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Abstrakt
Auxiny zajist'uji zakladni procesy v rostliné zejména deleni bunck a elongaci. Ve vysSich
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Z moznosti, jak je hladina auxind v rostliné regulovana a je tak zajisténa homeostaza. Funkce
téchto hydrolas byla charakterizovana u mnoha rostlin (Arabidopsis thaliana, Oryza sativa),
nicméné u jeCmene (Hordeum vulgare) doposud zkoumany nebyly. Podle provedené
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vulgare a sekvence tii z nich byly klonovany do dvou vektorti pro bakterialni expresni
systém. Nasledné byly vektory transformovany do expresnich bun¢k Escherichia coli a byla
provedena optimalizace podminek exprese vybranych auxin amidohydrolas Vzhledem
k ukladani proteinu v inkluznich téliskach byly aplikovany rizné podminky s cilem ziskat
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CILE PRACE

Cilem teoretické Casti prace bylo vypracovat literarni reSersi orientovanou na témata jeCmen,
auxiny, auxin-aminokyselinové hydrolasy, expresni systémy a purifikaéni metody
rekombinantnich proteint.

Prakticka ¢ast byla zamétena na identifikaci potencionalnich gend kodujicich auxin
aminokyselinové hydrolasy u je¢mene jarniho (Hordeum vulgare) s vyuzitim jiz znamych
sekvenci jinych druhti. Déle bylo cilem vybrané sekvence téchto enzymu zaklonovat do
vektort pET28b (+) a pGEX-5x-1 pro bakteridlni expresni systém a transformovat do
expresnich bunék bakterie E. coli. A v neposledni fad¢ optimalizovat podminky jejich

exprese a ziskat piecistény rekombinantni protein pro métfeni enzymatické aktivity.



1. UVOD

Rostliny ziji ptisedlym zplisobem zivota, proto musi vyuzivat systém signalnich drah, ktery
jim umoznuje dynamicky reagovat na zmény podminek prostfedi ¢i na rizné formy stresu.
Auxiny se fadi mezi 5 zékladnich skupin rostlinnych hormont (Prochazka et al., 1998).
Ovliviiyji celou fadu rastovych a vyvojovych procest, které jsou pro rostlinu nezbytné. Mezi
nejtypiCtejsi auxiny patii kyselina indolyl-3-octova (IAA), ktera je lokalizovana zejména
v mladych bunkach, které se rychle déli. Auxiny se v rostlinach nachazi v aktivni i neaktivni
formé. V aktivni volné formé je ov§em ulozeno asi jen 5 % auxintl, nebot’ vyssi koncentrace
jsou pro rostliny toxické. Vytvaii proto cukerné, aminokyselinové ¢i peptidové konjugaty,
coby neaktivni formy auxint (Ludwig-Miiller, 2011). Cukry tvoii konjugity pomoci
esterové vazby a aminokyseliny ¢i peptidy se konjuguji s auxiny pomoci amidové vazby
(Rampey et al., 2004).

K homeostaze auxinl pfispivaji auxin aminokyselinové hydrolasy, které zajistuji
specifickou hydrolyzu amidové vazby aminokyseliny, ktera je konjugovana s auxinem, a tim
dochdzi k uvolnéni volné aktivni formy. Tyto enzymy taktéz slouzi jako katalyzatory dalsi
fady reakci jako je deaminace, dechlorace, defosforylace, izomerace a dekarboxylace.
Rovnéz jsou také velmi dulezité pro metabolismus aminokyselin ¢i nukleotidd. Jejich
vlastnosti se také vyuziva pfi biodegradaci primyslovych slouc¢enin nebo zemédé€lskych
produkti (Seibert a Rauschel, 2005). Tyto enzymy byly identifikovany u fady organismii,
mezi které patii napiiklad husenicek rolni (Arabidopsis thaliana, Arabidopsis sueica) nebo
ryze seta (Oryza sativa), avSak dosud nebyly zkoumany u je¢mene jarniho (Hordeum
vulgare).
je¢men jarni vice nachylnéjsi k podminkdm péstovani. Jecmen ma pomérné mélky a slaby
kofenovy systém, proto je také nachylny vici stresu. Stres suchem je u rostlin
spjat s odlisnym utvarenim kofenového systému, jeho kvantitativnimi i kvalitativnimi
znaky. Kofeny jeCmene vSak doposud nebyly cilem S$lechtitelskych programi z divodu
absence vhodné metodiky studia. Na zaklad€ transkriptomické analyzy kotfene semenackli
jeCmene v raném vyvoji byl zjistén nadmérny vyskyt auxin-aminokyselinovych hydrolas.
Jelikoz se nekteré typy téchto hydrolas vyskytuji u Arabidopsis thaliana pfevazné jen
Vv kotenech, ptedpoklada se, Ze by tyto enzymy mohly zpisobovat lokalni maxima auxint,
které by vedly k zakladani kofend nebo jejich intenzivnéjsimu vétveni (Rampey et al., 2004;

Campanella et al., 2003; Davies et al., 1999).
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2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1. Je¢men jarni (Hordeum vulgare)

Je€¢men jarni se fadi do Celedi lipnicovité (Poaceae) a rodu je¢men (Hordeum). Jedna se
0 jednu z nejstarsich a hospodaisky nejvyznamnéjsich plodin. Tento druh obilnin ¢ita na 350
divokych druhti. Je to diploid, ktery pochazi z Afghéanistanu z oblasti trodného piilmésice.
Vyskytuje se na Siroké skale stanovist’. Jecmen ma kratkou vegetacni dobu a slabsi kofenovy
systém, je tedy citlivéjsi ke stresovym podminkam, pfesto u mnoha druhti doslo
K prizpisobeni na extrémni podminky a toleranci vuci chladu a zasoleni (Von Bothmer,
1992; Agromanual-Je¢men jarni).

Je€men je po ozimé pSenici druhou nejpéstovanéjsi plodinou, odpovida tomu tedy
I ekonomicky vyznam. Asi 70 % zrna je zpracovavano jako krmna slozka, 30 % je vyuzito
na vyrobu sladu a zbytek zrna je vyuzito potravinarskym primyslem (Agromanual-JeCmen
jarni).

Rostliny dortstaji do vysky 60-120 cm. Kotfenovy systém je dvojiho typu, semindlni
koteny byvaji nejhlubsi, adventivni kofenovy systém je vytvaren pozdéji a roste v hornich
vrstvach pudy. Pii hluboké setbé muize dojit i k tvorbé oddenku. Z koruny pobliz koleoptile
se vytvaieji odnoZe i nodalni kofeny (crown roots) (Briggs, 1978). Stonek je¢mene je duty,
vztyceny, tvoii jej internodia, kterd jsou oddélena uzlinami, jeZ tvoii oporu pro listy (Gomez-
Macpherson, 2001). KdyZ je rostlina zral4, dochazi u stonku k vétveni na odnoZe. Téch byva
2-5, pticemz ve stfedu byva centralni stonek. Odnoze mohou byt silné, stiedni nebo slabé
a ty se posléze mohou projevit ve vynosnosti rostliny (Briggs, 1978). Listy vyrUstaji z mist,
kde se nachdzi uzliny a valcovita pochva, jsou linearni, maji uzkou Cepel, kterd je 5-15 mm
Siroka a postaveni listd je stfidavé. JeCmen se 1i$i od ostatnich obilovin, jelikoz obsahuje
hladky jazycek a ousko, kterym je list upevnén ke stonku (Gomez-Macpherson, 2001).

