Mechanizmus prvej transesterifikacie
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Obrazok 3 — Mechanizmus druhej transesterifikacie

2.2 Sposoby alternativneho zostrihu

Doposial’ bolo zistenych sedem zakladnych sposobov alternativneho zostrihu (AS) pre-
mRNA. Medzi tieto spdsoby patri preskakovanie (potencialnych) exéonov (Obrazok 4A),
alternativne 3' zostrihové miesto a alternativne 5' zostrihové miesto (Obrazok 4B, 4C),
zachovanie intronu (Obrazok 4D), vzajomne sa vyluCujice exdony (4E), alternativne
promotory (Obrazok 4F) a alternativne polyadenyla¢né miesta (Obrazok 4G) (Li et al.,
2007).
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Obrazok 4 - Typy alternativneho zostrihu pre-mRNA, prevzaté z (Keren et al., 2010)
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2.2.1 Preskakovanie (potencialnych) exénov

Preskakovanie potencialnych exénov (,,exon skipping®, ES) je typ AS, pri ktorom je
exon vystrihnuty z transkriptu spolocne s obklopujicimi intronmi. Tento typ tvori
takmer 40% zo vSetkych typov AS u vysSich eukaryot (Alekseyenko et al., 2007), ale je
extrémne vzacny u nizSich eukaryot. Preskakovanie jediného potencialneho exénu u A.
thaliana je zriedkavé (asi 2,73% zo vSetkych AS). Preskakovanie viacerych
potencidlnych exdnov naraz moze vyuzivat’ alternativne 5' a/alebo 3' zostrihové miesta
(Marquez et al., 2012). Pozmenenie zostrihového miesta, ¢i uz na 5' alebo 3' konci vedie
Kk naruseniu zostrihovych interakcii, vedicich tak k rozpoznaniu inych zostrihovych
miest a predefinovaniu intrénu. Vel'mi Casto sa tak stava, Ze exon a jeho susedné introny
st vystrihnuté naraz (Antoniou, 1995). ES tak poskytuje snimaci mechanizmus v pre-
MRNA zostrihu.

Dokaz pre exénové snimanie bol prvykrat ziskany u A. thaliana, v génoch nestcich
mutacie v zostrihovych miestach. Mutacie v 5' alebo 3' zostrihovom mieste génov
SPINDLY a AGAMOUS pozmenuji klasicky zostrihovy spdsob a dochadza k ES
(Brown, 1996). Dal$i dokaz exénového snimania v rastlinnom zostrihu bol najdeny
u troch mutantov v COP1 géne u A. thaliana (Obrazok 5). Tento gén zohrava regulac¢nu
ulohu pri fotomorfogenéze. Mutacie u skimanych mutantov copl-1 a copl-2 su odlisné,
vysledkom je vSak v oboch pripadoch preskocenie Siesteho exonu v ich COP1 pre-
MRNA transkripte. Copl-1 ma G—A mutaciu, nachadzajicu sa 4 bp proti smeru
transkripcie od 3' miesta zostrihu intronu 5, sekvencia 3' miesta zostrihu sa tak meni
z CGCAG:T na CACAG:T. Copl-2 ma G—A mutaciu v prvom nukleotide 5' miesta
zostrihu intronu 6. Strata tohto exonu z vyslednej kodujicej sekvencie vedie
k niekol’kym morfologickym zmenam vo velkosti rastliny alebo zmenam Vv reakcii na
svetlo atmu. Mutant copl-8 vykazuje preskoCenie jedenasteho exénu, ktoré vedie
K strate casti WD-40 domény a letalnemu fenotypu (McNellis et al., 1994). Prekvapivo,
vzhl'adom k vysokej plasticite postembryonalneho vyvoja urastlin, pocet génov
podstupujucich ES tvori iba mali ¢ast’ z alternativneho zostrihu génov (Wang a

Brendel, 2006).
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COP1exon5-7 COP1exon10-12

158bp  94bp  66bp 527bp 79p 105bp  142bp  180bp 8bp  111bp
58% AU 60% AU 61%AU  63%AU 50% AU

60% AU 62% AU 58% AU 64% AU 56% AU

- AG:GTACCA

AGATGAAT

1
AG:GTGAAT

Obrazok 5 - Schématické znazornenie zostrihu "wild-type" COP1 a mutantov copl mRNA
transkriptov v Arabidopsis, prevzaté z (Simpson et al., 1998)

2.2.2 Vyber alternativneho 5' a 3' zostrihového miesta

K tymto typom AS dochadza vtedy, ked v jednom exoéne st pritomné dve alebo viac
zostrihovych miest na jednom konci exénu. PouzZitie alternativneho 5'-miesta zostrihu
v pre-mRNA RUBISCO aktivazy vytvara dve proteinové izoformy, ktoré sa odliSuju
iba na C-konci (Lorkovi¢ et al., 2000). DIhsia forma obsahuje pred¢asny termina¢ny
kodon (PTC). Obe proteinové formy sice dokazu aktivovatt RUBISCO, avsak iba dlhSia
forma je regulovana. ATPazova aktivita je vel'mi citlivd na pomer ATP/ADP a tato
citlivost’ je modulovana thioredoxin-sprostredkovanou dithiol/disulfidovou vymenou
medzi dvomi cysteinmi v C-koncovom prediZeni, pritomnom v a-izoforme RUBISCO
aktivazy (Portis et al., 2008). Tento typ regulacie sa objavuje u A. thaliana a $penatu,
ale nie u tabaku, ktory exprimuje vyhradne iba kratsiu proteinovi izoformu, tak ako aj

kukurica a Chlamydomonas (Zhang a Portis, 1999).
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Exon 6 - Exon 7

KEPSK 43kDa
1 Y
Exon 6 Intron 6 T Bon7
-—-____\_H_vﬁ_ﬂ__ff
~ Exon6 Exon 7
——F  CVYNF 46kDa

Obrazok 6 - Alternativny zostrih pre-mRNA RUBISCO aktivazy, prevzaté z (Lorkovic¢ et al.,
2000)

Alternativne 5'-miesta zostrihnu pre-mRNA génu hydroxypyruvat reduktazy (HPR)
u tekvice vytvaraji dva rézne proteiny s odliSnou subcelularnou lokalizaciou. HPR1, na
rozdiel od HPR2 obsahuje na svojom C-konci cielovi sekvenciu pre peroxizomy.
Svetelna expozicia vyrazne zvySuje produkciu HPR2 mRNA, ¢o naznacuje, ze AS moze

byt u rastlin regulovany svetlom (Mano et al., 1999).

Exon 12 [l Exon 13
——GNA HPR1

v Y

_,—o-'—""'_'_ﬁ_\_‘_“‘-——_\_\_\_
_\_\_‘_‘—\-\_'7
Bxon 12 [l Intron: 12 Exon 13

Exon 12 | Exon 13
ELPVSKL HPR2

Obrazok 7 - Alternativny zostrih pre-mRNA HPR, prevzaté z (Lorkovi¢ et al., 2000)

Vzacny priklad alternativne zostrihnutého génu (rpsl4) pomocou alternativneho 3'-
miesta zostrihu sa nachadza v ryzi. Z pre-mRNA vznikaju dva proteiny s uplne odliSnou
funkciou. Ribozomalny protein S14 (RPS14), podielajici sa na mitochondrialnej
syntéze proteinov a B-podjednotka sukcinat dehydrogenazy (SDHB), podiel'ajica sa na
mitochondrialnej respiracii. V priebehu evolicie bol gén rpsl4 pravdepodobne
presunuty z mitochondrie do intronu sdhB. Alternativne 3' zostrihové miesto sa
vyskytuje u 18,4% a alternativne 5' zostrihové miesto sa vyskytuje u 7,9% zo vSetkych

typov AS u vyssich eukaryot (Keren et al., 2010).
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Obrazok 8 - Alternativny zostrih pre-mRNA rpsl4, prevzaté z (Lorkovi¢ et al., 2000)

2.2.3 Zachovanie intronu

Zachovanie intrénu (,,intron retention®, IR) je typ AS, pri ktorom sa intrén nevystrihuje,
ale ostava v mRNA transkripte. Zatial’ ¢o u stavovcov a bezstavovcov je to najvzacnejsi
sposob AS (priblizne 5% pripadov) (Alekseyenko et al., 2007), u rastlin predstavuje IR
najCastejsi typ AS. Tento typ AS obecne prevazuje u kratSich intronov s vysokym
obsahom GC (Wang a Brendel, 2006). Rastlinné introny sa znacne liSia od T'udskych
v priemernej dizke (150 bp u rastlin, 740 bp u ludi), obsahujii menej konzervované
miesto vetvenia (Tolstrup et al., 1997), mene;j striktné hranice intrénov (Zhu et al.,
2003), ich sekvencie su bohatSie na uridin a adenozin (Lorkovi¢ et al., 2000)
a prinajmensom 9% génov u A. thaliana ma introny vo svojich neprekladanych (UTR)
oblastiach (Zhu et al., 2003).

Vysledky RT-PCR celkovej RNA potvrdzuju pritomnost’ transkriptov, v ktorych su
pritomné nezostrihnuté intronové sekvencie. Nezostrihnuté varianty transkriptov sa
moézu nachadzat' v jadre ako RNA medziprodukt, napriklad pomaly spracovana pre-
MRNA. V mnohych pripadoch sa vSak jedné o transkripty pritomné v cytoplazme, ktoré
asociuju s ribozomami (Ner-Gaon et al., 2004). Transkripty, u ktorych nebola potvrdena
asocidcia s ribozémami, mozu byt lokalizované v neribozomalnych komplexoch
v cytoplazme (Gebauer et al., 1998), alebo prebyvat’ v jadre ako RNA cakajica na
zostrih alebo transport. Vyznam zachovanych intronov bol z velkej Casti ignorovany
a odsunuty z dovodu pritomnosti neuplne zostrihnutych transkriptov (Zhu et al., 2003).
IR v maturovanej mRNA moze viest' k vzniku skratenych proteinov, ktoré sa vytvaraji
v dosledku predcasnej termindcie translacie. V niektorych pripadoch intrény v 3' UTR
sa taktieZ stavaji subjektami pre IR, aj ked’ nijak neovplyviiuju proteinovi sekvenciu
(Oh a Waxman, 1994). IR méze byt dosledkom slabého rozoznania intrénu alebo moze
predstavovat’ vysledok aktivneho procesu inhibicie zostrihovej reakcie. Oba pripady
boli najdené a opisané u zvierat aj u rastlin, u ktorych IR predstavoval vyznamny

regulacny mechanizmus biologickej proteinovej aktivity (Brown a Simpson, 1998).
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IR zohrava dolezitu tlohu napriklad v regulacii a tolerancii zinku u Arabidopsis.
Tonoplastovy transportér ZIF2 podporuje toleranciu k zinku vdaka korenove]
vakuolarnej imobilizacii Zn*, &im sa zabrani jeho translokacii do vyhonku (Remy et
al., 2014). Gén ZIF2 u Arabidopsis halleri ma 17 exénov, je indukovany prebytkom
zinku, podstupuje AS a vytvara devit znamych odlisnych mMRNA, oznacovanych ako
ZIF2.1 az ZIF2.9. Vsetky ZIF2 transkripty koduji rovnaky, 53 kDa velky kompletny
transportér. Za zmienku stoji uplne zostrihnuty ZIF2.1 transkript a izoforma ZIF2.2,
ktora ma zachovany 139 nukleotidov dlhy intron v 5' UTR. ZIF2 je exprimovany pocas
celého rastlinného vyvoja, najmi v korenoch a kvetoch dospelych rastlin, v mense;j
miere u mladych sadenic, nizsie hladiny transkriptov boli detekované v inych
nadzemnych castiach, ako su stonky a listy. ZIF2.1 aZIF2.2 boli detekované vo
vSetkych pletivach vo vel'mi nizkych hladinach, s vynimkou korenov dospelych rastlin,
kde troven expresie tychto zostrihovych variant tvorila viac ako polovicu celkovej
expresie ZIF2. Zistilo sa, ze dlhsia ZIF2 nekodujica oblast’ znaéne podporuje translaciu
nasledujicej kodujucej sekvencie. Zvysené koncentracie Zn* stimuluji expresiu dlh3ej
ZIF2.2 izoformy. Regulacia efektivity translacie ZIF2 mRNA pomocou IR riadi
mnozstvo kdédovaného membranového transportéra a teda aj samotnt toleranciu k zinku

(Remy et al., 2014).

2.2.4 Vzajomne sa vyluCujuce exony

Tento typ AS je charakteristicky koordinovanym zostrihom exénov. Ako uz nazov
napovedda, jeden exon z dvoch (alebo jedna skupina exénov z dvoch skupin) je
zachovany, zatial’ ¢o ten druhy je vystrihnuty. V kontraste k inym typom AS, vzajomne
sa vyluCujuce exoény ponechavaju velkost proteinu nezmeneni, poskytujic tak
pozmenent sekvenciu rovnakej dizky, ktora neobsahuje PTC (Pohl et al., 2013).
Predpoklada sa, ze vzadjomne vylucujuce sa exony pochddzaju z exdnovej duplikacie a
su si teda vel'mi podobné.

Bolo navrhnutych niekol’ko vSeobecnych mechanizmov pre realizaciu vzajomne sa
vylucujicich exonov. 1) Spliceozomova nekompatibilita (Obrazok 9A) : kombinacia
alternativnych miest zostrihu moZe naznacCovat, Ze si tieto miesta rozpoznavané
a zostrihované odli$nymi spliceozomami. Podjednotky hlavného zostrihu U1 a U2 m6zu
byt nahradené podjednotkami Ull a U12, ktoré maji odlisné konvencné sekvencie

anie st kompatibilné shlavnym zostrihom, takze kazdy typ z dvoch roznych
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spliceozomov je kompatibilny iba s jednym zo vzdjomne sa vylucujicich exonov
(Burge et al., 1998). 2) Koordinovana regulacia zostrihu spojena s ,,nonsense mediated
mRNA decay”“ (NMD) (Obrazok 9B): ak st exdny regulované trans-pdsobiacimi
zostrihovymi faktormi, ktoré potlacuju zostrih jedného exénu, za stic¢asného zvysenia
zostrihu druhého maturované mRNA mozu byt vzajomne vylucujuce (Spellman et al.,
2005). Aby sa zabranilo chybnému zostrihu v nepritomnosti zostrihovych faktorov,
izoformy obsahujice oba exdény zaclenuji PTC asu potencidlne degradované
prostrednictvom NMD (Bortfeldt et al., 2008). 3) Stéricka zabrana (Obrazok 9C): u
intrénov kratsich ako 60 bp spliceozém nemdze vykonat’ potrebné Strukturdlne upravy,
preto sa vyuzije iba jedno zostrihové miesto a druhé je preskocené v dosledku stéricke;j
zébrany. Preskocenim exonu sa tak vytvara intron, ktory je dlhy dostatocne na to, aby
bol spravne zostrihnuty (Smith a Nadal-Ginard, 1989). 4) Tvorba sekundarnych
Struktarnych elementov (Obrazok 9D): rozliSujeme medzi - indukovana stéricka zabrana
— tvorba slucky u dlhych intrénov prindsa miesta zostrihu do relativne tesnej blizkosti,
zostrih tak prebieha podobnym spdsobom ako v pripade stérickej zabrany u kratkych
intronov (Jin et al., 2011). Medzi sekundatne sférické elementy d’alej patri tvorba
Struktar pomocou tzv. ,,Jlooping out” mechanizmu — skupina exonov, z ktorych kazdy
ma podobné miesto vyberu proti smeru transkripcie, ktoré mézu stperit’ vo vytvarani
sekundarnej Struktiry parovanim s ,,docker® miestom nachadzajucim sa proti smeru
transkripcie od vsetkych tychto exéonov. Kazdy exdn je zvyCajne viazany represorom,
ktory inhibuje zahrnutie exénov. Parovanie ,,docker” miesta s jednym z miest vyberu,
uvolnenim represoru aktivuje prisluSny exén po smere transkripcie. Nakol’ko sa mbze
vytvorit’ iba jedna slucka, preskakovany je vzdy iba jeden exon (Graveley, 2005). Pocas
tvorby sekundarnych Struktr sa uplatiiuju i cis-elementy — ich priblizenim do tesnej

fyzickej vzdialenosti sa vytvori zostrih-aktivujici komplex (Yang et al., 2011).
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A) Spliceosome incompatibility B) Coordinated splicing
control coupled to NMD
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Obrazok 9 - Rozne regulaéné mechanizmy pre zostrih vzajomne sa vylucujucich exdnov,
prevzaté z (Pohl et al., 2013)

2.2.5 Alternativna polyadenylacia

Polyadenylacia hra zasadni tulohu v regulacii génovej expresie U eukaryotickych
buniek. Toto spracovanie mRNA je zlozené z dvoch tesne spojenych krokov: Stiepenie
pre-mRNA Vv mieste polyadenylacného signalu, nasledované pridanim poly(A) useku.
Tento zdanlivo jednoduchy biochemicky proces je vSak vyrazne regulovany
komplexnym Stepnym a polyadenylacnym aparatom vo vsetkych doteraz Studovanych
organizmoch (Lutz, 2008). Davnejsie vyskumy ukazali, ze vnesené génové konstrukty,
obsahujuce polyadenyla¢né signaly od zivocichov, neboli sprivne rozpoznané
vrastlinach (Hunt et al., 1987). Zaujimava je kompeticia medzi procesmi
polyadenylacie a zostrihu. PouZitie poly(A) signdlu v introne, spolocne so zostrihom
daného intronu definuje regulaénu tlohu alternativnej polyadenylacie v génovej expresii
(Macknight et al., 2002). Nakolko pridanie poly(A) k 3' koncu oznaCuje koniec
transkriptu, vyber polyadenyla¢ného signdlu méze urcit’ vysledni kodovanu informéaciu.
Vyuzitie alternativneho polyadenylaéného signalu moéze menit dizku vysledného

produktu a/alebo ovplyviiovat zaclenenie ¢i vyclenenie kIiCovych sekvencii pre
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stabilitu mRNA, jej umiestnenie alebo potlacenie translacie. V niektorych pripadoch
dochadza k zmene kodu, Vvinych zas kod ostdva nezmeneny, ale meni sa dizka
3’ neprekladanej oblasti (Di Giammartino et al., 2011). Genetické analyzy ukazali, ze
niektoré¢ gény dokdzu vdaka mechanizmu alternativnej polyadenylacie regulovat
Specifické procesy pre rastliny, napriklad vyvoj embrya a gametofytu (Xu et al., 2006),
dobu kvitnutia (Simpson et al., 2003) a rastlinni morfogenézu (Xing et al., 2008). Viac
ako 50% doposial’ Studovanych rastlinnych génov vyuziva alternativne polyadenylacné

signaly (Xing a Li, 2011).

2.2.6 Alternativne promotory

Vyuzitie alternativnych promotorov bolo pozorované vo viacerych génoch. Expresia
génov vo viacerych pletivach alebo vyvojovych stadiach méze v niektorych pripadoch
vyzadovat' odlisné kombinacie transkripénych faktorov ato najméd v pripade, ak by
rovnaky gén mal byt schopny reagovat’ v odliSnych bunkach na rovnaké extracelularne
signaly alebo ked musi reagovat na odlisné signaly v tej istej bunke. Jedina
promotorova oblast’ teda nemusi byt vzdy dostatocnd pre pokrytie vSetkych
pozadovanych funkcii (Ayoubi a Van De Ven, 1996).

Prikladom pre vyuzitie alternativneho promotoru u rastlin moze byt gén pre enzym
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reduktazu (HMGR) u A. thaliana. A. thaliana ma dva
gény kodujuce HMGR; HMG1 a HMG2. HMG1 mRNA sa nachddza v relativne
vysokych koncentraciach vo vsetkych castiach rastliny a zda sa byt zodpovedna za
syntézu vacSiny rastlinou produkovanej HMGR. HMG2 mRNA sa nachadza iba
v mladych sadeniciach, korenioch, kvetenstve a to vovela nizSich koncentraciach
(Enjuto et al., 1994). Genetickou analyzou boli potvrdené dve izoformy HMG1 mRNA.
Prvou je HMGR1S, kratSia a CastejSia forma, druhou je HMGRIL, ktora je 0121
nukleotidov dlh$ia s relativne nizkou troviiou expresie. HMGR1L mRNA obsahuje
taktiez iniciaény AUG kodon, ktory predchadza AUG kodonu pritomnému v HMGR1S
(Obrazok 10). Stadium nukleotidovej sekvencie HMGRIL odhalilo, Ze 41 bp proti
smeru transkripcie od jej pociatku sa nachadza TATA box (Joshi, 1987). Toto
pozorovanie a zaroven rozdielna expresia medzi HMGR1S a HMGRIL naznacuje, zZe

tieto dve zostrihové varianty su pod kontrolou alternativnych promotorov (Lumbreras et
al., 1995).
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Obrazok 10 — Nukleotidova sekvencia 5' oblasti génu HMG1 a zistena aminokyselinova
sekvencia N-konca HMGRIL, prevzaté z (Lumbreras et al., 1995)

2.3  Vyznam alternativneho zostrihu u Zivo¢ichov

Stustava komponent potrebnych pre vykonavanie zlozitych procesov spojenych
S vytvaranim audrziavanim zivého, dychajiceho aniekedy aj premyslajiceho
organizmu je ohromne zlozita. VEasné odhady uvadzali, Ze pre vytvorenie cicavca je
potrebnych priblizne sto tisic génov. Redlny pocet génov je vSak menej ako Stvrtina
tohto povodného odhadu. Dnes uz vieme, ze ,.chybajuce” gény st vo velkej miere
kompenzované a poskytované formou AS (Nilsen a Graveley, 2010). AS bol prvykrat
popisany, ked” sa zistilo, ze viazané a sekretované protilatky si kddované rovnakym
génom (Alt et al., 1980). AS je nevyhnutny mechanizmus pre zvySovanie plasticity
transkriptoému a réznorodosti protedému. 70 - 88% pripadov AS u Cloveka sa odohrava
Vv protein-kodujucich oblastiach (Modrek a Lee, 2002) a priblizne jedna tretina tvori
PTC (Lewis et al., 2003). Odhadovany pocet génov, ktoré koduju viac ako jeden protein
(alebo proteinovi izoformu), sa ¢asom postupom casu zvySuje. Nedavne Studie
vyuzivajuce vysoko vykonné sekvena¢né metddy naznacuju, Ze 95 az 100% l'udskych
pre-mRNA, ktoré obsahuji viac ako jeden exdn, su spracovavané za vzniku viacerych

vyslednych mRNA izoforiem (Pan et al., 2008).
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2.3.1 Vlaskové bunky ucha

Pre vnimanie zvuku u l'udi hrd dolezitt ulohu tzv. Cortiho organ, ktory je sucastou
slimaka vnatorného ucha. Obsahuje doélezité zmyslové vlaskové bunky, sluziace
k premene zvukovych vin na nervové impulzy (Bermingham et al., 1999). Tieto bunky
st usporiadané do $tyroch radov pozdiz bazildrnej membrany. Kazda vlaskovéa bunka je
,haladend® pre odpoved na jedine¢ny a uzky rozsah zvukovych frekvencii, vytvaraji
tak spolone tonotopicky gradient pozdiZ bazilarnej membrany. Spolo¢na odpoved
aktivovanych vlaskovych buniek si interpretujeme ako zvuk. ,,Naladenie* vlaskovych
buniek je, zda sa, ¢iastocne sprostredkované AS transkriptov exprimovanych z génu pre
Ca2+-aktivovan3’1 draselny kanal (slo). Vysledkom je vznik viacerych proteinovych
izoforiem, sice sjemnymi funkénymi odliSnostami, zato SO znaénym biologickym
dosledkom. Odhaduje sa, ze syntetizovanych méze byt viac ako 500 r6znych mRNA
(Black, 1998).

2.3.2 Neuronalna signalizacia a synaptogenéza

Neurexiny st skupina neurdlnych proteinov pritomnych u stavovcov, kde maji ddlezita
ulohu ako receptory neuropeptidov (Missler a Siidhof, 1998) a taktiez ako adhézne
molekuly, ktoré sa zGcCastiuji synaptogenézy (Scheiffele et al., 2000). Analyza
viacerych c¢cDNA ukravy a potkana odhalila, Ze ztroch génov mobze byt
syntetizovanych viac ako tisic rozlicnych neurexinovych mRNA vplyvom
alternativnych promotorov a AS (Obrazok 11A) (Ullrich et al., 1995). Proteiny
vzniknuté z tychto alternativne zostrihnutych mRNA maji pozmenené Specifika pre ich
ligandy (Ichtchenko et al., 1995) a uvazuje sa, Ze ich diverzita moze byt’ sucastou kodu,
ktory Specifikuje neurénova konektivitu (Missler et al., 1998). Dnes je zname, Ze
interakcia P-neurexinov pritomnych v pre-synaptickych bunkach s neuroliginmi na
povrchu post-synaptickych buniek je postacujiica pre tvorbu synapsie (Scheiffele et al.,
2000). Dolezité vsak je, Ze k tejto interakcii dochadza iba v pripade, ak je B-neurexin
kodovany takou mRNA, ktora nema vo svojej sekvencii alternativny exon 20, nakol’ko
proteiny syntetizované z transkriptov obsahujiicich exén 20 nedokaZu interagovat

s neuroliginmi (Obrazok 11B) (Ichtchenko et al., 1995).
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Obrazok 11 — Alternativny zostrih neurexinovych génov - A) Organizacia l'udského génu
kédujticeho neurexin I: konstitutivny zostrih je zobrazeny pod génom, alternativne zostrihy st
zobrazené nad génom, konstitutivne exony zobrazené bielou farbou, alternativne exony su
tmavé; B) Model pre funkciu alternativneho zostrihu exénu 20 v B-neurexine I, prevzaté z
(Graveley, 2001)

2.3.3 Ax0Onové vedenie

Pocet izoforiem kddovanych jedinym génom sa moze pohybovat’ od dvoch do niekol’ko
tisic. Pravdepodobne najkomplexnejSou udalostou odohravajiicou sa pocas vyvoja je
migracia a spajanie neurénov. Dokonca aj v relativne jednoduchom organizme, akym je
Drosophila melanogaster, ktory obsahuje priblizne 250 000 neurénov, je presné
zapojenie neuréonov pomerne zlozita uloha. Tento proces musi zahffiat’ pozoruhodny
systém zabezpecujuci presné namierenie rasticeho axéonu do ich destindcie. Zda sa, Ze
gén kodujuci ,,Down syndrome cell adhesion molecule® (Dscam) u much tato tlohu
aspon &iastoéne spiiia (Schmucker et al., 2000). Dscam kéduje axénovy vodiaci
receptor s extraceluldrnou doménou, ktord obsahuje desat’ opakovani imunoglubulinu
(Ig). NajvyraznejSou charakteristikou tohto génu je, ze mdze byt alternativne

zostrihnuty do viac ako 38 000 odlisnych mRNA izoforiem, ¢o predstavuje Cislo ovela
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vacsie ako celkovy pocet génov (~14 500) v organizme (Schmucker et al., 2000). Kazda
mRNA kéduje odlisny receptor s potencialnou schopnostou interagovat s odliSnymi
molekularnymi podnetmi, veduc tak rastici axon do ich spravnej oblasti (Obrazok 12B).
Samotny gén ma velmi nezvyCajni exdn-intrénovi organizaciu (Obrazok 12A)
(Schmucker et al., 2000). Vécsina alternativne zostrihnutych exoénov kdduje varianty Ig
opakovani, ktoré su kddované predovsetkym exéonmi 4, 6 a 9. Existuje 12 variant exdénu
4, 48 variant exonu 6, 33 variant exonu 9 a navyse eSte dve varianty exénu 17. Kazda
uplne zostrihnuta Dscam mRNA vSak obsahuje iba jednu variantu kazdého exonu

(Graveley, 2001).