Kvéty lipnicovitych jsou sestavené do klasku, ktera tvofi sloZena kvétenstvi, coz je
Vv pfipad€ jeCmene klas. Na kazdém c¢lanku vietena klasu jsou 3 jednokvété klasky. Existuji
rizné druhy jeCmena podle toho, jak vypadéd jejich klas napi: jeCmen sety vicetady
(Hordeum vulgare convar. vulgare), ktery miuize byt Sestifady (hexastichon) nebo c¢tyitady
(tetrastichon) nebo je¢men sety dvourady (Hordeum vulgare convar. distichon). Kazdy
klasek, ve kterém se nachazi Supinovita plucha protazend u je¢mene v dlouhou osinu,
podpiraji dvé plevy. Klasek dale obsahuje i1 blanitou plusku.

Pro hospodaiské ¢i zemédelské ucely jsou plodiny ¢asto obohacovany o geny, které
jim poskytuji lepsi vlastnosti, at’ uz odolnost viici stresu ¢i poskytuji lepsi obsah Zivin.

Prikladem muze byt tvorba GM jeCmene s hlinikovou toleranci, kterou mu poskytuje
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pSeni¢ny gen s malatovym efluxem (Delhaize et al., 2004). Geny kodujici umélou
termostabilni (1,3; 1,4) - B-glukanasu transformované do je¢mene ukazaly zlepSené krmné
vlastnosti a kvalitu sladu, navic i stabilitu (Jensen et al., 1996; Horvath et al., 2001). Je¢men
jarni byva dost ¢asto povazovan za superpotravinu a jeho ucinky jsou tedy atraktivni pro

vyrobu léCivych doplitk (Dahleen a Manoharan, 2007).

2.2. Auxiny

2.2.1. Vyznam a ac¢inek

Auxiny jsou hojn¢ zastoupenymi fytohormony v rostlinach. Slovo auxin pochazi z feckého
slova auxein, coz znamena prodluzovani nebo rast (Friml, 2003). Prvni popsanou chemickou
strukturou auxinu byla kyselina indol-3-octova (IAA), ktera byla nalezena ve fermentacni
smési. Dlouho se ji nedafilo izolovat, coz se ale podafilo vroce 1934 holandskému
chemikovi Koglovi, ktery ji ziskal zlidské moci. V roce 1946 byla pfitomnost [AA
potvrzena V rostlinném materidlu. O dvacet let pozdéji provedl holandsky botanik Went
experiment, pomoci kterého potvrdil pfitomnost a existenci jednozna¢né extrahovatelného
a transportovatelného auxinu (Prochazka et al., 1998).

Auxiny maji celou fadu fyziologickych ucinki na rostlinu. Stimuluji prodluZzovani
bunck, bunécné déleni, bunécnou diferenciaci, vyvoj pletiv, rlist a zakladani kofenli nebo
vyvoj cévnich svazkl. Ovliviiuji a udrzuji polaritu pletiv, maji vliv na diferenciaci vodivych
pletiv a aktivitu kambia. Podili se na gravitropismu tim, Ze akumulace auxinti v nadzemni
¢asti tvoii ohyb, ¢imz je stimulovan dlouZivy rast, v kofenech pak auxiny plsobi inhibici
rustu. Inhibuji vyvoj axilidrnich meristémt v pupeny a postranni stonky, ¢imz zpiisobuji
apikalni dominanci. Oddaluji opad listli, maji vliv na rast plodi a jsou nezbytné pro
polarizaci embryi. Jsou Gi¢inné ve velmi nizké koncentraci 107"~10"23 mol - I'Y. (Prochazka et
al., 1998).

Auxiny jsou spolu s cytokininy béznym zakladem pro vyroby rostlinnych médii pro
indukovanou morfogenezi. Vybér auxinu a jeho koncentrace zavisi na pozadované fazi riistu
nebo vyvoje, citlivosti rostlinné tkdn¢ vici auxinu, mife pfijimaného a transportovaného
auxinu K rostlinné tkani, pfirozené hladin¢ a endogenni syntéze auxinu uvnitf rostlinného
explantatu. Déle také na interakci mezi aplikovanymi endogennimi auxiny, na mife
inaktivace auxinu uvniti média, ktery by mohl byt oxidovan nebo konjugovan (George et

al., 2008; Prochazka et al., 1998). Auxiny délime na piirodni a syntetické.
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2.2.2. Prirodni auxiny

0 0 .
Cl
OH
OH OH OH
N N NH 0
H

A. B. . D.

Obr. 1 Prehled prirodnich auxini: A: indolyl-3-octova kyselina (IAA); B: 4-chlorindolyloctova
kyselina (4-CI-1AA); C: indolyl-3-maselna kyselina (IBA); D: fenyloctova kyselina (PAA)

Nejzastoupené€j$im auxinem v rostlinach je kyseliny indol-3-octova (IAA) (Obr.1) (Saotome
et al., 1993). Tato kyselina tvofi v rostlinach konjugaty za tvorby amidd, esterd ¢i
glykosylovanych esteri. IAA konjugaty s nejvysSim vyskytem jsou kyselina indol-3-
acetylasparagova (IAA-Asp) nebo glukosovy ester IAA (IAA-Glu).

Jelikoz jsou auxiny ve volnych formach ve vysSich koncentracich pro rostliny
toxické, mohou byt diky tvorbé konjugati skladovany v bunkach, a tak miize dochézet
k regulaci hladin volného auxinu v rostlin¢ (Ljung et al., 2002; Normanly et al., 2004). IAA
v konjugované formé je chranéna proti oxidativnimu rozkladu, tato ochrana vSak miize byt
uvolnéna pomoci enzymu. IAA hraje vyznamnou roli pfi pifimé morfogenezi explantat at’
uz meristémovych nebo stonkovych kultur. Je ptidavana do rostlinnych kultiva¢nich meédii,
podléha vsak oxidaci a Vv rostlinnych tkanich se rychle metabolizuje (George et al., 2008).
IAA se syntetizuje hlavné v mladych ¢astech rostlin jako jsou plody, semena, listy, apikalni
meristém. Jsou to mista, kde je potieba, aby se burky intenzivné délily. Z téchto mist je pak
polarnim transportem vyslana do kotenti, konkrétné do kotfenové Spicky, kde se smér
transportu obrati a IAA se tak dostava do elonga¢ni zon kotfene (Friml, 2003).

Mezi dalsi pfirodni auxiny se fadi kyselina 4-chlor-indol-3-octova (4-chlor-1AA),
kyselina fenyloctova (PAA), kyselina indol-3-maselna (IBA) nebo kyselina indol-3-
propionova (Obr.1) (Prochazka et al., 1998).

2.2.3. Syntetické auxiny

Syntetické auxiny se zpravidla odliSuji chemickou strukturou, u¢inkem a biologickou
aktivitou se vSak podobaji pfirozenym auxinim. Syntetické auxiny se nejvice pouzivaji pro

rust tkanovych kultur. Vyhodou byva jejich niZsi cena oproti pfirozenym auxiniim i to, Ze je
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Obr. 2 Struktury dvou nejbéznéjSich syntetickych auxinG: A: 2 4-dichlorfenoxyoctova
kyselina (2,4-D); B: naftyloctova kyselina (NAA)

rostlina neni schopna odbourat, ale musi reagovat na jejich stimul. Jako stimulator/regulator
rustu se nejvice pouziva kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctovd (2,4-D), kterd byva soucasti
mnoha herbicidéi nebo kyselina 1-naftyloctovda (NAA) (Obr. 2) (Prochazka a Sebanek,
1997). Mezi herbicidy, které obsahuji latky s auxinovou aktivitou, se fadi naptiklad derivaty

kyseliny pikolinové (Picloram) nebo kyseliny benzoové (Dicamba).