(a) Exon4 Exan 6 Exon 9 Exon 17

(b) Guidance cue A Guidance cue B

L J
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Exon 6
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Obrazok 12 — Alternativny zostrih génu kodujiceho Dscam u Drosophila melanogaster: A)
Organizacia génu Dscam: konstitutivny zostrih je zobrazeny pod génom, alternativne zostrihy
su zobrazené nad génom, konstitutivne exony zobrazené bielou farbou, alternativne exény su
tmavé; B) Funkéné dosledky alternativneho zostrihu génu Dscam, prevzaté z (Graveley, 2001)

Ak uvaZujeme navySe o spojeni rozmanitosti mRNA izoforiem vytvorenych AS
s procesmi ako napriklad RNA editacia a posttranslacné modifikacie (fosforylécia,
ubiquitinicia, sumoylacia), tak pocet funk¢ne odliSnych proteinov, ktory by mohol byt

kodovany genomom, je ohromujuci (Nilsen a Graveley, 2010).
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2.4  Vyznam alternativneho zostrihu U rastlin

Viaceré neddvne publikdcie demonstruji dolezitost AS v roéznych rastlinnych
procesoch, ako napriklad vyvoj organov (Zhang a Mount, 2009), doba
kvitnutia, cirkadianny rytmus, svetelna signalizacia, odpovede na abioticky a bioticky
stres a tolerancia zinku. U rastlin v§ak bolo identifikovanych relativne malo pripadov
AS Vv porovnani so zivo¢ichmi a u va¢Siny z nich nie je jasné, ¢i st nejakym sposobom

biologicky vyznamné (Simpson a Filipowicz, 1996).

24.1 Alternativny zostrih pre-mRNA serin/arginin zostrihovych

faktorov
Serin/arginin (SR) zostrihové faktory patria medzi nevyhnutné komponenty
spliceozoému, reguluju konStitutivny a alternativny zostrih pre-mRNA Vv rastlinach
(Reddy, 2007). Clenovia SR rodiny predstavujii dolezité stcasti maginérii, ktoré
uskutoCiiuji nevyhnutné procesy a zdoraziiuju tak svoj vyznam v zachovani ucinnej
génovej expresie. SR proteiny st vysoko konzervované, s jednym alebo dvoma RNA
rozpoznavacimi a RS doménami, bohatymi na arginin a serin. V genomickej
sekvencii A. thaliana bolo najdenych 19 génov pre SR proteiny (Kalyna a Barta, 2004).
Molekulova hmotnost’ tychto proteinov sa pohybuje v rozmedzi od 21 do 45 kDa
(Palusa et al., 2007). Pre-mRNA samotnych SR proteinov podstupuji AS, ktory
prebieha pod prisnou priestorovou a vyvojovou kontrolou (Lorkovi¢ et al., 2000). SR
proteiny mozu ovladat’ zostrih vlastnych transkriptov u cicavcov (Jumaa a Nielsen,
1997) aj u rastlin (Reddy, 2007). Zostrihové udalosti, ktoré vedt k akumulacii izoforiem
obsahujucich PTC, boli pozorované v SR génoch cicavcov. Predpokladad sa, Ze tieto
izoformy sluzia k regulacii svojej produkcie prostrednictvom spoluprace AS a NMD
(Lareau et al., 2007). Mutacie v rastlinnych SR proteinoch menia relativne trovne
vSetkych SR zostrihovych variant a ostatnych pre-mRNA (Reddy, 2007). Vicsina SR
génov (15 z 19 u A. thaliana) podstupuje AS a produkuje dva alebo viac zostrihovych
variant. 15 SR génov A. thaliana produkuje najmenej 95 roznych izoforiem. Relativne
hladiny izoforiem niektorych SR génov sa Vv roznych pletivach znaéne liSia. Najviac
zostrihovych variant vzniklo v désledku IR. Pripady ES a vyuZitia alternativneho 3'a §'
zostrihového miesta st vzacne aV zZiadnej zostrihovej variante nebola pozorovana
pritomnost’ vzajomne sa vylucujicich exénov. Vécsina pripadov AS SR génov vznika

v kédujicej oblasti. Viac ako polovica ich izoforiem ukryva PTC, ktory sa nachadza
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viac ako 50 nukleotidov proti smeru transkripcie od spojenia exénov a spliiiaju kritéria
pre degraddciu prostrednictvom NMD. Funkény vyznam alternativne zostrihnutych
produktov SR génov u rastlin je v sti€asnosti neznamy. Avsak zo sekvencnych analyz
vyplyva, ze niektoré varianty produkujii bud’ skratené formy proteinov alebo dlhsie
formy, ktorym chyba jedna alebo viacero funkénych domén. Skratené alebo predizené
proteiny, ktorym chyba jedna alebo viacero domén, mézu mat’ pozmenené funkcie.
Napriklad, proteiny bez jednej funkénej domény moézu byt rozdielne lokalizovang,
popripade nefunkéné, stale vSak moZu interagovat’ S niektorymi proteinmi spliceozoému
a posobit’ ako negativne dominantné regulatory. Taktiez je mozné, ze alternativne
zostrihnuté varianty, predovSetkym tie, ktoré sa liSia iba v 3' a 5' UTR menia RNA
stabilitu. Rastliny s prisadnuté k povrchu a tak musia zvladat’ neZiaduci okolity stres,
ako je teplo, chlad a salinita. Z tohto dovodu si vytvorili zlozité mechanizmy zmeny
spdsobu expresie, pomocou ktorych st schopné prispdsobit’ sa tymto neziaducim
podmienkam. Napriek tomu mame vel'mi malo informacii o G¢inkoch okolitého stresu
a rastlinnych hormonov na pre-mRNA zostrih. Teplo a chlad vyrazne pozmenuju AS
vacsiny SR génov, zatial’ co hormény ovplyviiuja zostrih troch SR génov u A. thaliana
(SR1/SR34, SR34b a SR33/SCL33). Z tohto dovodu mozu byt niektoré zmeny v expresii
inych génov, vyvolané teplom a chladom, sposobené vd’aka teplotne regulovanému AS
SR génov. Regulacia AS niektorych SR génov rastlinnymi hormoénmi naznacuje, Ze
produkty tychto génov zohravaju tlohu v niektorych procesoch, ktoré su ovladané prave

horménmi (Palusa et al., 2007).

2.4.2 Teplotna indukcia kvitnutia

Rastliny vyuZzivaju mnohé environmentalne signaly, vratane fotoperiody (dizky dia),
biotického a abiotického stresu, intenzity svetla a teploty. PredovSetkym teplota ma
obrovsky vplyv na naasovanie kvitnutia; vo vernalizacii u A. thaliana, rastliny
kvantitativne vnimaju expoziciu chladu v dlhodobom ¢asovom horizonte a epigeneticky
uchovavaji tuto informaciu pre naslednt regulaciu doby kvitnutia (Song et al., 2012).
U A. thaliana predstavuje centralny mechanizmus zrychlené¢ho kvitnutia v reakcii na
predizenti chladova expoziciu represia transkripcie FLC, ktory kéduje MADS-box
transkripény faktor a negativny regulator kvitnutia (Amasino a Michaels, 2010).
COOLAIR je nekodujiica RNA , ktora kompletne zahfna sekvenciu FLC (Swiezewski et
al., 2009). Uroven expresie FLC je spojend stroviiou jednotlivych COOLAIR
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zostrihovych izoforiem. Prva trieda COOLAIR zostrihovych variant, spojena s nizkou
uroviou expresie FLC, vyuziva polyadenylaciu v blizSej oblasti, druhd trieda, spojena
s vysokou uroviiou expresie FLC, vyuziva polyadenyldciu vo vzdialenejSej oblasti
(Wang et al., 2014). PRP8 je konzervativny a centralny komponent spliceozomu,
mutacia v jeho nukleotidovej sekvencii ovplyviiuje efektivitu zostrihu COOLAIR
intrébnov, ¢o znizuje moznost vyuzitia blizSieho poly(A) signalu (Macknight et al.,
2002). SNP259, intronovy polymorfizmus v FLC, pozmenuje zostrih COOLAIR, tym
ovplyviiuje expresiu FLC a nepriamo aj dobu kvitnutia (Li et al., 2015). SVP a FLM
taktiez patria medzi MADS-box proteiny. FLM podstupuje teplotne regulovany AS.
V ekotype Col-0 A. thaliana boli detekované dve zostrihové varianty, FLM-5 a FLM-9,
ktoré sa lisia zaClenenim vzajomne sa vylucujicich exonov; druhého v pripade FLM-f a
tretieho v pripade FLM-o (Jiao a Meyerowitz, 2010). Pomer FLM-$ k FLM-J sa meni
v odozve na odchylky v okolitej teplote (Balasubramanian et al., 2006). FLM-f je
,down-regulovana* pri zvysenej teplote, o naznacuje, ze FLM- a -8 maju odliSné
ulohy v regulacii kvitnutia, biologické funkcie ich zostrihovych variant su vsak stale
nejasné. FLM-£ a -0 koduji proteiny, ktoré antagonisticky interaguju s SVP. FLM-
dokéze viazat DNA iba v pritomnosti SVP, zatial co FLM-6 nedokédze viazat DNA
a tym zabranuje viazbe SVP na cielovit DNA. Hladiny FLM-B a -6 proteinov odrazajt
hladiny ich zodpovedajucich mRNA, regulovanych zmenami v okolitej teplote. Tieto
vysledky naznacuja, ze FLM-6 pdsobi ako negativne dominantnd izoforma FLM, ktora
vytvara inaktivny SVP-FLM komplex, neschopny viazat DNA, uvolfwjuc tak
promotory génov, ako napriklad FT a SOC1 a tym nepriamo podporuje kvitnutie pri
zvySenych teplotach (Obrazok 13) (Lee et al., 2013).

1 _ FLM-8 J, FLM-p
Low ambient floral activators
temperabure FLM-f T

FLM pre-mBMNA

1 . rl floral activators I
Fovp |

High ambient
1Q‘|:|1|L1E'I|'It|||1"€'

Obrazok 13 - Model teplotne zavislej funkcie FLM, prevzaté z (Shang et al., 2017)
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U FLM paralogu, MAF2, bolo taktiez potvrdené, Ze podstupuje teplotne regulovany
AS. MAF2 zabraiiuje kvitnutiu pocas jesennych teplotnych vykyvov, ktoré by mohli
byt rastlinou misinterpretované ako prichod jari. AS u MAF2 vytvéra dve izoformy —
varl avar2. MAF2 varl vznika pri nizkych teplotach koéduje funkény MIKC-typ
MADS-doménovy transkripény faktor, ktorého zvySena expresia je dostaCujuca na
potla¢enie kvitnutia. Rastliny so zvySenou expresiou MAF2 var2 so zachovanym
introbnom, sa nevyznacuju predCasnym kvitnutim, teda var2 nevytvara negativne

dominantny protein, ako v pripade FLM-o (Lempe et al., 2005).

2.4.3 Cirkadianny rytmus

Cirkadianny rytmus je endogénny c¢asomera¢, vytvara oscilacie s priblizne 24-
hodinovou peridodou, ktora umoziluje organizmom synchronizovat' ich biologické
procesy s cyklami dna a noci (Bartok et al., 2013). Cirkadianny rytmus v rastlinach
ovlada obrovské mnozstvo fyziologickych procesov, ako napriklad otvaranie
prieduchov a kvetu a rytmické pohyby listov (Nakamichi, 2011). Cirkadianny rytmus sa
riadi svetlom ateplotou, jeho peridda je vSak zachovana aj pri absencii tychto
exogénnych faktorov (Salomé a McClung, 2004).

U Arabidopsis ranne exprimované MYB transkripéné faktory CCAl a LHY
potlacaju expresiu TOC1 priamym naviazanim sa na jeho promotor (Alabadi et al.,
2001). CCAl a LHY =zaroven aktivuju expresiu dvoch homoléogov TOC1; PRR7
a PRRY, ktoré potlacaju expresiu CCALl a LHY (Obrazok 14A) (Farré et al., 2005).
TOC1 potlaca expresiu Gl, zatial co TOCL je ,,up-regulovany* prostrednictvom Gl
(Pruneda-Paz a Kay, 2010). Proteiny, kédované ELF3, ELF4 a LUX, vytvaraju tzv.
veCerny komplex, ktory potlaca expresiu TOC1, Gl a PRR9 (Helfer et al., 2011).
Homodimerizacia a heterodimerizacia CCAl a LHY je u tychto proteinov ddlezita pre
regulaciu cirkadidnneho rytmu. Pri priaznivych teplotnych podmienkach, CCA1 a LHY
interaguji ako homo- a heterodimér pre regulaciu nasledujicich génov, vratane zloziek
vecerného komplexu. CCA1l vytvara dva transkripty, CCAla a CCAI1B. Vplyvom
teplotného stresu vznikd zostrihovd varianta CCAIp, ktord zachovava Stvrty intron.
CCAIB ma, podobne ako CCAla, dimeriza¢nu doménu, chyba jej vSak MYB DNA-
viazbova doména. CCA1p potlatuje CCAla/LHY heterodimerizaciu, vd’aka kompeticii
s CCAla aLHY. Dochadza k tvorbe nefunkénych CCAla/CCAIB a CCAIB/LHY
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heterodimérov (Obrazok 14C) (Seo et al., 2012). Cirkadidnne rytmy s teda
synchronizované teplotnymi zmenami prostedrictvom AS. Nizke teploty dalej
vyvolavaja silnti ,, down-regulaciu“ skratenej formy CCAIl a stimulujd AS u LHY, ¢o
vedie k tvorbe nefunkénych LHY transkriptov obsahujucich PTC, ktoré su degradované
prostrednictvom NMD (Obrazok 14B) (James et al., 2012).