2.2.4. Kontrola hladiny auxinii

Auxiny slouzi v nizkych koncentracich jako regulatory rostlinnych procest, ve vysSich
koncentracich pak jako inhibitory. Pouze asi 5 % auxint je v rostlinach ulozeno v aktivni
formé. Pro rostliny jsou vysoké koncentrace volnych auxind (napft. indol-3-octova kyselina
(IAA)) toxické, z tohoto diivodu je dulezita kontrola hladiny auxini v rostlinnych tkanich,
ktera probiha pomoci biosyntézy, degradace, transportu nebo tvorbou konjugati (Ludwig-
Miiller, 2011).

2.2.4.1. Biosyntéza a degradace
Zakladni strukturou auxini je indol, ktery pochazi z tryptofanu (Trp). Tryptofan je
syntetizovan Sikimatovou drahou spolu s aminokyselinami tyrosinem a fenylalaninem,
a byva oznaCovana jako draha zéavisla na tryptofanu. Touto drahou je transaminaci tryptofan
pfeveden na indol-3-pyruvat, ktery je dale pomoci flavin monooxygenenasy pireveden na
IAA (Zhao, 2014). Tato draha je lokalizovana v cytosolu nebo endoplasmatickém retikulu
chloroplastu (Prochazka a Sebanek, 1997).

Druhé Trp-dependentni drdha vychdzi ztoho, ze je tryptofan pomoci tryptofan

monooxygenasy pieveden na indol-3-acetamid, ktery je hydrolyzovan pomoci indol-3-
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acetamid hydrolasy na IAA (Klee et al., 1987). Draha je lokalizovana v cytoplasmé
(Prochézka a Sebanek, 1997).

Tteti Trp-dependentni drdha zacind dekarboxylaci Trp na tryptamin za pomoci
tryptofan dekarboxylasy. Tryptamin je dale pfeménén na indol-3-acetaldehyd. Po tomto
kroku dochazi k zapojeni indol-pyruvatové drahy a pomoci indolacetaldehyd oxidasa
pfevede indol-3-aldehyd na TAA (Kutacek, 1985). Draha je lokalizovéna v cytoplasmé
(Prochézka a Sebanek, 1997).

Jako alternativy biosyntézy auxinl byly zvazovany i na tryptofanu nezavislé drahy.
Indol-3-acetaldoxim je konvertovan na indol-3-acetonitril. Pomoci nitrilasy dochazi
Kk hydrolyze a konverzi na IAA (Thimann a Mahadevan, 1964; Normanly et al., 1997).

Auxiny jsou degradovany dvéma drahami dekarboxylaéni nebo karboxyla¢ni,
pfi¢emz dekarboxylacni draha miZe vést jeSt¢ dvéma cestami. U prvni cesty dochazi ke
konjugaci IAA s aspartatem a oxidaci konjugatu. U druhé drahy dochazi k oxidaci IAA na
kyselinu oxinolyl-3-octovou. V karboxyla¢ni draze se pomoci peroxidas IAA karboxyluje
(Tuominen et al., 1994).

2.2.4.2. Transport

Auxiny patii mezi rostlinné hormony, které jsou zastoupeny v celé rostling. Polarni transport
probiha pomoci floému a zajistuje tak distribuci auxinll i asimilatl na velké vzdalenosti
V rostling, transport na krat$i vzdalenosti mezi bunikami je zajiStovan cévami (Hopkins,
1999). Polarni transport auxinll vyuziva propustnosti opaénych péli buiiky pro disociované
¢1 nedisociované formy auxinu (napt. [AA™ a IAAH). Stupen disociace je zavisly na pH,
tudiz v acidickém prostfedi bunécné stény se nachazi nedisociovana forma auxinu (IAAH),
ktera snadné&ji prochazi skrz cytoplasmatickou membranu sloZenou z lipidit do cytoplasmy,
a v alkalickém prostfedi cytoplasmy dochazi k ¢asteéné disociaci na IAA™ a HY, ¢imz se
molekul stavaji hydrofilnimi a nemohou projit zpét skrze lipidickou vrstvu (Setlik et al.,
1998). Nosice auxinu jsou dulezité, aby se auxin nehromadil v bufice a byl transportovan
do bunécné stény, konkrétné do jejiho roztoku. Jedna se o bilkovinné komplexy, které
zaji$t'uji influx a eflux auxinu.
Za influx auxinu do buiiky je zodpovédna rodina AUX/LIKE AUX1 (AUX/LAX).
Jedna se o rodinu transmembranovych proteind, ktera je fizena protonovym gradientem,
a majici strukturu podobnou aminokyselinovym permeasam (Bennett et al., 1996).
Eflux auxini probihd pomoci PIN proteini. Jednd se o integralni membranoveé
proteiny, které jsou schopny transportovat aniontovou formu auxinu skrze membranu.

U Arabidopsis thaliana bylo popsano 8 druhit PIN proteinii (PIN1-PIN8) (Vieten et al.,
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2007). Proteiny lokalizované na plasmatické membran¢ maji synergisticky vztah s PGP
rodinou proteint, interaguji spolu a podili se spole¢né na efluxu auxint (Kiecek et al., 2009).
PINS, 6 a 8 maji ve své struktuie redukovanou hydrofilni smycku a slouzi jako regulatory
vymény auxinu mezi endoplasmatickym retikulem a cytosolem (Mravec et al., 2009).
Proteiny lokalizované na plasmatické membran¢ PIN1, 2, 3, 4 a 7 slouzi jako efluxni nosice
(Mravec et al., 2008; Petrasek et al., 2006).

Proteiny ATP-vazajici kazety (ABCB) je rodina o 21 ¢lenech, ktera je rovnéz dilezita
pro auxinovy influx a eflux. Proteiny se nachazeji v plasmatické membrané a funguji jako
basalni transportéry auxinu. Jejich funkci je také detoxikace, transport raznych substrata
a podili se také na rezistenci viici chorobam (Cho a Cho, 2013). Auxiny jsou pomoci téchto

proteintl transportovany proti koncentracnimu gradientu (Zazimalova et al., 2010).

2.2.4.3. Syntéza konjugati
Auxiny vytvaii konjugaty, které se hydrolyzou uvoliuji, pokud je zapotiebi volné formy
auxinu (Ludwig-Miiller, 2011; Ljung et al., 2002; Seidel et al., 2006). Auxiny
v konjugované formée, které¢ jsou uvoliiovany, ptispivaji k regulaci celkové hladiny auxind.
Zalezi sice na stadiu a typu rostlinného pletiva (Ludwig-Miiller, 2011), i tak se auxiny
nachazeji v rostlin¢ piedevsim v konjugované formé (Bandurski et al., 1995). V rostlinach
se vyskytuje mnoho druht auxinovych konjugati, které 1ze rozd¢lit do tii hlavnich skupin:

1.nizkomolekularni esterové konjugaty s cukernymi skupinami,

2 nizkomolekularni amidové konjugaty s aminokyselinami,

3. vysokomolekularni konjugaty s peptidy a proteiny ptes amidovou vazbu (Bajguz
a Piotrowska, 2009).

Biosyntéza konjugati byla na zidklad¢ predikce dle aminokyselinové sekvence
a znaceni pomoci GFP lokalizovana v cytosolu (Ludwig-Miiller et al., 2009b), probiha
ovSem 1 v chloroplastu. NejvyznamnégjSim enzymem pii syntéze konjugéti je enzym UDP-
cukr dependentni transferasa (UGT, GT). Tento enzym je klicovy pro konjugaci cukerné
jednotky a TAA. UGT, které¢ jsou zodpovédné za auxinovou glykosylaci se fadi do tfidy
UGT1, obsahuji motiv 44 aminokyselin vazany na N-konec, ktery je esencidlni pro vazbu

vysokoenergetického cukerného donoru a motiv rostlinné glykosylace sekundarniho
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Obr. 3 Zapojeni auxinovych konjugati do metabolismu auxini. Modré barva znadi zvySeni

koncentrace volné IAA, ¢ervena barva zna¢i pokles volné TAA (Ludwig-Miiller, 2010).

produktu (PSPG) (Ostrowski et al., 2015). Dle Tognetti et al., 2010 UDP-glukosatransferasa
izolovana z Arabidopsis thaliana, reaguje na peroxid vodiku (UGT74E2) je schopna
specifické konverze IBA na konjugaty s glukosou. Enzym, ktery katalyzuje biosyntézu IAA-
esteru je indol-3-acetyl-b-D-glykosyltransferasa (IAGIu synthasa) (Leznicki a Bandurski,
1988). Reverzibilni reakce pro uvolnéni IAA z konjugatu byla zkoumana u Zea mays, kdy
Slo o reverzibilni aktivitu enzymi myo-inositol indoleacetyltransferasy (IAlnos syntetasy)
aserinové karboxypeptidasy, které katalyzovaly hydrolyzu IAA-myo-inositolu a tim
uvolnéni IAA (Kowalczyk et al., 2003). U Zea mays byl a také zkoumana cesta k volné TAA
hydrolyzou isomert IAA-glukosy a IAA-myo-inositolu (Jakubowska a Kowalczyk, 2005).
Mechanismus syntézy amidovych konjugatt nebyl velmi dlouho znam, prestoze byly
popsany syntézy esterovych a cukernych konjugéti diive. U syntézy amidovych konjugatt
vznikla hypotéza, Ze vznikaji po zéasahu rostliny vyssi koncentraci IAA (Venis, 1972).
S timto souvisi izolace GRETCHEN HAGEN3 (GH3) gend, které byly oznaceny jako auxin-
inducibilni, jelikoZ se zvySujici se koncentraci auxinu v rostlin€ narist i tvorba konjugatii
a rostlina se brani vii¢i ohrozeni toxickou koncentraci auxinu (Hagen a Guilfoyle, 1985).
GH3 geny, jsou acyl amino synthetasy, které konjuguji IAA s aminokyselinami. Prvni
¢len rodiny GH3 byl izolovan ze s6ji (Hagen a Guilfoyle, 1985) a od objeveni této rodiny
genl, byly tyto geny objevovany u mnohych rostlinnych druht (ryZe, tabak, mech, paliva
paprika) (Bierfreund et al., 2004; Jain et al., 2006; Ludwig-Miiller et al., 2009b; Roux
a Perrot-Rechenmann, 1997; Liu et al., 2005). U Arabidopsis thaliana byly rovnéz

identifikovany, rodina GH3 gentl u této rostliny ¢itd 19 ¢lent, pfi¢emz nejméné 7 ¢lent je
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schopno oné katalyzy (Staswick et al., 2005). Na Obr. 3 Ize vidét, ze IAA konjugace
s tryptofanem vsak nese tu zvlastnost, Ze se konjugaci auxin plné neinaktivuje, ale vykazuje
aktivitu jako rtistovy inhibitor (Staswick, 2009).

Mnoho konjugata v Arabidopsis thaliana bylo objeveno diky imunopurifika¢nim
metodam a LC-MS, dale byly vyvinuty postupy pro nékolik typti auxint, které pomohly
kvantifikaci a identifikaci metabolitd auxinti (Barkawi et al., 2008, Kai et al., 2007a). Diky
tomuto byly objeveny konjugaty IAA-Phe a IAA-Val, které byly objeveny diky oxidativnim
metabolitim 6-OH-1AA-Phe a 6-OH-1AA-Val. Dalsi konjugaty byly objeveny diky zasahu
rostliny vyssi koncentraci IAA a sledovanim tvorby konkrétnich konjugati. Takto bylo
objeveno, ze u mechu Physcomitrella patens vznikaji konjugaty IAA-lle, IAA-Leu, IAA-
Val (Ludwig-Miiller et al., 2009b) a u Arabidopsis thaliana se vytvaii konjugaty IAA-Asp
a IAA-Glu, IAA-Ala, IAA-Leu (Barrat et al., 1999; Tam a Normanly, 2002; Kowalczyk
a Sandberg, 2001). U s¢ji lustinaté (Glycine max (L.) i okurky seté (Cucumis sativus) byly
identifikovany konjugaty IAA-Asp, IAA-Glu (Cohen, 1982; Sonner a Purves, 1985),
a u smrku ztepilého byl identifikovan IAA-Ala (Ostin et al., 1992).

Auxiny se mohou konjugovat i s molekulami s vysokou molekulovou hmotnosti jako
jsou tieba konjugaty IAA-polypeptid. Prvni takovy konjugat byl objeven u Phaseolus
vulgaris a slo o peptid o velikosti 3,6 kDa, ktery byl kovalentné¢ modifikovan IAA (Bialek
a Cohen, 1986). Auxiny mohou také tvofit konjugat s proteiny, coz slouzi obvykle
K uchovani auxinu, zlepSeni stability auxinu ¢i jako prostfedek posttranslaéni modifikace.
U semen s0ji byl identifikovan IAA-PROTEIN CONJUGATE 1 (Walz et al., 2002). U jahod
i hrachu byly 1AA-protein konjugaty nalezeny také (Park et al., 2006, 2010).

2.2.5. IAA amidohydrolasy

Amidohydrolasy hydrolyzuji specificky amidovou vazbu aminokyseliny, ktera je
konjugovana s auxinem, ¢imz dochéazi k uvoliiovani volné aktivni formy, ¢imz ¢éastecné
pfispivaji k homeostdze auxinil. Zajistuji katalyzu ftady reakci jako isomerizace,
dekarboxylace, deaminace, dechlorace, defosforylace. Tyto enzymy jsou dilezité pro
metabolismy aminokyselin a nukleotidii. VyuzZivaji se také pro biodegradaci zemédélskych
produktt a pramyslovych slou¢enin (Seibert a Raushel, 2005).

Jedna se o metaloenzymy, které patii do superrodiny amidohydrolas, se fadi do rodiny
M20 peptidas, konkrétné do podrodiny M20D (pifevzato z peptidasové databaze MEROPS).
Strukturné jsou tvofeny dvéma kolmymi doménami, vétsi doména nese dvoukationtové
aktivni centrum, mensi satelitni doména ma vétSinou funkci stabilizaéni a reguluje

enzymatickou aktivitu, také slouzi jako dimeriza¢ni rozhrani (Savi¢ et al., 2009).
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Amidohydrolasy jsou v monomerni formé aktivni, ale bohuzel vysoce nestabilni,
z tohoto duvodu spise vytvaii polymery in vivo a jejich aktivita vyZaduje kovovy kofaktor
¢i redukeni Cinidlo (Savi¢ et al., 2009; Smolko et al., 2016). Maji obvykle dva kationty
v aktivnim centru, coz byvaji nejéastdji Mn?*, Cu?*, Zn®** (Bitto et al., 2009).
Amidohydrolasova doména preferuje Mn?* kofaktor, ktery mize byt v nékterych reakcich
substituovan Cu?*, bakterialni peptidasova doména preferuje Zn?*, ktery substituovan byt
nemuze (LeClere et al., 2002). Diky Bitto et al., 2009 byla popsana krystalicka struktura
AtILL2 vcetné vazebného mista kovu a vazebného mista konjugatu. Tento model dale

slouzil pro simulaci struktury amidohydrolas i Brassica rapa (Savic et al., 2009).