(@)

(b) (c)

Intron Intron
LHY, REVE —» retention_" NMD ELF3, TOC1 - retention —» NMD

Truncated
—r -
CCA1, PRR7 protein

Obrazok 14 - Schéma teplotne regulovaného AS komponentov cirkadianneho rytmu, prevzaté z
(Capovilla et al., 2015)

Ostatné komponenty st taktiez predmetom teplotne regulovaného AS. Vysoké
teploty indukujt IR vELF3 aTOC1, vznikaju tak transkripty degradované
prostrednictvom NMD (Lareau a Brenner, 2015). Podobne, nizke teploty veda k IR v
ZTL a RVES8. RVES zachovava $tvrty intron, obsahujuci PTC. Teplotne regulovany AS
ovplyviiuje taktiez PRR9 a PRR7. Hladina expresie zostrihovej varianta PRR7 s IR je
vysSia pri vysSej teplote, zatial ¢o PRR9 vykazuje zvysSenie v expresii oboch,

kompletnej a IR izoformy, pri nizkych aj vysokych teplotach (Kwon et al., 2014).
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24.4 Abiotické odpovede na stres

AS v reakcii na abioticky/bioticky stres ma cely rad G¢inkov a vdcSina zapojenych
génov v dosledku stresu rastlin, je regulovand AS. Heat schock transkripéné faktory
(Hsfs) sa kl'n€ovymi regulatormi v odpovedi rastlin na tepelny stres (von Koskull-
Doring et al., 2007). AS ma rozhodujicu ulohu v tepelne indukovanej expresii HsfA2 u
Arabidopsis. HsfA2 obsahuje jeden 324 nukleotidov dlhy intron, ktory je pri 22 °C plne
vystrihnuty a vytvara tak kompletny HsfA2 transkript (Sugio et al., 2009). Mierne
zvySena teplota (37 °C) aktivuje  kratky, 31-nukleotidovy exon vo
vnutri intronu, vytvara sa tak zostrihova varianta HsfA2-11. Exon HsfA2 obsahuje PTC,
ktory zapri¢inuje degradaciu MRNA transkriptu prostrednictvom NMD. Tretia
zostrihova varianta, HsfA2-111, je vytvorena pomocou skrytého 5' zostrihového miesta
V introne, ktoré je aktivované extrémnym teplom (42-45 °C), priCom miera expresie
HsfA2-11 sa znizuje (Liu et al., 2013). HsfA2-111 koduje skrateny protein S-HsfA2, ktory
obsahuje DNA-viazbovii doménu a moze sa viazat na HSfA2 promotor, vytvarajic
pozitivne autoregula¢nti slucku, ktora riadi expresiu HSfA2 prostrednictvom AS. (Shang
etal., 2017). Gén ZmrbohB u kukurice je nevyhnutny pri tvorbe reaktivnych foriem
kyslika (ROS) pri reakcii na abioticky stres. Hladiny ROS musia byt jemne upravované,
aby sa tak zabranilo toxicite a zaroven podporilo ich vyuzitie ako signadlnych molekul
(Torres et al., 2002). ZmrbohB ma dve alternativne zostrihnuté izoformy, ZmrbohB-5 a
—0, ktora zachovava intrén 11. Obe tieto izoformy obsahuju PTC, ktoré vedie k NMD
(Lin et al., 2009).

Rad faktorov spracuvajucich RNA je spojenych sreakciou rastlin na kyselinu
abscisovi (ABA). Protein RBM25 s RNA vizbovou doménou u Arabidopsis thaliana
sa viaze na posledny intron v HAB1 pre-mRNA, reguluje jeho AS a vytvara dve
zostrihové varianty: HAB1.1 a HAB1.2. HAB1.1 ma Styri exony a kdduje protein, ktory
inhibuje kinazovu aktivitu SnRK2.6/0OST1 atym vypina ABA signalizaciu. HAB1.2
obsahuje Styri exony a koduje skrateny protein bez 105 aminokyselin na C-konci.
HAB1.2 dokaze interagovat’ so SnRK2.6/OST1, avsak nie je schopny inhibovat jej
kinazova aktivitu, tak ABA signalizacia ostava nezmenena (Zhan et al., 2015). AS
HAB1 pre-mRNA mé za nasledok vytvorenie dvoch funkénych antagonistickych
proteinov v ABA signalnej drahe (Shang et al., 2017).
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2.4.5 Biotické odpovede na stres

Rastliny st ¢asto napadané radom patogénov, vratane hub, virusov a baktérii, ako aj
hmyzom a hlistovcami. Z tohto dovodu si rastliny v priebehu evolicie vyvinuli proti
nim niekol’ko obrannych mechanizmov, v ktorych kl'a¢ovi ulohu zohravaji R-proteiny.
AS R génov je dolezitym prvkom v reguldcii obrannych odpovedi rastlin na post-
transkripénej trovni (Zhang, 2003). Vacsina R génov kdoduje proteiny s Toll-IL 1
receptor doménami (TIR), nukleotid-vizbovymi doménami (NBS) a doménami
bohatymi na leucin (LRR) (Traut, 1994). Kodujuce oblasti vacsiny TIR-NBS-LRR
génov obsahuju tri alebo Styri exdny, pricom prvy exon koduje TIR doménu, druhy
NBS doménu azvy$né exdny koduja LRR oblast. Alternativne izoformy boli
pozorované u mnohych TIR-NBS-LRR génov, vratane N génu tabaku (Nicotiana
tabacum), ktory rastline udel'uje rezistenciu proti virusu tabakovej mozaiky (TMV). AS
produkuje dve transkripéné varianty: kratky NS transkript, kodujuci funkény N protein
adlhy NL transkript, ktory obsahuje 70 nukleotidov dlhy alternativny ex6n vnutri
treticho intronu. Zaclenenie tohto alternativneho exénu vedie k posunu ¢itacieho ramca
ak PTC. NL transkript tak koduje skrateny protein, ktorému chyba viacsina LRR
oblasti. Pred infekciou v rastline prevlada NS transkript. Styri aZz osem hodin od TMV
infekcie je vSak hladina NL transkriptu priblizne 60-krat vys$Sia ako NS. Rastliny,
zvySujuce expresiu iba NS transkriptu, vykazuji mali odolnost vo¢i TMV. AS
produkujuci alternativny exon je tak nutny pre plnt rezistenciu voéi TMV u tabaku

(Dinesh-Kumar a Baker, 2000).

2.5 Cytokininové receptory a prenos cytokininového signalu

Od objavenia kinetinu v roku 1956 sa znacné mnozstvo vyskumov zameralo na
objasnenie rozmanitych tloh, ktoré cytokininy hraju pri raste a vyvoji rastlin. Tieto
vyskumy odhalili ich tlohu v celom rade procesov, vratane bune¢ného delenia, tvorby
aregeneracie organov, senescencie, apikdlnej dominancie, vaskuldrneho vyvoja,
odpovedi na patogény a mobility zivin (Higuchi et al., 2004). Rastliny odpovedajii na
cytokininy prostrednictvom tzv. ,phosphorelay system®, pozostavajiceho z troch
skupin proteinov v Arabidopsis thaliana: troch histidinkinaz (AHKs; AHK2, AHK3
a CRE1/AHK4), ktoré prenasaji  signal na histidinfosfotransferazy, pat
histidinfosfotransferaz (AHPs; AHP1-5) ajedenast regulatorov odpovedi typu B
(ARRs; ARR1, ARR2, ARR10-14, ARR18-21), ktoré su lokalizované v jadre a priamo
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aktivuji expresiu cielovych génov (Osugi a Sakakibara, 2015).

AHKs su membranovo lokalizované cytokininové receptory, pozostavajiice z troch
domén: CHASE domény, histidinkindzovej domény a prijimacej (Receiver) domény
(Yamada et al., 2001). Vazba cytokininov na CHASE doménu spusta autofosforylaciu
His zvysku v histidinkindzovej doméne a tato fosforylova skupine je nasledne prenesena
na Asp zvySok v Reciever doméne (vid® Obrazok 15). Viaceré Studie naznacuju, Ze
AHKs st lokalizované ako v plazmatickej membrane, tak aj v endoplazmatickom
retikulu. Stale vSak ostava nejasné, ¢i su oba typy funkéné, alebo nie (Wulfetange et al.,
2011).

AHP sprostredkuvaju prenos fosforylovej skupiny z cytosolickych AHKs na ARRS
typu B, lokalizovanych v jadre (Hwang a Sheen, 2001). ARRs typu B maju prijimaciu
doménu pre fosforylovl skupinu, DNA-vizbovi doménu (GARP) a doménu bohati na
glutamin pre transkripénu aktivaciu (Sakai et al., 2001). Fosforylaciou transkripéného
proteinu ARR-typu B dochadza k expresii cielovych génov, zapojenych do primarnej
cytokininovej odpovedi. ARR-typu A chyba GARP doména. Pri fosforylacii ARR-typu
A dochadza ku kompetitivnej inhibicii cytokininovej odpovedi (To et al., 2004).

T™ LB ™ HK Ac

CHASE

Obrazok 15 — Doménova Struktura cytokininového receptoru AHK4 v Arabidopsis thaliana,
proteinové domény: TM - transmembranova, LB - ligand-vazbova (CHASE), HK -
histidinkinazova, Ac — ,,acceptor”, CKk — cytokininy, H — His zvySok, D — Asp zvySok, N a C
oznacuju N a C konce proteinu, Sipky vpravo oznacuji miesta pre fosforylaciu a prenos
vysokoenergetickych fosfatov (~P), prevzaté z (Lomin et al., 2012)
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Biologicky material

- semena Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia (Col-0)

- celkova RNA vyizolovana z korenovej sustavy Arabidopsis thaliana Col-0
odetrenych po dobu dvoch hodin cytokininmi: N°-(A%isopentenyl)adenin (iP),
trans-zeatin (tZ), 6-benzylaminopurin (BAP) — vzorky vypozi¢ané od Mgr.
Davida Zalabaka, Ph.D.

- celkova RNA vyizolovana z korenovej sustavy Arabidopsis thaliana Col-0

oSetrenych rozdielnym Casovym pdsobenim trans-zeatinu

3.2 Chemikalie

1 kb DNA ladder - Thermo Fisher Scientific (USA)

1 kb plus DNA ladder - Thermo Fisher Scientific (USA)

100 bp plus DNA ladder - Thermo Fisher Scientific (USA)

10x TURBO DNase buffer — Thermo Fisher Scientific (USA)
5x Green GoTaq Flexi buffer - Promega (USA)

5x RT Reaction Buffer - Thermo Fisher Scientific (USA)
DMSO - Duchefa (Holandsko)

dNTPs - Fermentas (Kanada)

EDTA - Penta (Ceska republika)

ethanol 96% - Lach:ner (Ceska republika)

ethidium bromid - NeoLab (Nemecko)

GoTaq G2 Flexi DNA polymerase 5000 U/ml - Promega (USA)
hydroxid draselny - Lach:ner (Ceska republika)

isopropanol - Lach:ner (Ceska republika)

Magnetické gulicky Agencourt RNAclean XP - Beckman coulter (USA)
MES monohydrate — Duchefa (Holandsko)

Murashige & Skoog including vitamins- Duchefa (Holandsko)
nuclease-free voda - Qiagen (Nemecko)

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

Phytagel — Sigma-Aldrich (USA)

RevertAid H Minus Reverse Transcriptase 200 000 U/ml — Thermo Fisher Scientific
(USA)
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RNAqueous®-Micro Total RNA Isolation Kit

sachardza - Lach:ner (Ceska republika)

trans-Zeatin — Olchemim (Ceska republika)
Tris — Duchefa (Holandsko)
TURBO DNase 2000 U-ml™ — Thermo Fisher Scientific (USA)

3.2.1

Pouzité primery

Lyofilizované primery (Sigma-Aldrich, USA) boli podla navodu rozpusten¢ v

uvedenom mnozstve nuclease-free vody, pre ziskanie zdsobnej koncentracie 100 pmol/I.

Nasledne boli tieto primery eSte 10x zriedené v novej 1,5 ml skimavke a bola tak

ziskana pracovna koncentracia 10 pmol/l.

Primery boli navrhnuté veducim prace na zaklade genomickej sekvencie A. thaliana

tak, aby reverse primer komplementarne nasadal na urcitt intronick( oblast’.