2.2.5.1. Charakterizace IAA amidohydrolas

Prvni auxin aminokyselinova hydrolasa (IAA amidohydrolasa AtlLL) byla objevena v roce
1995 u Arabidopsis thaliana. Na zaklad¢ tohoto objevu byly izolovany tyto enzymy
u dalSich rostlinnych druhii jako napf. Oryza sativa, Triticum aestivum, Medicago
truncatula, Brassica rapa. Kromé konjugati IAA byly charakterizovany i amidohydrolasy
Stépici konjugaty kyseliny indol-3-maselné (IBA) nebo kyseliny indol-3-propionové (IPA))
(Davies et al., 1999; Lasswell et al., 2000; LeClere et al., 2002; Smolko et al., 2018).

IAA amidohydrolasy se vyznacuji svou substratovou specifitou, kterd se v mnohych
ptipadech prekryva. Jakdkoli zména aminokyseliny v aktivnim misté amidohydrolasy vede
ke zméné preference substratu (Campanella et al., 2003b). AtILL1 i AtILL2 jsou z 87%
homologni, nicméné maji rozdilnou substratovou specifitu a ackoli AtILL2 ma vysokou
aktivitu s riznymi typy konjugatti, AtILL1 je in vivo malo aktivni (LeClere et al., 2002).
Experimenty, které byly provedeny u piibuzného druhu Arabidopsis sueica ukazaly, ze
AtILR1 ziskana z Arabidopsis $tépi vétsi spektrum konjugati nezli sSILR1 ziskana z jiného
druhu, jelikoz ma vétsi specifitu (Campanella et al., 2003). Zmény v aminokyselinovych
sekvencich v aktivnim misté byly sledovany u mnoha druht U experimentu s Arabidopsis
doslo k zaméné Leu75 (zfejmé zodpoveédny za selektivitu vici IAA konjugatiim, delSich nez
Ala a Ser, v aktivnim mist¢) za Tyr176, coz vedlo ke stabilizaci aromatickych postrannich
fetézcu prislusného preferovaného substratu IAA-Phe (Bitto et al., 2009).

Specifita enzymt se projevuje i u dalSich vlastnosti. Nékteré amidohydrolasy mohou
byt specifictejsi pro Sté€peni riznych auxinovych konjugati (Campanella et al., 2004, Savi¢
etal., 2009). U psenice bylo objeveno, ze piitomné amidohydrolasy preferuji vice konjugaci
s IBA oproti IAA nebo IPA a tvoii konjugat IBA-Ala (Campanella et al., 2004) a u ¢inského
zeli byly objeveny dvé amidohydrolasy, které preferovali tvorbu konjugat s IPA (Savic et

al., 2009). IAR3 byla zatazena do skupiny IAA amidohydrolas a to proto, Ze interaguje
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s IAA konjugaty. Jeji funkce je ale dvoji, jelikoz plni také svou ulohu pifi homeostaze
kyseliny jasmonové. IAR3/JIH1, ktera byla izolovana z Nicotiana attenuata a Arabidpsis
ukazuje, Ze by mohla byt mustek mezi auxin-jasmonatovou interakci. (Woldemariam et al.,

2012; Widemann et al., 2013).

2.2.5.2. Lokalizace IAA amidohydrolas

Vétsina hydrolas konjugovanych s auxinem obsahuje reten¢ni sekvence spojené
s endoplasmatickym retikulem (ER), ovSem ne vSechny (Campanella et al., 2003a).
Isoformy AtILL1, AtIAR3 a AtILLS byly lokalizovany v ER diky tomu, Ze obsahuji N-
terminalni sekvenci a peptid HDEL/KDEL, ktery je C-terminalni (Bitto et al., 2009). Ostatni
isoformy u Arabidopsis bud’ postradaji reten¢ni ER sekven¢ni motivy nebo (AtILL3) se
U nich vyskytuji motivy, které byly doposud objeveny pouze u hub nebo zvifat (Derkx
a Madrid, 2001; Raykhel et al., 2007). Za rozpoznani IAA konjugati endoplasmatickym
retikulem muze byt dle hypotézy Anai et al., 1997 zodpovédny auxin vazajici protein
1 (ABP1), ktery obsahuje reten¢ni sekvenci ER. Konjugét tak miize byt hydrolyzovan
enzymem, ktery je lokalizovan ptimo v ER.

Vzhledem k tomu, Ze jsou biosyntéza (cytosol), konjugace (cytosol) a hydrolyza (ER
a cytosol) lokalizovany na jinych mistech viz. (Obr. 4), jsou IAA i konjugaty v ramci i mezi
bunikami transportovany. Intracelularni transport dosud nebyl objasnén. Nicméné vzhledem
k tomu, Ze je auxinovy pfenase¢ PINS5 protein lokalizovan v ER, mohlo by ER byt dtlezitou
organelou v transportu IAA a auxinovych konjugat v ramci bunky. PINS5 je zodpovédny za
regulaci transport auxinu z cytosolu do lumenu endoplasmatického retikula a muze tak
kontrolovat a fidit hladinu volného auxinu pro dal§i bunécné procesy na subcelularni urovni.
Aktivita proteinu PIN5 ma vliv na profil metabolitli auxinu, proto je velmi dilezity pfi
absenci volného auxinu. Specificka regulace metabolismu by tak mohla byt zavisld na PINS,
pokud by doSlo k zvySeni tvorby IAA-konjugati. PINS byl nadmérné exprimovan pii
snizeném mnozstvi auxinli auxinovych konjugatd, spolu s GH3.17 a tucasti cytokinint
dochazi k regulaci mnozstvi auxinu i naslednych produktd v meristému (Mravec et al., 2009;

Di Mambro et al., 2017).
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Obr. 4 Subcelularni kompartmentace metabolismu auxini, ktera je spojena s percepci a
transportem. Biosyntéza IAA je lokalizovana v cytosolu a chloroplastech. Biosyntéza TAA
konjugati je lokalizovana v cytosolu. Lokalizace hydrolyzy IAA konjugati v ER a cytosolu je
dosud diskutovana (Ludwig-Miiller, 2010)

2.2.5.3. IAA amidohydrolasy a stres

Mnoho homologii IAA amidohydrolas je zapojeno do riznych procest jako je rostlinny rist
a vyvoj, symbiosa, arbuskularni mykorhiza ¢i odpovédi na stres, at’ uz abioticky nebo
bioticky. Bylo prokazano, ze AtIAR3 hydrolyzuje konjugaty aminokyselin s kyselinou
jasmonovou (JA) jesté mimo konjugéaty IAA. Naznacuje to moznost reakce na rany a mozné
zapojeni do obrany rostlin (Bartel et al., 2001; Titarenko et al., 1997). Zhang et al., 2016
objevili, Ze exprese ILR1, ILL6 a IAR3 nastavd po poranéni rostliny nebo po oSetfeni
rostliny kyselinou jasmonovou.

Funkce amidohydrolas je velmi dilezitd i pfi pisobeni biotického stresu. IAR3 se
projevila na zménach homeostdzy auxind, které indukuji obranné reakce, pfi napadeni
obligatn¢ biotrofickym kofenovym patogenem Plasmodiophora brassicae (Schuller
a Ludwig-Miiller; 2006).

2.3. Expresni systémy
Pro namnozeni i cilenou modifikaci vlastnosti proteini se vyuzivd molekularniho klonovéni,
pomoci kterého se pripravuji expresni vektory a rekombinantni proteiny.

Metody klonovéni jsou rtizné, mezi nejbéznéjsi patii klonovani na zéklad¢ restrikéniho
Stépeni a ligace (Obr. 5) nebo klonovani na zakladé rekombinace. Princip molekuldrniho
klonovani je takovy, ze se geny, které kéduji pozadovany protein vlozi do expresniho

vektoru, které jsou nasledné transformovany do kompetentnich bun€k prokaryotickych ¢i
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Obr. 5 Klonovani na zakladé restrikce, za¢ina nejprve metodou polymerazové ietézové reakce,
pomoci které se prodlouZi presahujici useky insertu. Nasleduje naStépeni vektoru pomoci
restriknich endonukleas, které $tépi vektor na prisluSnych mistech tak, aby se do mist po
vyStépené Casti vektoru vlozil insert pochazejici z jiného organismu. Dochazi k rekombinaci a
vloZeny insert je do vektoru upevnén pomoci ligace.

eukaryotickych organismi. Exprese genll v organismech zajistuje syntézu piipraveného
rekombinantniho proteinu. Purifikace pak slouzi k izolaci proteinu z expresniho systému,
a probiha na zéklad€ znacek, které jsou pfipojeny k proteinu. Protein je pomoci specifické
vazby znacek zachytdvan na chromatografické koloné. Aby mohla byt objasnéna funkce,
charakterizace €i struktura proteinu, je tfeba jej izolovat in vitro (Rackova, Miiller, Vojtések,
2014).

Rekombinantni proteiny jsou v soucasné dobé velmi Casto vyuzivany pro tvorbu
protilatek, vakcin ¢i hormond, ale také jsou vyuzivany pii 1ébé riznych onemocnéni. Pro
takovéto ucely musi byt proteiny specidlné purifikovany tak, aby spliovaly ptisna kritéria
pro medicinské pouziti (Rickova, Miiller, Vojtések, 2014). Slouzi predevSim k upravé

aktivity, stability ¢i funkce proteinu.
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K piipravé rekombinantnich proteinii je vyuZzivana cela Skdla metodickych postupt
artznych prokaryotickych ¢i eukaryotickych expresnich systémtl. Volba expresniho
systému zavisi na zpiisobu purifikace a na zvoleném typu organismu ur¢enému pro produkci
proteinu (Ruckova, Miiller, Vojtések, 2014). Dale zavisi na velikosti proteinu, jeho
posttranslacnich modifikacich, bunétné lokalizaci ¢i velikosti kyzeného vytézku

rekombinantniho proteinu (Frey a Gorlich, 2014). Expresni systémy lze rozdélit do nékolika

typi.

2.3.1. Bakterialni systémy

Prvnim typem jsou bakteridlni expresni systémy. Vradmci téchto systému je
nejvyuzivangj$im expresnim systém bakterie Escherichia coli. Jedna se o bakterii, ktera je
nejdostupnéjsi, snadno se mnozi a kultivuje, umoziuje snadnou kontrolu genové exprese
a sekreci pozadovaného proteinu do média. Vyhodou je zisk vysokého vytézku cileného
proteinu, snadna komercni dostupnost a velky vybér vektor. Nevyhodou téchto systémii je
zejména nedostatek tRNA pro eukaryotni kodony mRNA. Dals§i znacnou nevyhodu je
absence posttranslacnich modifikaci a chaperont, které zajist'uji aktivitu proteinu. VétSina
z uvedenych nevyhod je v soucasné dob¢ alespon CasteCné vyfeSena vétSinou pomoci
specialné upravenych kmenti (Wacker, Linton, Hitchen et al., 2002; Valderrama-Rincon,
Fischer, Meritt et al., 2012; Ruckova, Miiller, Vojtések, 2014).

Kmen BL21 (DE3) se vyuZziva k obecnym expresim a je proteasa-deficientni. Kmen
BL21 Star (DE3) obsahuje mutaci v RNaseE a tcel jeho vyuziti je pro exprese proteint
s redukovanou degradaci RNA. Pro pfisné fizené expresi se pouzivd kmen BL21 (DE3)
pLysS, ktery je proteasa-deficientni a navic obsahuje mutaci v expresi lysozymu.

Naopak Origami je jednim z kmen, ktery se vyuZziva jeli Zddouci v cytoplasmé tvorba
disulfidickych mustki, kmen obsahuje mutaci pro thioredoxin reduktasu trxB a glutathion
oxidoreduktasu gor. Kmen Rosetta se vyuziva k expresi eukaryotnich genl a je mutantni
v genech pro leuWw, proL, glyT, argU, tyrU, thrT, argW, metT, ileX a thrU. Pro klonovani
a propagaci plazmidu se vyuziva kmen DH5A nebo kmen TOP10, ktery je mutantni v genu
pro L-arabinosu. V ramci Gateway klonovani se pro propagaci vektoru s genem ccdB, ktery
je toxicky pouziva kmen DB3.1, ktery obsahuje mutaci v alele gyrA462.

I pres tyto dostupné upravy kmenti je stale velkym problémem nachylnost k denaturaci
¢i ukladani velkych eukaryotickych proteinii s vice doménami do inkluznich télisek.
Proteiny, které jsou uloZeny v inkluznich téliskach je velmi problematické izolovat. Je tak
zapotiebi pouzit metodiku, kterd zahrnuje velmi ¢asto denaturaci a ndslednou renaturaci, ne

vzdy se vSak povede takto ulozeny protein ziskat v plivodni formé a dochdzi ke ztrate
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biologické aktivity. ReSenim byva piipojeni sekvence & znacky, kterd je schopna
nasmérovat protein do periplasmy nebo protein sekretovat do kultivacniho média
(Mergulhao et al., 2005). K dispozici jsou rovnéz specialni kmeny, které vytvaii mozné
chybéjici disulfidické mustky a napomahaji tak expresi eukaryotickych proteint (Rackova,
Miiller, Vojtések, 2014).

Krom¢ E. coli se pro expresi proteinii vyuziva také grampozitivni bakterii rodu
Bacillus, ktera disponuje v porovnani s E. coli tou vyhodou, ze jakozto grampozitivni
tyCinka neobsahuje lipopolysacharid, ktery po rozbiti bunék byva castou kontaminaci
rekombinantniho proteinu. Dale také obsahuje kodony, které napomahaji regulaci exprese
potencidlnich heterolognich proteini (Terpe, 2006). V ramci tohoto rodu je nejvice
vyuzivanym zastupcem bakterie Bacillus subtilis, u které vSak muze byt transformace

vvvvvv

megaterium (Roller et al., 1989).

2.3.2. Kvasinkové systémy

Kvasinkové expresni systémy jsou po bakteridlnich nejuzivanéj$i. Hlavni zastupci jsou
Saccharomyces cerevisiae ¢i Pichia pastoris. Kvasinky jsou eukaryotické organismy, a tak
oproti bakteriim umoziuji posttranslaéni modifikace proteinti. Umoziuji N-glykosylaci
mano6zového typu. Neumoziuji gama-karboxylaci. Kvasinky neprodukuji endotoxiny, je
u nich vhodna kultivace ve vétSich objemech, za pomérné nizké ndklady. Rekombinantni
protein je z expresniho systému snadno purifikovan ¢i sekretovan (Boer et al., 2007).
Kvasinkové systémy poskytuji nizsi vytézky nezli bakterialni, jejich rdst a mnozeni je
pomalejsi a genova exprese je u nich slozitéji regulovand. Zasadni nedostatek téchto systémil
je ten, ze je odlisna glykosylace eukaryotnich a sav¢ich bunék (Ruckova, Miiller, Vojtések,
2014).