Tabul'ka 1 - Zoznam pouzitych dvojic primerov pre PCR amplifikaciu

Velkost’
Néazov primerov Sekvencia amplikonu
[op]
AHK4 F Ascl ATGAGAAGAGATTTTGTGTATAAT 580
AHKA4INTR01 RE | CAACAATAGAGAACAAAAGAAGAAAC
AHK4 F Ascl ATGAGAAGAGATTTTGTGTATAAT 1300
AHKA4INTR02 RE | TGCAAAATTAGCCACAAACCAATG
AHK4 F Ascl ATGAGAAGAGATTTTGTGTATAAT 1600
AHKA4INTR03 RE | GAGACATTTGCGGAGTACACG
AHK4seqFWO01 CAAGAACAGCATTTGAGAGAC 650
AHKINTR04 RE | CAATCCTCTCACAACTCATTACAG
AHK4seqFWO01 CAAGAACAGCATTTGAGAGAC 950
AHKA4INTR05 RE | GTACCTTGGTGGTGCGTTTG
AHK4seqFWO01 CAAGAACAGCATTTGAGAGAC 1950
AHKA4INTR06 RE | AAGATGAAAGGCAACAGTACTGG
AHK4seqFW02 CACATAGTAAAAGTCGAAGATG 520
AHK4 Rev Intr07 | AATTAGCAGCCACAACTCC
AHKAEXONO7_FW | GAATGCTTGCTATGCTCCTAG 290
AHK4 Rev Intr07 | AATTAGCAGCCACAACTCC
AHK4seqFW02 CACATAGTAAAAGTCGAAGATG 700
AHKA4INTR08 RE | ACAAAAATCATATACACAAGCTGC
AHK4seqFW03 AGCAATGTTAGGCTTATGG 1100
AHKA4INTR09 RE | TCAATGAAGTTTATAAAAGATTTTAACC
AHKAEXON09 FW | GGAAACGTTCATCACAAGTCTC 540
AHKA4INTR09 RE | TCAATGAAGTTTATAAAAGATTTTAACC
Tubulin.U51 FW GGACAAGCTGGGATCCAGGTCG 1300

Tubulin.U52 RE

CATCGTCTCCACCTTCAGCACC
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3.3 Pristroje

Analytické vahy R 200 D — Sartorius (Nemecko)

Autoklav MLS 3020 — Sanyo (Nemecko)

Centrifiga Mikro200R — Hettich (Nemecko)

Centrifiiga Rotanta 460R — Hettich (Nemecko)

Digestor 1800/900M — Merci (Ceska republika)

Fytotron — Weiss Technik (UK)

Horizontalna elektroforéza ENDURO™ Gel XL — Labnet (USA)
Inkubator Ecotron — Infors HT (Svajéiarsko)

Laboratérne vahy BWL 51 — Boeco (Nemecko)

Laminarny box SCS 2-4 — Faster (Taliansko)

Magneticka mieSacka RCT basic — IKA (Nemecko)

Magneticky stojan — Alpaqua (USA)

Mikrovlnna rira — Electrolux (Svédsko)

Minicentrifuga/vortex CombiSpin FVL-2400N — Biosan (Lotyssko)
NanoDrop DS-11 spectrophotometer — DeNovix (USA)

pH meter pHenomelnal 1100L — VWR (Rakusko)

Pipety proline 1000; 200; 20; 2,5 ul — Biohit (Finsko)

Pipety research 1000; 200; 20; 2,5 ul — Eppendorf (Nemecko)
Termoblok AccuBlockTM digital Dry Baths — Labnet (USA)
Termoblok TS-100C — Biosan (Loty$sko)

UV transiluminator GBox — Syngene (Cambridge, UK)

Veriti 96-Well Fast Thermal Cycler — Thermo Fisher Scientific (USA)

3.4 Software

ImageJ - National Institutes of Health (USA)
ImageLab — Bio-Rad (USA)

Microsoft Office Excel — Microsoft (USA)
SnapGene — GSL Biotech LLC (USA)

3.5 Metody

3.5.1 Priprava média

Pre vysadbu semien bolo pripravené Murashige a Skoog (MS) medium, ktorého
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jednotlivé zlozky su uvedené v Tabulke 2. Komponenty pre vyrobu média boli
navazené a S vynimkou Phytagelu rozpustené vo vode. Nasledne pomocou KOH

upravit’ hodnotu pH na ~5,7. Po tprave pH pridat’ Phytagel a zautoklavovat’.

Tabulka 2 - ZloZenie MS média

Komponenty Mnozstvo [g/l]
MS + vitaminy 4,3
MES 1
Sachardza 10
Phytagel 5,5
3.5.2 Sterilizacia semien

Do 1,5 ml mikroskimavky bolo odobrané malé¢ mnozstvo semien a premyvané 70%
ethanolom po dobu troch minuat. Nasledne bol pripraveny roztok: 500 pl NaClO + 400
ul sterilnej destilovanej vody + 100 ul 70% ethanolu, ktorym boli semend premyvané
priblizne 10 minat. Semena boli d’alej 3x premyvané sterilnou destilovanou vodou. Pri
poslednom premyti bolo v 1,5 ml Eppendorf skimavke zanechanych priblizne 100 pl

vody. Sterilizacia semien prebichala vo flowboxe.

3.5.3 Vysadba semien

Semena boli vysadené na Stvorcové misky s MS médiom do dvoch radov (Obrazok 16).
Po vysadbe boli tri dni ponechané v chladnicke pri 4 °C a nésledne umiestnené do
fytotronu, kde rastli priblizne dva tyzdne. Vysadba semien prebichala za sterilnych

podmienok vo flowboxe.

o ™
‘-

semienka
M ~

Obrazok 16 - Schéma vysadby semien A. thaliana Col-0
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3.5.4 Casovy treatment a spracovanie rastlin

Sadenice boli oSetrené posprejovanim 10 umol/l trans-zeatinom v DMSO a 10 pmol/l
DMSO. Nasledne boli kultivované vo fytotrone po dobu 2, 5, 12 a 24 hodin. Po uplynuti
doby kultivacie boli korene sadenic oddelené od vyhonkov, obe casti boli zvlast

odobrané do 50 ml falkoniek a okamzite zmrazené tekutym dusikom.

3.5.5 Izolacia celkovej RNA

Izolacia bola vykonana pomocou RNAqueous izola¢ného kitu. Elution Solution bola
dopredu vyhriata na 80 °C. Rastlinny material bol rozotreny v trecej miske pomocou
tekutého dusiku. 0,1 — 0,3 g rastlinného materialu bolo navazeného do 2 ml
mikroskimavky. K navazenému mnoZstvu bolo pridanych 1000 pl Lysis/Binding
Solution, vzorky boli zvortexované a ponechané na stojane pri laboratornej teplote.
Vzorky boli nasledne zcentrifugované 10 mintt pri 4 °C a 12 000 rcf, vzniknuty
supernatant bol prepipetovany do ¢istej 2 ml mikrosktimavky, kde bol k nemu pridany
64% ethanol v rovnakom objeme, aky mal vzniknuty supernatant. 700 pl vzniknutého
lyzatu s ethanolom bolo napipetovanych na kolonku s filtrom, lyzat v kolonke bol
zcentrifugovany pri 4°C a 10 000 rcf po dobu minimalne 15 s, zo zbernej skimavky
bola nasledne vyliata tekutina (3x). Do kolonky bolo napipetovanych 700 pul Wash
Solution 1, vzorky boli zcentrifugované pri 4 °C a 10 000 rcf po dobu 15 s, zo zbernej
skimavky bola vyliata tekutina. Do kolonky bolo nasledne napipetovanych 500 pl
Wash Solution 2, vzorky boli zcentrifugované pri 4 °C a 10 000 rcf po dobu 15 s, zo
zbernych skumaviek bola vyliata tekutina (2X). Po wvyliati boli vzorky znovu
zcentrifugované pri 4 °C a 10 000 rcf po dobu 30 s, aby sa odstranili zvysky predoslych
roztokov. Kolonky boli nasledne umiestnené do cistych 1,5 ml zbernych
mikroskimaviek. Doprostred koloniek bolo napipetovanych 60 pl predhriatej Elution
Solution, vzorky boli centrifugované pri laboratornej teplote pri 10 000 rcf po dobu 30
s. Nasledne bolo doprostred kolonky pridanych 40 pl predhriatej Elution Solution,
vzorky boli znovu centrufugované pri laboratornej teplote a 10 000 rcf po dobu 30 s.

Koncentracie vyizolovanej RNA boli premerané na nanodrope.

3.5.6 OSetrenie RNA DNazou

40 pl vyizolovanej RNA bolo odobranych do ¢istej 1,5 ml mikroskiimavky, kde k nej
bolo pridanych 5 pl 10x reakéného pufru pre DNazu a 3 pl DNazy, vzorky boli
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zvortexované alebo premiesané pipetovanim a inkubované 45 minut pri 37 °C. Po

inkubacii boli pridané d’alsie 2 ul DNazy a vzorky boli inkubované d’alsich 45 minut.

3.5.7 Precistenie RNA pomocou magnetickych guli¢iek

Vzorky oSetrenej RNA boli prepipetované do 0,2 ml mikroskiimaviek, kde k nim bolo
pridanych 25 ul magnetickych guli¢iek a 20 pl 100% RNAse free izopropanolu, vzorky
boli premiesané pipetovanim a inkubované pri laboratornej teplote po dobu 10 minut.
Nasledne boli vzorky umiestnené na magneticky stojan. Po 5 minutach bol vzniknuty
supernatant opatrne odpipetovany. Do mikroskimavky bolo pridanych 200 pl 70%
RNase free ethanolu, ktory bol po 1 mintite odpipetovany (2x). Vzorky na magnetickom
stojane boli umiestnené do flowboxu na dobu 10 minat pre dokladné vysusenie.
Nasledne bolo pridanych 15-30 ul RNase free vody a vzorky boli inkubované 10 minut
na PCR stojane. Po inkubacii boli znovu premiestnené na magneticky stojan na dobu 5
minuat. Nasledne bola precistena RNA prepipetovana do Cistych 0,2 ml mikroskiimaviek

a jej koncentracie boli premerané pomocou nanodropu.

3.5.8 Reverzna transkripcia

Pre prepis RNA do ¢cDNA bol program cykleru nastaveny nasledovne:

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

Do 0,2 ml mikroskiimaviek bola pridana RNA a voda v celkovom objeme 12 pul.
Nasledne bol pridany 1 ul oligo(dT) primeru a vzorky boli umiestnené na 5 minat do
cykleru pri 70 °C. Po piatich minutach boli vzorky vybrané a ponechané¢ 1 minttu na
lade, program cykleru bol pozastaveny po dosiahnuti teploty 42 °C. Nasledne boli
pridané 4 pl RT pufru, 2 pl dNTPs, a 1 ul reverznej transkriptazy. Vzorky boli
premieSané prepipetovanim a vlozené do cykleru, program bol znovu spusteny. Po
skonfeni programu boli vzorky vybrané a ich koncentracie boli premerané na

nanodrope.
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3.5.9 Polymerazova ret’azova reakcia (PCR)

Tabul'ka 3 - ZloZenie reakénej zmesi pre PCR

Zlozka Objem na jednu reakciu [ul]

cDNA Arabidopsis thaliana 1

5x Green GoTaq Flexi buffer 3
GoTaqg G2 Flexi DNA polymerase 0,07
dNTPs (10 mmol/l) 0,3
Forward primer (10 umol/I) 0,75
Reverse primer (10 pmol/l) 0,75
H,0 6,13

Celkovy objem 15

Pripravend ¢cDNA bola najprv testovanad na kontamindciu genomickou DNA, pri¢om
bol pouzity primerovy par Specificky pre neprepisovanu oblast’ za 3'-UTR po smere
transkripcie. Pre testovanie na kontaminaciu genomickou DNA bol program cykleru

nastaveny nasledovne:

1) 95 °C 2 minaty

2) 95 °C 30 sekund
57 °C 30 sekand 38 cyklov
72 °C 85 sekund

3) 72 °C 10 minat

Pre PCR optimalizaciu S pouzitim primerov pre o—tubulin bol program cykleru

nastaveny nasledovne:

1) 95 °C 2 minuty

2) 95 °C 30 sekund
57 °C 30 sekund 18 — 21 cyklov
72 °C 85 sekund

3) 72 °C 10 minat
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Pre PCR spouzitim CRE1/AHK4 primerov bol program cykleru nastaveny

nasledovne:

1) 95 °C 2 minaty

2) 95°C 30 sekind
57 °C 30 sekand 28 — 38 cyklov
72 °C 85 sekund

3) 72 °C 10 minat

3.5.10 Agarodzova elektroforéza

Zo z4sobné¢ho 50x TAE pufru bol pripraveny pracovny 1x TAE pufr. Nasledne bola
pripravena 1% agar6za rozpustenim jedné¢ho gramu na 100 ml 1x TAE pufru, hotova
agardza bola naliata do elektroforetickej vani¢ky s hrebienkom. Po stuhnuti agardzy bol
hrebienok odstraneny, vanicka s gélom bola presunuta do elektroforetickej komory
naplnenej 1x TAE pufrom a do kazdej jamky bolo napipetovanych 10 ul vzorky a 3 ul
Standardu molekulovej hmotnosti. Elektroforéza bola pustena pri 100 V po dobu 30
minat. Po skonceni elektroforézy bol gél premiestneny do kupela s EtBr a ponechany
viiom 10 — 20 minut. Po nafarbeni gélu EtBr bol trikrat premyty vodou. Gél s PCR
produktami bol nasledne vizualizovany pomocou UV transilumindtoru a programu

ImageLab.
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4 VYSLEDKY
4.1 RNAseq analyza

Experimentalna cast’ tejto bakalarskej prace vychadza zin silico analyzy verejne
dostupnych RNAseq dat deponovanych v databazi NCBI. Pri analyze génov
cytokininovej signaliza¢nej kaskddy sme sa zamerali na cytokininové receptory,
predovsetkym na gén CRE1/AHK4, kde bola uz pred zaéiatkom tejto bakalarskej prace
potvrdena existencia zostrihovych variant obsahujucich intron 7 a 9. Analyza bola
uskutocnena na transkriptomickych datach mapujicich kompletni intron-exonova
Struktaru génu CRE1/AHK4; ako vzorky boli pri tomto experimente pouzité 10 dni staré
korene Arabidopsis thaliana, osetrené 5 uM BAP po dobu dvoch hodin (vid’ Obrazok
17).