Sacharomyces cerevisiae je hojné vyuzivanou kvasinkou v potravinaiském pramyslu,
svoje Siroké uplatnéni vSak nasla také ve farmaceutickém primyslu, kde je vyuzivana pro
produkci hormonil somatotropinu, inzulinu a glukagonu. Pomoci ni je také vyrabén HBsAg
antigen, ktery je soucasti vakciny vuci zloutence typu B (Mishra a Baranwal, 2009).
Kultivace téchto kvasinek je velmi snadnd, bohuZel vSak pii ni dochazi k tvorbé
sekundarnich metaboliti, které mohou ovlivnit nasledné i hustotu bunék. K transformaci
kvasinek tohoto typu se vyuziva plazmidu YEp, ktery je epizomalnim typem vektoru. Déle
se pouziva plazmid Ylp, ktery typem integrujiciho vektoru (Mishra a Baranwal, 2009; Boer
et al., 2007).
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Pichia pastoris je dal$i vyuzivanou kvasinkou, ktera je methylotrofni. Rozdil oproti
S. cerevisiae je zejména v typu N-glykosylace, kdy vznikajici glykany konjugujici se
s aminokyselinami jsou tvoieny pouze 8-17 jednotkami manosy (Trimble et al., 1991). Tyto
kvasinky jsou transformovany vektory integrujiciho charakteru a vytvari tak stabilni

komplex.

2.3.3. Ostatni druhy expresnich systému

Posttransla¢ni modifikaci, kterd je podobna jako u savéich bun¢k je dostupna u systémi
hmyzich bunck, které byly infikovany bakuloviry. Vektory se velmi Casto pfipravuji
metodou Gateway (systém BaculoDirect), transpozici ¢i rekombinaci. Vyhodou téchto
systému je pomérné vysoka exprese rekombinantniho proteinu. Umoziuji jednoduchou N-
glykosylaci, kde vSak chybi kyselina sialova. Stejné jako kvasinky neumoziuji gama-
karboxylaci. Nespornou vyhodou téchto systému je dale to, Ze protein je spravné slozen,
a tedy nepotiebuje refolding jako tomu byva u kvasinkovych systémi. Kultivace téchto
bunck je vétSinou financné velmi ndkladna, a ¢asoveé i velmi narocnd, jelikoz se produkt
netvoii kontinudln€ a pro dalsi produkci tak musi dojit k infekci novych bun¢k. Konecny
produkt navic nemusi byt biologicky aktivni (Ruckova, Miiller, Vojtések, 2014; Yin et al.,
2007).

Proteiny produkované sav¢imi buiikami jsou vétSinou plné funkéni a posttranslacné
modifikované (vSechny typy modifikaci). U téchto systémt byla dosud vyvinuta Siroka
metodika. Mezi nejéastéji pouzivané bunécné linie se fadi CHO (Chinese hamster ovary)
linie ¢i HEK 293 (human embryonal kidney). Vyhodou téchto linii je schopnost jejich
rychlého riistu. Produkce proteinu bunéénymi liniemi savéiho typu je vSak velmi financné
nakladna a také Casoveé narocna. Vytézky, které tyto systémy poskytuji jsou navic velmi malé

(Ruckova, Miiller, Vojtesek, 2014).

2.4. Purifikace rekombinantnich proteini

Od volby afinitni znacky se odviji 1 volba purifikacni metody. Obsahuje-li protein afinitni
znacku, je proces purifikace zna¢né€ usnadnén, jelikoz se protein pomoci této znacky zachyti
na chromatografické kolon¢ a ostatni proteiny ¢i odpadni latky jsou vymyty (Obr. 6). Protein
se nasledné uvolni specifickou interakci jako je pfidani ligandu ¢i nespecifickou interakci

pomoci zmény iontovée sily, pH nebo polarity. NejpouzivanéjSimi afinitnimi znackami jsou
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Obr. 6 Schéma afinitni purifikace na chromatografické koloné. Nejprve je proteinovy lyzat
naenesen na kolonu, Protein obsahujici afinitni znacku je specificky navazan a ostatni
necistoty jsou vymyty. Poslednim krokem je protein eluovan z kolony pomoci specifické ¢i
nespecifické interakce (Ruckova, Miiller, Vojtések, 2014).

glutathion-S-transferasa (GST), polyhistidinova kotva (His-tag), maltosa vazebny protein
(MBP), streptavidinovy vazebny peptid II.

Glutathion S-transferasa (GST) (Obr. 7 vlevo) o velikosti 27 kDa, se fadi mezi
nejvyuzivanéjsi znacky a lze ji vazat na N- i C-konec proteinu (Mitchell et al., 1993). Ma
pozitivni vliv na rozpustnost rekombinantnich proteint, ale jeji velikost ma obcas negativni
vliv na hladinu exprese. Jako matrice pro purifikaci slouzi imobilizovany glutathion,
vazebna interakce mezi t€émito proteiny je vSak pomald a vzorek se tak nanaSi pomaleji
(Smith a Johnson, 1988; Braun a LaBaer; 2003).

Polyhistidinova kotva (His-tag, Poly-H, His6) (Obr. 7 vpravo) je znacka, ktera
obsahuje 3-10 molekul histidinu za sebou a vaze se na C- i N-konec. Nema vliv na tvorbu
sekundarnich struktur proteinu a umoznuje purifikaci v nativnich 1 denaturujicich
podminkach (Ruckova, Miiller, Vojtések, 2014). His-tag se vaze na matrici, kde je
imobilizovan dvojmocny iont (Ni%*, Cu?*, Co?*, Zn%*, Fe?"). Tyto ionty vytvafi s jadry
imidazolu obsazenymi v molekule histidinu koordinaéni vazbu. Ni?*-NTA agarosa se jako
matrice pro chromatografickou kolonu pouziva nejéastéji, jelikoz k ni ma His-tag vysokou
afinitu. Dale je mozné vyuzit matrici s imobilizovanou kyselinou iminodioctovou (IDA).
Jako elucni ¢inidlo slouzi imidazol, protein je eluovan z kolony s jeho stoupajici koncentraci.
Vazba znacky k chromatografické kolon¢ je sice velmi rychla, avSak neni pfili§ specificka.

Proto se také vyuZziva tzv. tandemového zafazeni znacek pro specifictéjSi purifikaci
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podporujici struktura Polyhistidinova kotva

Obr. 7 Vlevo: Struktura Glutathion S-transferasové afinitni zna¢ky (Udomsinprasert et al.,
2005); Vpravo: Schéma vazby polyhistidinové kotvy k matrici chromatografické kolony,
kterou tvori NTA-Ni?* agarosa. Koordina¢ni vazba vznika pres Ni?* iont, ktery se vaZe na
imidazolovou strukturu histidinu (Magdeldin et al., 2012).
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Vojtesek, 2014).

Maltosa vazebny protein (MBP) ma velikost 43 kDa je solubilni a slouzi jako
posilova¢ solubilizace rekombinantniho proteinu (Kapust and Waugh, 1999; Fox et al.,
2001), jelikoz vykazuje vnitini chaperonovou aktivitu (Kapust and Waugh, 1999; Fox et al.,
2001, Bach et al., 2001). Vyssi velikost tohoto proteinu byva obcas nevyhodou pii konjugaci
s eukaryotnimi proteiny. MBP je velmi dilezita pro translokaci maltosy a maltodextrint
(Nikaido, 1994). Znacku je mozno vazat na N- i C-konec, dle Sachdev a Chirgwin, 2000 je
vsak jeji efektivita vyssi, je-li vazana na N-konci.