1 2 3 4 S5 6 78 9

analyzy, zdroj: databaza NCBI, accession no. SRP059384. Rastliny Arabidopsis thaliana Col-0
boli pestované 10 dni na MS médiu pod kontinudlnym osvetlenim a nasledne oSetrené 5 uM
BAP v tekutom médiu po dobu dvoch hodin. Cisla oznacujt poziciu intrénov v sekvencii génu.

4.2  Semikvantitativna PCR vzoriek oSetrenych roznymi cytokininmi
Semikvantitativna PCR umoznila identifikovat" viaceré rézne zostrihnuté produkty
pritomné v bunkach korena rastliny, kde je najvyssia expresia génu CRE1/AHK4 a tiez
porovnat’ mnozstvo tychto produktov vo vzorkach oSetrenych prirodzenymi cytokininmi
(2h, 10 uM — iP, tZ, BAP vo vodnom roztoku s obsahom DMSQO) oproti kontrolnej
vzorke, oSetrenej iba roztokom DMSO.

Niektoré gény su podobne exprimované vo vSetkych bunkach organizmu behom
Standardnych aj stresovych podmienok. Nazyvame ich ,housekeeping gény*.

Vyskumnici ich pouzivaji ako referencné gény alebo ,,vnutorni kontrolu®. Pri
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porovnavani hladin expresie génov je potrebné normalizovat hladiny expresie
cielovych génov pouzitim vhodnych referenénych génov, aby boli zabezpecené presné
a reprodukovatel'né kvantitativne expresné merania. V tejto praci bol ako referen¢ny
gén pouzity o-3 tubulin z Arabidopsis thaliana (AT5G19770). Pomocou tohto génu
bolo tak optimalizované mnozstvo nanasky kazdej pripravenej cDNA, aby bolo
nasledne mozné pozorovat’ a porovnavat medzi sebou rozdiely v expresii jednotlivych

foriem za prirodzenych podmienok a po osetreni cytokininmi.

42.1 Intron 1

PCR amplifikacia pomocou primerov AHK4 F Ascl + AHK4INTRO1 RE (vid
Obrazok 18), pri 38 cykloch potvrdila pritomnost alternativne zostrihnutej formy
mRNA so zachovanym intronom 1. Velkost' amplifikovaného produktu sa zhoduje

s vel'’kostou oc¢akavaného produktu (~580 bp).

(1..24)
AHK4_F_Ascl AHK4INTRO1_RE_OP (552 ..577)

Obrazok 18 - Schéma amplifikovanej oblasti génu CRE1/AHK4 v Arabidopsis thaliana, exény
vyznacéené zltou, introny tmavou, neprekladané oblasti ¢ervenou farbou
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Obrazok 19 - A) Elektroforetogram PCR amplifikacie prvého intronu génu CRE1/AHK4 vo
vzorkach cDNA Arabidopsis thaliana pomocou primerov AHK4 _F_Ascl + AHK4INTRO1_RE,
zlava: M — $tandard molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 — DMSO (kontrola),
mnozstvo templatu: 1,5 ul; 2 — 10uM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 3 — 10uM tZ (2h),
mnozstvo templatu: 1 pl; 4 — 10uM cis-zeatin (2h), mnozstvo templatu: 1 pl; 5 — 10uM BAP
(2h), mnozstvo templatu: 1,5 ul; 38 cyklov

B) Optimalizacia nanasky templatu cDNA pomocou génu a-3 tubulinu: Elektroforetogram PCR
amplifikacie génu o-3 tubulinu vo vzorkach cDNA Arabidopsis thaliana, zl'ava: M - Standard
molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 — DMSO (kontrola), mnozstvo templatu: 1,5
pl; 2 — 10uM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 3 — 10uM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4
— 10uM BAP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 21 cyklov

*pozn.: so vzorkou cDNA osetrenou cis-zeatinom sa od tohto pokusu d’alej nepracovalo

Pomocou programu ImageJ boli intenzity jednotlivych bandov elektroforetogramu
prevedené na relativne hodnoty a spriemerované pre kazdu vzorku, najvyssej priemerne;j
hodnote bola nasledne v programe Excel priradend hodnota 100%, ostatné relativne

hodnoty boli s touto hodnotou porovnané a vnesené do grafu (vid’ Obrazok 20).
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Obrazok 20 — Graf porovnavajuci relativne mnozstvo mRNA foriem so zachovanym intrénom 1
vo vzorkdch osetrenych cytokininmi oproti vzorke oSetrenej roztokom DMSO, najvysSia
relativna hodnota (vzorka osetrena iP) bola normalizovana na hodnotu 100%

4.2.2 Intron 2

PCR amplifikdcia pomocou primerov  AHK4 F Ascl + AHK4INTR02_RE (vid
Obrazok 21), pri 38 cykloch potvrdila pritomnost dvoch alternativne zostrihnutych
foriem mMRNA: prva s oboma zachovanymi intronmi (1 a 2) a druha so zachovanym
intronom 2. Velkost’ amplifikovanych produktov sa zhoduje s vel’kostou o¢akavanych
produktov (~1300 bp pre formu s oboma zachovanymi intronmi a ~780 bp pre formu
S jednym zachovanym intronom). Formy so zachovanymi intronmi boli amplifikované

iba vo vzorke oSetrenej tZ, mnozstvo sa v§ak pohybovalo na hranici detekovatel'nosti.

(1..24)
AHK4_F_Ascl AHKAINTROZ2_RE_OP (1286 .. 1309)

Obrazok 21 - Schéma amplifikovanej oblasti génu CRE1/AHK4 v Arabidopsis thaliana, exony
vyznacené Zltou, introny tmavou, neprekladané oblasti ervenou farbou
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A)

forma so zachovanymi intronmi 1 a 2

forma so zachovanym intrénom 2

B)

tubulin

Obrazok 22 — A) Elektroforetogram PCR amplifikacie druhého intronu génu CRE1/AHK4 vo
vzorkach cDNA Arabidopsis thaliana pomocou primerov AHK4_F_Ascl + AHK4INTR02_RE,
zlava: M — $tandard molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 — DMSO (kontrola),
mnozstvo templatu: 1,5 pl; 2 — 10uM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 3 — 10uM tZ (2h),
mnozstvo templatu: 1 pl; 4 — 10uM BAP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 ul; 38 cyklov

B) Optimalizacia nanasky templatu cDNA pomocou génu a-3 tubulinu: Elektroforetogram PCR
amplifikacie génu o-3 tubulinu vo vzorkach cDNA Arabidopsis thaliana, zl'ava: M - $tandard
molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 — DMSO (kontrola), mnozstvo templatu: 1,5
ul; 2 — 10uM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 3 — 10uM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4
— 10uM BAP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 21 cyklov

Pomocou programu ImageJ nebolo mozZné elektroforetogram PCR amplifikacie

druhého intrénu vyhodnotit’, nakol’ko bandy vykazuji priliz nizku intenzitu.

4.2.3 Intron 3

PCR amplifikdcia pomocou primerov AHK4 F Ascl + AHK4INTRO3_RE (vid
Obrazok 23), pri 38 cykloch potvrdila pritomnost jednej zo $tyroch moznych
alternativne zostrihnutych foriem mRNA: forma so zachovanym intrénom 3. Velkost
amplifikovaného produktu sa zhoduje s velkostou oc¢akavaného produktu (~900 bp),
priCom formy so vSetkymi tromi zachovanymi intrénmi (1, 2 a 3, o¢akavana velkost
~1600) a dvomi zachovanymi intronmi 1 a 3 (o¢akavana velkost’ ~1400 bp) alebo 2 a 3

(ocakavana velkost’ ~1100 bp) neboli zistené. Forma so zachovanym intrénom 3 bola
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amplifikovana iba vo vzorkach osetrenych IP a tZ.

AHK4_F Ascl (1..24) AHKAINTRO3_RE_OP (1590 .. 1610)

2000 4000 gooo! 50007

Obrazok 23 - Schéma amplifikovanej oblasti génu CRE1/AHK4 v Arabidopsis thaliana, exony
vyznacen¢ zltou, introny tmavou, neprekladané oblasti Cervenou farbou
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Obrazok 24 — A) Elektroforetogram PCR amplifikacie tretiecho intronu génu CRE1/AHK4 vo
vzorkach cDNA Arabidopsis thaliana pomocou primerov AHK4_F_Ascl + AHK4INTRO3_RE,
zlava: M — $tandard molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 — DMSO (kontrola),
mnozstvo templatu: 1,5 pl; 2 — 10uM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 3 — 10uM tZ (2h),
mnozstvo templatu: 1 pl; 4 — 10uM BAP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 ul; 38 cyklov

B) Optimalizacia nanasky templatu cDNA pomocou génu a-3 tubulinu: Elektroforetogram PCR
amplifikacie génu o-3 tubulinu vo vzorkach cDNA Arabidopsis thaliana, zl'ava: M - $tandard
molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 — DMSO (kontrola), mnozstvo templatu: 1,5
ul; 2 — 10puM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 ul; 3 — 10uM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 ul; 4
— 10uM BAP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 ul; 21 cyklov

Pomocou programu ImageJ boli intenzity jednotlivych bandov elektroforetogramu
prevedené na relativne hodnoty a spriemerované pre kazdl vzorku, najvyssej priemerne;j
hodnote bola nasledne v programe Excel priradend hodnota 100%, ostatné relativne

hodnoty boli s touto hodnotou porovnané a vnesené do grafu (vid’ Obrazok 25).
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Obrazok 25 - Graf porovnavajtci relativne mnozstvo mRNA foriem so zachovanym intrénom 3
vo vzorkach oSetrenych cytokininmi oproti vzorke oSetrenej roztokom DMSO, najvyssia
relativna hodnota (vzorka oSetrena tZ) bola normalizovana na hodnotu 100%

424 Intrén 4
PCR amplifikacia pomocou primerov AHK4seqgFW01 + AHK4INTR04 RE (vid

Obrazok 26), pri 38 cykloch potvrdila pritomnost oboch moznych alternativne
zostrihnutych foriem mRNA: forma s oboma zachovanymi intronmi (3 a 4) a forma so
zachovanym intronom 4. Velkost amplifikovanych produktov sa zhoduje s velkostou
o¢akavanych produktov (~650 bp pre formu s oboma zachovanymi intrénmi a ~550 pre

formu s jednym zachovanym intrénom).

(1333 .. 1353) AHK4seqFW01_OP AHK4INTRO4_RE_QP (1946 .. 1870)

2000 4000 go00’ 300"

Obrazok 26 - Schéma amplifikovanej oblasti génu CRE1/AHK4 v Arabidopsis thaliana, exony
vyznacené zltou, introny tmavou, neprekladané oblasti ¢ervenou farbou
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Obrazok 27 — A) Elektroforetogram PCR amplifikacie Stvrtého intronu génu CRE1/AHK4 vo
vzorkaich c¢DNA  Arabidopsis thaliana pomocou  primerov  AHK4seqgFWO01 +
AHK4INTRO04_RE, zlava: M — standard molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 —
DMSO (kontrola), mnozstvo templatu: 1,5 ul; 2 — 10uM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 3 —
10uM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4 — 10uM BAP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 38
cyklov

B) Optimalizacia nanasky templatu cDNA pomocou génu a-3 tubulinu: Elektroforetogram PCR
amplifikacie génu o-3 tubulinu vo vzorkach cDNA Arabidopsis thaliana, zl'ava: M - Standard
molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 — DMSO (kontrola), mnozstvo templatu: 1,5
ul; 2 — 10uM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 3 — 10uM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4
— 10uM BAP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 21 cyklov

Pomocou programu ImageJ boli intenzity jednotlivych bandov elektroforetogramu
prevedené na relativne hodnoty a spriemerované pre kazdu vzorku, najvyssej priemernej
hodnote bola nasledne v programe Excel priradend hodnota 100%, ostatné relativne

hodnoty boli s touto hodnotou porovnané a vnesené do grafu (vid’ Obrazok 28).
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Obrazok 28 — Graf porovnavajici relativne mnozstvo mRNA foriem so zachovanym intronom 4
vo vzorkdch osetrenych cytokininmi oproti vzorke oSetrenej roztokom DMSO, najvyssia
relativna hodnota (vzorka oSetrena tZ) bola normalizovana na hodnotu 100%
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4.2.5 Intron 5

PCR amplifikacia pomocou primerov AHK4seqFWO01 + AHKA4INTRO5_RE (vid
Obrazok 29), pri 38 cykloch potvrdila pritomnost’ troch zo Styroch moznych
alternativne zostrihnutych foriem mRNA: forma so vSetkymi moznymi zachovanymi
intronmi (3, 4 a5), forma s dvomi zachovanymi intronmi (4 a 5) a forma s jednym
zachovanym intronom (5). Velkost amplifikovanych produktov sa zhoduje s velkostou
ocakavanych produktov (~920 bp pre formu so vSetkymi zachovanymi intronmi, ~830
bp pre formu s dvomi zachovanymi intronmi a ~650 pre formu s jednym zachovanym
intronom), pricom forma S0 zachovanymi intronmi 3 a 5 (o¢akavana velkost’ ~750)

nebola zistena.

(1333 .. 1353) AHK4segFW01_OP AHK4INTRO5_RE_OP (2227 .. 2253)

go0o! 50007

Obrazok 29 - Schéma amplifikovanej oblasti génu CRE1/AHK4 v Arabidopsis thaliana, exony
vyznacené zltou, introny tmavou, neprekladané oblasti Cervenou farbou
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Obrazok 30 — A) Elektroforetogram PCR amplifikacie piateho intronu génu CRE1/AHK4 vo
vzorkach ¢DNA  Arabidopsis thaliana pomocou  primerov  AHK4seqgFWO01 +
AHK4INTRO5_RE, zlava: M — standard molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 —
DMSO (kontrola), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 2 — 10uM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 3 —
10uM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4 — 10uM BAP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 38
cyklov

B) Optimalizacia nanasky templatu cDNA pomocou génu a-3 tubulinu: Elektroforetogram PCR
amplifikacie génu o-3 tubulinu vo vzorkach cDNA Arabidopsis thaliana, zl'ava: M - $tandard
molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 — DMSO (kontrola), mnozstvo templatu: 1,5
ul; 2 — 10uM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 3 — 10uM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4
— 10uM BAP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 21 cyklov

Pomocou programu ImageJ boli intenzity jednotlivych bandov elektroforetogramu
prevedené na relativne hodnoty a spriemerované pre kazdl vzorku, najvyssej priemerne;j
hodnote bola nasledne v programe Excel priradend hodnota 100%, ostatné relativne

hodnoty boli s touto hodnotou porovnané a vnesené do grafu (vid’ Obrazok 31).
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Obrazok 31 - Graf porovnavajici relativne mnozstvo mRNA foriem so zachovanym intrénom 5
vo vzorkach oSetrenych cytokininmi oproti vzorke oSetrenej roztokom DMSO, najvyssia
relativna hodnota (vzorka oSetrend tZ) bola normalizovana na hodnotu 100%

4.2.6 Intron 6

PCR amplifikacia pomocou primerov AHK4seqFWO01 + AHKA4INTRO06_RE (vid
Obrazok 32), pri 38 cykloch potvrdila pritomnost jednej dominantnej z O6smych
moznych alternativne zostrihnutych foriem mRNA: forma so zachovanym intrénom 6.
Velkost' amplifikovaného produktu sa zhoduje s velkostou ocakavaného produktu
(~880 bp), pricom ostatné formy s r6znymi kombinaciami zachovanych intronov 3, 4, 5

a 6 boli pravdepodobne zistené vo vzorke oSetrenej tZ, avSak nie je mozné ich rozliit’.

(1333 .. 1353) AHK4segqFWO01_OP AHK4INTRO6_RE_OP (2547 .. 2568)

2000 4000 s000! 80007

Obrazok 32 - Schéma amplifikovanej oblasti génu CRE1/AHK4 v Arabidopsis thaliana, exony
vyznacené Zltou, introny tmavou, neprekladané oblasti Cervenou farbou
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Obrazok 33 — A) Elektroforetogram PCR amplifikacie Siesteho intronu génu CRE1/AHK4 vo
vzorkach ¢DNA  Arabidopsis thaliana pomocou  primerov  AHK4seqgFWO01 +
AHKA4INTRO6_RE, zlava: M — Standard molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 —
DMSO (kontrola), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 2 — 10uM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 3 —
10uM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4 — 10uM BAP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 38
cyklov

B) Optimalizacia nanasky templatu cDNA pomocou génu a-3 tubulinu: Elektroforetogram PCR
amplifikacie génu o-3 tubulinu vo vzorkach cDNA Arabidopsis thaliana, zl'ava: M - Standard
molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 — DMSO (kontrola), mnozstvo templatu: 1,5
ul; 2 — 10uM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 3 — 10uM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4
— 10uM BAP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 21 cyklov

Pomocou programu ImageJ boli intenzity jednotlivych bandov elektroforetogramu
prevedené na relativne hodnoty a spriemerované pre kazdl vzorku, najvyssej priemerne;j
hodnote bola nasledne v programe Excel priradend hodnota 100%, ostatné relativne

hodnoty boli s touto hodnotou porovnané a vnesené do grafu (vid’ Obrazok 34).
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Obrazok 34 - Graf porovnavajici relativne mnozstvo mRNA foriem so zachovanym intrénom 6
vo vzorkach oSetrenych cytokininmi oproti vzorke oSetrenej roztokom DMSO, najvyssia
relativna hodnota (vzorka oSetrend tZ) bola normalizovana na hodnotu 100%

4.2.7 Intron 7

PCR amplifikacia pomocou primerov AHK4seqFWO02 + AHK4_Rev_Intr07 (vid’
Obrazok 35), pri 38 cykloch potvrdila pritomnost’ dvoch alternativne zostrihnutych
foriem mRNA: prva s oboma zachovanymi intronmi (6 a 7) a druha so zachovanym
intronom 7. Velkost amplifikovanych produktov sa zhoduje s vel'kostou o¢akavanych
produktov (~520 bp pre formu s oboma zachovanymi intrénmi a ~420 bp pre formu

S jednym zachovanym intronom).

(2389 .. 2410) AHK4seqFW02_OP AHK4_Rev_intron07 (2336 .. 2904)

2000 4000 000! 50007

Obrazok 35 - Schéma amplifikovanej oblasti génu CRE1/AHK4 v Arabidopsis thaliana, exony
vyznacené Zltou, introny tmavou, neprekladané oblasti cervenou farbou
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Obrazok 36 - A) Elektroforetogram PCR amplifikacie siedmeho intréonu génu CRE1/AHK4 vo
vzorkdich c¢DNA  Arabidopsis thaliana  pomocou primerov ~ AHK4seqgFW02 +
AHK4_Rev_Intr07, zlava: M — Standard molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 —
DMSO (kontrola), mnozstvo templatu: 1,5 ul; 2 — 10uM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 3 —
10puM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4 — 10uM BAP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 38
cyklov

B) Optimalizacia nanasky templatu cDNA pomocou génu a-3 tubulinu: Elektroforetogram PCR
amplifikacie génu o-3 tubulinu vo vzorkach cDNA Arabidopsis thaliana, zl'ava: M - $tandard
molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 — DMSO (kontrola), mnozstvo templatu: 1,5
ul; 2 — 10uM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 3 — 10uM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4
— 10uM BAP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 21 cyklov

Pomocou programu ImageJ boli intenzity jednotlivych bandov elektroforetogramu
prevedené na relativne hodnoty a spriemerované pre kazdu vzorku, najvyssej priemernej
hodnote bola nasledne v programe Excel priradend hodnota 100%, ostatné relativne

hodnoty boli s touto hodnotou porovnané a vnesené do grafu (vid’ Obrazok 37).
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Obrazok 37 — Graf porovnavajuci relativne mnozstvo mRNA foriem so zachovanym intrénom 7
vo vzorkdch osetrenych cytokininmi oproti vzorke oSetrenej roztokom DMSO, najvyssia
relativna hodnota (vzorka oSetrena iP) bola normalizovana na hodnotu 100%

4.2.8 Intron 8

PCR amplifikacia pomocou primerov AHK4seqFW02 + AHKA4INTRO08 RE (vid
Obrazok 38), pri 38 cykloch potvrdila pritomnost dvoch zo styroch moznych
alternativne zostrihnutych foriem mRNA: forma so vSetkymi moznymi zachovanymi
intronmi (6, 7 a8) aforma sjednym zachovanym intronom (8). Velkost
amplifikovanych produktov sa zhoduje s velkostou oc¢akavanych produktov (~690 bp
pre formu so vSetkymi zachovanymi intronmi a ~520 bp pre formu sjednym
zachovanym intronom), pricom formy s dvomi zachovanymi intronmi 6 a 8 (o¢akavana

velkost’ ~610) a 7 a 8 (o¢akavana velkost’ ~600) neboli zistené.

(2389 .. 2410) AHK45eqFW02_0P AHKAINTRO8_RE_OP (3057 .. 3080)

2000 4000 g000! B000T

Obrazok 38 - Schéma amplifikovanej oblasti génu CRE1/AHK4 v Arabidopsis thaliana, exony
vyznacené zltou, introny tmavou, neprekladané oblasti ervenou farbou
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Obrazok 39 — A) Elektroforetogram PCR amplifikacie 6smeho intronu génu CRE1/AHK4 vo
vzorkach ¢DNA  Arabidopsis thaliana pomocou  primerov  AHK4seqgFWO02  +
AHKA4INTRO8_RE, zlava: M — §tandard molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 —
DMSO (kontrola), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 2 — 10uM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 3 —
10uM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4 — 10uM BAP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 38
cyklov

B) Optimalizacia nanasky templatu cDNA pomocou génu a-3 tubulinu: Elektroforetogram PCR
amplifikacie génu o-3 tubulinu vo vzorkach cDNA Arabidopsis thaliana, zl'ava: M - Standard
molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 — DMSO (kontrola), mnozstvo templatu: 1,5
ul; 2 — 10uM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 3 — 10uM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4
— 10uM BAP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 21 cyklov

Pomocou programu ImageJ boli intenzity jednotlivych bandov elektroforetogramu
prevedené na relativne hodnoty a spriemerované pre kazdl vzorku, najvyssej priemernej
hodnote bola nasledne v programe Excel priradend hodnota 100%, ostatné relativne

hodnoty boli s touto hodnotou porovnané a vnesené do grafu (vid’ Obrazok 40).
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Obrazok 40 - Graf porovnavajici relativne mnozstvo mRNA foriem so zachovanym intrénom 8
vo vzorkach oSetrenych cytokininmi oproti vzorke oSetrenej roztokom DMSO, najvyssia
relativna hodnota (vzorka osetrena tZ) bola normalizovana na hodnotu 100%

429 Intron 9

PCR amplifikacia pomocou primerov AHK4seqFWO03 + AHKA4INTR09 _RE (vid
Obrazok 41), pri 38 cykloch potvrdila pritomnost’ alternativne zostrihnutej formy
mRNA so zachovanym intronom 9. Velkost' amplifikovaného produktu sa zhoduje
s velkost'ou ocakavaného produktu (~1100 bp). Formy so zachovanym intrénom sa

podarilo zistit’ iba vo vzorkéch oSetrenych cytokininmi.

(4413 .. 4446)
(3342 .. 3360) AHK45eqFWO3_0P AHK4INTRO9_RE_OP

20000 40007 goon! 8000

Obrazok 41 - Schéma amplifikovanej oblasti génu CRE1/AHK4 v Arabidopsis thaliana, exony
vyznacené Zltou, introny tmavou, neprekladané oblasti ¢ervenou farbou

57



A)

B)

Obrazok 42 — A) Elektroforetogram PCR amplifikacie deviateho intronu génu CRE1/AHK4 vo
vzorkach ¢DNA  Arabidopsis thaliana pomocou  primerov  AHK4seqgFWO03  +
AHKA4INTRO9_RE, zlava: M — §tandard molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 —
DMSO (kontrola), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 2 — 10uM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 3 —
10puM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4 — 10uM BAP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 38
cyklov

B) Optimalizacia nanasky templatu cDNA pomocou génu a-3 tubulinu: Elektroforetogram PCR
amplifikacie génu a-3 tubulinu vo vzorkach cDNA Arabidopsis thaliana, zl'ava: M - $tandard
molekulovej hmotnosti 1 kb plus DNA ladder, 1 — DMSO (kontrola), mnozstvo templatu: 1,5
ul; 2 — 10uM iP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 3 — 10uM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4
— 10uM BAP (2h), mnozstvo templatu: 1,5 pl; 21 cyklov

Pomocou programu ImageJ boli intenzity jednotlivych bandov elektroforetogramu
prevedené na relativne hodnoty a spriemerované pre kazdl vzorku, najvyssej priemerne;j
hodnote bola nasledne v programe Excel priradend hodnota 100%, ostatné relativne

hodnoty boli s touto hodnotou porovnané a vnesené do grafu (vid’ Obrazok 43).
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Obrazok 43 - Graf porovnavajici relativne mnozstvo mRNA foriem so zachovanym intrénom 9
vo vzorkach oSetrenych cytokininmi oproti vzorke oSetrenej roztokom DMSO, najvyssia
relativna hodnota (vzorka oSetrena tZ) bola normalizovana na hodnotu 100%

4.3 Semikvantitativna PCR vzoriek trans-zeatinového ¢asového
treatmentu

Z vyssie uvedenych vysledkov vyplynulo, Ze expresia niektorych zostrihovych variant
CRE1/AHK4 reaguje na exogenne aplikované aktivne cytokininy (predovsetkym iP
atZ), zatial' o iné formy sa zdaji byt na aplikaciu cytokininov necitlivé. Pre overenie
tychto pozorovani bola vykonana Studia ¢asového pdsobenia tZ s roznymi Casovymi
bodmi (vid’ Kapitola 3.5.4). Pre tento experiment boli vybrané formy so zachovanym
intronom 7, kde nebola pozorovana vyznamnd indukcia transkripcie po pridani
cytokininu, a forma so zachovanym intronom 9, kde bola naopak pozorovana silna
indukcia Specificky po pridani tZ.

Najzasadnej$im krokom tohto experimentu bola izolacia celkovej RNA z korefiov
rastliny. Izolacia neporusenej RNA je nevyhnutny krok pre mnohé techniky pouzivané
pri analyze génovej expresie. Kvalita pripravenej RNA bola testovand pomocou
agarozovej elektroforézy za pouzitia 300 ng RNA kaZzdej z pripravenych vzoriek.
Z vysledkov agar6zovej elektroforézy je zrejmé, ze nedoslo k pozorovatel'nej degradacii

RNA a materil bol tak pouzity k priprave cDNA.
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Obrazok 44 -Elektroforetogram kontroly integrity RNA vzoriek vyizolovanych z korenovej
ststavy Arabidopsis thaliana po ¢asovom osetreni tZ, zl'ava: 1 — DMSO (kontrola), 2 — 10uM
tZ (2h), 3 — 10uM tZ (5h), 4 — 10uM tZ (12h), 5 — 10uM tZ (24h), M — standard molekulovej
hmotnosti 1 kb DNA ladder

43.1 Intron 7

PCR amplifikacia pomocou nanovo navrhnutych primerov AHK4EXONO7_FW +
AHKA4INTRO7_RE (vid® Obrazok 45), specifickych iba pre intron 7, pri 36 cykloch
potvrdila pritomnost’ alternativne zostrihnutej formy mRNA so zachovanym intrénom 7
vo vSetkych ¢asovych bodoch vzoriek oSetrenych tZ nebola pozorovana vyraznd zmena
na urovni transkripcie. Velkost' amplifikovaného produktu sa zhoduje s velkostou
ocakavaného produktu (~290 bp), pricom doSlo =zaroven aj k amplifikacii

nespecifického produktu o velkosti ~550 bp.

(2618 .. 2638) AHK4EXONO7_FW_OP AHK4_Rev_intron07 (2886 .. 2504)

2000 4000 goool 50001

Obrazok 45 - Schéma amplifikovanej oblasti génu CRE1/AHK4 v Arabidopsis thaliana, exony
vyznacené zltou, introny tmavou, neprekladané oblasti Cervenou farbou
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Obrazok 46 — A) Elektroforetogram PCR amplifikacie siedmeho intronu génu CRE1/AHK4 vo
vzorkach c¢DNA Arabidopsis thaliana pomocou primerov. AHK4EXONO7_FW +
AHK4 Rev_Intr07, zl'ava: M — Standard molekulovej hmotnosti 1 kb DNA ladder, 1 — DMSO
(kontrola), mnozstvo templatu: 1,3 ul; 2 — 10uM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 ul; 3 — 10uM tZ
(5h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4 — 10uM tZ (12h), mnozstvo templatu: 1 pl, 5 - 10uM tZ (24h),
mnozstvo templatu: 0,7 pl; 36 cyklov

B) Optimalizacia nanasky templatu cDNA pomocou génu a-3 tubulinu: Elektroforetogram PCR
amplifikacie génu o-3 tubulinu vo vzorkach cDNA Arabidopsis thaliana, zl'ava: M - $tandard
molekulovej hmotnosti 1 kb DNA ladder, 1 — DMSO (kontrola), mnozstvo templatu: 1,3 ul; 2 —
10uM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 ul; 3 — 10uM tZ (5h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4 — 10uM
tZ (12h), mnozstvo templatu: 1 pl, 5 - 10uM tZ (24h), mnozstvo templatu: 0,7 pl; 18 cyklov

4.3.2 Intréon 9

PCR amplifikacia pomocou nanovo navrhnutych primerov AHK4EXONOQ09 FW +
AHKA4INTRO9_RE (vid’ Obrazok 47), pri 28 cykloch potvrdila pritomnost’ alternativne
zostrihnutej formy mRNA so zachovanym intronom 9 vo vsetkych ¢asovych bodoch
vzoriek oSetrenych tZ, zaroven doslo k indukcii transkripcie, a to najviac v ¢asovom

rozmedzi Oh az 2h. Velkost amplifikovaného produktu sa zhoduje s velkostou
o¢akavaného produktu (~540 bp).
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Obrazok 47 - Schéma amplifikovanej oblasti génu CRE1/AHK4 v Arabidopsis thaliana, exony
vyznacen¢ zltou, introny tmavou, neprekladané oblasti ¢ervenou farbou
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Obrazok 488 — A) Elektroforetogram PCR amplifikacie deviateho intronu génu CRE1/AHK4 vo
vzorkach c¢DNA Arabidopsis thaliana pomocou primerov. AHK4EXONO09 FW +
AHKA4INTRO09 RE, zl'ava: M — standard molekulovej hmotnosti 1 kb DNA ladder, 1 — DMSO
(kontrola), mnozstvo templatu: 1,3 ul; 2 — 10uM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 pl; 3 — 10uM tZ
(5h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4 — 10uM tZ (12h), mnozstvo templatu: 1 pl, 5 - 10uM tZ (24h),
mnozstvo templatu: 0,7 pl; 28 cyklov,

B) Optimalizacia nanasky templatu cDNA pomocou génu a-3 tubulinu: Elektroforetogram PCR
amplifikacie génu o-3 tubulinu vo vzorkach cDNA Arabidopsis thaliana, zl'ava: M - $tandard
molekulovej hmotnosti 1 kb DNA ladder, 1 — DMSO (kontrola), mnozstvo templatu: 1,3 ul; 2 —
10uM tZ (2h), mnozstvo templatu: 1 ul; 3 — 10uM tZ (5h), mnozstvo templatu: 1 pl; 4 — 10uM
tZ (12h), mnozstvo templatu: 1 ul, 5 - 10uM tZ (24h), mnozstvo templatu: 0,7 ul; 18 cyklov
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5 DISKUSIA
Pre vyssie rastliny ako Arabidopsis thaliana je histidinkinaza (CRE1/AHK4) receptorom

pre cytokininy, ktoré s triedou rastlinnych hormoénov, délezitych pre regulaciu
bune¢ného delenia a diferenciacie v spojeni s auxinmi (Yamada et al., 2001). In silico
analyza RNAseq verejne dostupnych dat v databaze NCBI ukazala, ze v malej miere
dochadza aj k expresii mRNA foriem, ktoré vo svojej sekvencii obsahuji jednotlivé
introny, a ktoré mézu potencidlne hrat' délezitu regula¢ni funkciu. RNAseq data ukazali
pritomnost’ predovsetkym foriem obsahujucich intron 1, ktoré vo svojej sekvencii nesu
PTC a mohlo by tak dochadzat’ k vzniku nefunkéného proteinu. Taktiez aj na naSom
pracovisku su zname pripady, kedy sa pomocou sekvenovania zistilo, ze doslo k
nahodnému zaligovaniu foriem so zachovanym intrénom 7 a 9 do prislusného vektora.
Jedna sa teda o typ alternativneho zostrihu zvaného ,,intron retention®.

Tieto Ciastocné dokazy viedli K realizacii experimentalnej Casti tejto bakalarskej
prace. Jej cielom bolo tieto vysledky potvrdit’ a zistit’ ¢i je expresia tychto foriem so
zachovanymi intronmi nejako ovplyvnend pdsobenim jednotlivych cytokininov.
Nakol'ko gén CRE1/AHK4 je exprimovany prevazne v koreni (Ueguchi et al., 2001),
tato praca skima je zamerana vyhradne na expresiu v nom. Z dovodu moznosti
skiimania pritomnosti viacerych foriem so zachovanymi (jednym a viac) intrénmi naraz,
bola zvolend metdda semikvantitativnej PCR. Na zaklade vysledkov bolo zistené, ze
vSetky introny sa nachadzaju v jednotlivych formach mRNA korena rastliny.

Pomocou primerov navrhnutych tak, aby amplifikovany tsek teoreticky obsahoval
viac ako jeden intron sa podarilo preukazat, Ze dochadza aj k expresii foriem
S viacerymi zachovanymi intronmi, dominantnou bola vSak vzdy forma s jednym
zachovanym intronom. V niektorych pripadoch (amplifikdcia pomocou primerov
AHK4_F_Ascl + AHK4INTRO03_RE) sa vSak objavuje iba dominantna forma s jednym
zachovanym intrénom (intrén 3) a ostatné formy s viacerymi zachovanymi intrénmi
naraz sa zistit nepodarilo. Tento vysledok by mohol napovedat, Ze ¢&im viac
zachovanych intrénov dand mRNA vo svojej sekvencii obsahuje, tym je z hl'adiska
vyskytu vzacnejSia. Z tohto pohladu su zaujimavé vysledky amplifikacie pomocou
primerov.  AHK4segFW01 + AHKA4INTRO5 RE a  AHK4segFW02  +
AHKA4INTRO8_RE, kde v prvom pripade bola zistena dominantnd forma s jednym
intronom (5), tromi intronmi (3,4 a 5), avsak forma s dvomi zachovanymi intronmi (4

a5) sa v koreni vyskytuje v ovela mensej miere ako forma s tromi intronmi. NavySe
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forma s dvomi zachovanymi intronmi (3 a5) nebola zistena vobec. V druhom
spomenutom pripade doslo okrem dominantnej formy s jednym zachovanym intrénom
iba k amplifikacii formy s tromi zachovanymi intronmi (6,7 a8), nie vSak foriem
s dvomi zachovanymi intronmi (6, 8 a 7, 8). Podarilo sa zistit', Ze vo vicSine pripadov
dochadza v mensej ¢i vacsej miere K zvysenej expresii foriem so zachovanymi intronmi
po oSetreni rastliny cytokininmi. NajvyznamnejSie zvySenie expresie boli zistené
u foriem so zachovanym intronom 3 (primery AHK4_F_Ascl + AHK4INTRO03_RE),
intronom 6 (primery AHK4seqFW01 + AHK4INTRO06 RE) a predovsetkym intronom 9
(primery AHK4seqFW03 + AHK4INTRO9_RE), ktoré sa podarilo zistit' iba u vzoriek
oSetrenych cytokininmi. Za zmienku stoja aj formy so zachovanymi intrénmi 1, 2 a 2
(primery AHK4_F_Ascl + AHKA4INTRO2_RE), ktoré boli v relativne malej miere
zistené iba u vzoriek oSetrenych trans-zeatinom. Z tohto dovodu boli navrhnuté nové
primery tak, aby amplifikovany usek cDNA obsahoval iba jeden intron. Vysledky
amplifikacie pomocou tychto primerov vS§ak nepotvrdili tak vyznamne zvySenl expresiu
foriem so zachovanymi intronmi vo vzorkach oSetrenych cytokininmi v porovnani s
neoSetrenou vzorkou. Na zdklade tohto zistenia bol navrhnuty experiment s réznym
c¢asovym pdsobenim trans-zeatinu S ¢asovymi bodmi 2, 5, 12 a 24 hodin. V tomto
experimente sa podarilo preukazat’ zvySenu expresiu foriem so zachovanym intrénom
vo vsetkych ¢asovych bodoch posobenia trans-zeatinu oproti neoSetrenej kontrole. Pre
porovnanie boli vybrané dve formy: forma so zachovanym intronom 7 (primery
AHKA4EXONO07_FW + AHK4INTRO7_RE), u ktorej dovtedy nebolo zistené vyznamné
zvysenie expresie po osetreni cytokininmi a forma so zachovanym intrénom 9 (primery
AHK4EXON09 FW + AHKA4INTRO9 RE), u ktorej bolo toto zvySenie opakovane
zistené. U formy so zachovanym intronom 7 doslo iba k malému narastu jej tvorby
v roznych Casovych bodoch oSetrenych vzoriek, naopak toto zvySenie bolo podla
ocakavani podstatne vyznamnejSie U formy so zachovanym intrénom 9, pricom najvacsi
narast bol pozorovany v prvom ¢asovom odbere (2h), Co naznacuje, Ze sa jedna o rychly
dej. Tento jav bude d’alej pozorovany pomocou qRT-PCR a porovnavany s krat$imi
casovymi odbermi. Pokial' by skuto¢ne dochadzalo k translacii prisluSného proteinu,
zachovanie deviateho intrénu by teoreticky mohlo spdsobit’ naruSenie funkcie reciever
domény vysledného AHK4 receptoru a nasledne by nemuselo dochadzat’ k prenosu
signalu d’alej na prislusné fosfotrasmittery (AHP). Takyto protein by mohol hrat
vyznamnu negativne regula¢ni tlohu v cytokininovej signalnej drahe.

Pre definitivne potvrdenie tychto vysledkov bola naplanovand qPCR a boli taktiez
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vykonané prvé kroky (navrh primerov pre qPCR a vyhodnotenie ich ucinnosti), kvoli
Casovej ndro€nosti tohto experimentu (nedostatok a priprava nového biologického
materialu) nie je qPCR predmetom tejto prace a poshizi k skimaniu danej problematiky

V budicnosti.
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6 ZAVER

Predkladana bakalarska praca pozostava z dvoch casti: teoretickej a experimentalne;j.
V ramci teoretickej Casti bola vypracovand literdrna reSerS zamerana na alternativny
zostrih, jeho mechanizmus, typy alternativneho zostrihu s ohl'adom predovsetkym na
vysSie rastliny, zahfia vSak aj zaujimavé dopady alternativneho zostrihu v zivociSnej
risi.

Néplnou prvej casti experimentalnej prace bolo zistenie pritomnosti alebo
nepritomnosti jednotlivych foriem CRE1/AHK4 mRNA so zachovanymi intronmi
metddou semikvantitativne] PCR a porovnanie ich relativneho mnoZstva vo vzorkach
oSetrenych r6znymi cytokininmi oproti neoSetrenej vzorke.

Druha cast’ experimentdlnej prace bola zamerana na pripravu nového biologického
materidlu oSetreného trans-zeatinom, jeho spracovanie a izoldciu celkovej RNA
v roznych casovych bodoch anasledné porovnanie relativneho mnozstva foriem
CRE1/AHK4 mRNA so zachovanym intronom V ¢asovych bodoch vzoriek oSetrenych

trans-zeatinom oproti neoSetrenej kontrole.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

AHK — Arabidopsis histidinkinaza

AHP — Arabidopsis histidinfosfotransferaza

ARR — Arabidopsis response regulator

AS — alternativny zostrih

BAP — 6-benzylaminopurin

CHASE - z angl. Cyclases/Histidine kinases Associated Sensory Extracellular
DMSO - dimethylsulfoxid

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

ES — preskakovanie exdénov

iP — N®-(A%isopentenyl)adenin

IR — zachovanie intronu

LRR — doména bohaté na leucin

NBS — nukleotid vizbova doména

NMD - z angl. Nonsense mediated mRNA decay
PTC — predcasny termina¢ny kodon

gRT-PCR — kvantitativna ,,real time* polymerazova retazova reakcia
SR — serin/arginin zostrihové faktory

TIR —Toll-IL 1 receptor doména

TMV - virus tabakovej mozaiky

Tris — 2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol
tZ —trans-zeatin
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