Streptavidinova vazebna kotva (Strep- tag II) je peptid sloZzeny z aminokyselin Trp-
Ser-His-Pro-GlIn-Phe-Glu-Lys. Pivodni peptid byl modifikovan tak, aby byl odolngjsi vuci
proteasam Vv buiice. Aplikace této znacky je vhodna pro nativni purifikaci, pouziva se pro
purifikaci metaloproteind, jelikoz nezavisi na pfitomnosti iontit kovt (Skerra et al., 2000).
Strep-tag 11 se specificky vaze na imobilizovany Strep-Tacin, ktery je soucast

chromatografické matrice.
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3. MATERIAL A METODY
3.1. Material
3.1.1. Biologicky material

cDNA z Je¢mene jarniho (Hordeum vulgare), kultivar Golden Promise
Chemokompetentni buniky Escherichia coli BL21 STAR (Thermo Fisher Scientific, USA)
Chemokompetentni buriky Escherichia coli ORIGAMI (Merck, Némecko)
Chemokompetentni buriky Escherichia coli TOP10 (NEB, Velka Britanie)

3.1.2. Vektory

pET28b (+) (Merck, Némecko)
pGEX-5x-1 (GE Healthcare, USA)

3.1.3. Chemikalie

Restrikéni endonukleasy (NEB, Velka Britanie)
BamHI-HF (20 000 U-ml™)

EcoRI-HF (20 000 U-ml™?)

Xhol-HF (20 000 U-ml™)

Pufry pro restrikéni endonukleasy (NEB, Velka Britanie)
10x CutSmart pufr

Enzymy, pufry a markery

Bolt LDS Sample buffer pro SDS-PAGE 4x (Thermo Fisher Scientific, USA)

Bolt Sample Reducing Agent pro SDS-PAGE 10x (Thermo Fisher Scientific, USA)
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)

Go Taq G2 Flexi DNA polymerasa (5000 U-ml™?) a 5x pufr (Promega, USA)
Novex Sharp Pre-Stained protein Standard (Thermo Fisher Scientific, USA)
PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)

Phusion High Fidelity DNA polymerasa (2000 U-ml™) a 5x Phusion HF buffer (Bio Labs,
Velka Britanie)

T4 DNA ligasa (5 U-1"Y) (Thermo Fisher Scientific, USA)
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Pouzité chemikalie

Agar pro bakterie (Applichem, Némecko)
Agarosa (Sigma-Aldrich, USA)
Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)
Ampicilin (Sigma-Aldrich, USA)
Azid sodny (Sigma-Aldrich, USA)
Betain (Serva, Némecko)
Coomassie Brilliant Blue G250 (Serva, Némecko)
dNTPs (Bio-Rad, USA)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny (Merck, Némecko)
Dodecylsulfat sodny (Penta, CR)
EDTA (Penta, CR)
Ethanol (Lach:ner, CR)
Ethidium Bromid (NeoLab, Némecko)
Glukosa monohydrat (Lach:ner, CR)
Glutathion agarosa (Thermo Fisher Scientific, USA)
Glutathion (Sigma-Aldrich, USA)
Glycerol (Lach:ner, CR)
Hydroxid sodny (Penta, CR)
Chlorid hote¢naty (Promega, USA)
Chlorid sodny (Lach:ner, CR)
Chorid draselny (Lach:ner, CR)
Imidazol (Roth, Némecko)
Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kanamycin monosulfat (Duchefa, Nizozemsko)
Kyselina octova (Lach:ner, CR)
Kvasni¢ny extrakt (Sigma-Aldrich, USA)
Luria-Bertani (LB) medium s vysokym obsahem soli (Duchefa, Nizozemsko)
Methanol (Lach:ner, CR)
Mogovina (Lach:ner, CR)
N,N-methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, USA)
Octan sodny (NeoLab, Némecko)
Peroxodisiran amonny (Sigma-Aldrich, USA)
Siran hofe¢naty (Lach:ner, CR)
Sorbitol (Duchefa, Némecko)
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Tetramethylethylendiamin (Fluka, Némecko)
Tris (Duchefa, Nizozemsko)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA)

Tween (Sigma-Aldrich, USA)

Trypton (Duchefa, Némecko)

3.1.4. Pouzité roztoky

1% agarosovy gel: 1 g agarosy; 100 ml TAE pufru

Coomassie Brilliant Blue: 0,1 % CBB G250; 50 % MeOH; 10 % kyselina octova; 40 %
ddH.0

Ekvilibraéni/Promyvaci pufr pro GST agarosovou kolonu: 50 mmol-1"? Tris, 150 mmol-1*?

NaCl; pH 8,0

Eluéni pufr pro GST agarosovou kolonu: 50 mmol-1? Tris; 150 mmol-1"* NaCl; 10 mmol-1°

! redukovany glutathion; pH 8,0
Eluéni pufr pro His kolonu: 100 mmol-1* Tris-HCI, 300 mmol-1 NaCl, 60/120/250

mmol-1" imidazol

His-Binding pufr: 50 mmol-1* sodno-fosfatovy pufr; 300 mmol-1* NaCl; 10 mmol-1™
imidazol; 0,03% Triton X-100; pH 7,7

Koncentraéni gel: ddH20; 30% akrylamid; 0,5 mol-1" Tris-HCI, pH 6,8; 10% SDS;
10% APS; TEMED

Lyzaéni pufr 1: 50 mmol-1" NaH2PO4; 300 mmol 1™ NaCl; 0,1%; Tween; 1% glycerol;
1% Triton X-100; pH 8

Lyzaéni pufr 2: 50 mmol-1? Tris HCI; 300 mmol-1" NaCl; 0,1 % Tween; 1 % glycerol;
pH 8

Lyzaéni pufr 3: 50 mmol-1? Tris; 300 mmol-1" NaCl; 4% glycerol; 0,3% Triton X-100;
pH 8

Odbarvovaci roztok: 40 % MeOH, 10 % kyselina octova; 50 % ddH20

Pevné Luria-Bertani (LB) medium (1 1): 15,5 g LB broth; 9,5 g NaCl; ddH-O; 15 g agar
pro bakterie; pH 7

Promyvaci pufr pro His kolonu: 100 mmol-1* Tris-HCI, 300 mmol-1* NaCl, 10 mmol-1*

imidazol
TAE pufr: 1 mmol-1" EDTA; 40 mmol-1* Tris-acetat; ddH.O; pH 8
Tekuté Luria-Bertani (LB) medium (1 1): 15,5 g LB broth; 9,5 g NaCl; ddH20; pH 7

Regeneraéni pufr 1 pro GST agarosovou kolonu: 0,1 mol-1" Tris; 0,5 mol-1"* NaCl,

0,1% SDS; pH 8,5
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Regeneraéni pufr 2 pro GST agarosovou kolonu: 0,1 mol-1" octan sodny; 0,5 mol-1* NaCl;
0,1% SDS; pH 4,5

Délici pufr: (1 1): 15 g Tris; 72 g glycin; 5 g SDS; pH 8,3

Separacni gel: ddH20; 30% akrylamid; 1,5 mol-1 Tris-HCI, pH 8,8; 10% SDS; 10% APS;
TEMED

SOC médium: 0,5% kvasniény extrakt; 2% trypton; 10 mmol-1"t NaCl; 2,5 mmol 1 KCI;
10 mmol-1" MgClz; 10 mmol-1t MgSO4; 20 mmol 17 glukosa

3.1.5. Kity

Nucleospin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Némecko)
QIA Prep Spin Miniprep (Qiagen, Némecko)

3.1.6. Software a programy

Bioedit (Ibis Biosciences, USA)

BLAST (NCBI, USA)

Barlex (IPK Gatersleben, Némecko)
EnsemblPlants (EMBL-EBI, Velka Britanie)
GelDoc™ EZ Imager (BioRad, USA)
ImageLab 5.1 (BioRad, USA)

MEGA-X (Pensylvanska statni univerzita, USA)
NCBI Protein (NCBI, USA)

SignalP (CBS, Dénsko)

SnapGene (GSL Biotech LLC, USA)
TMHMM (CBS, Dansko)

3.1.7. Laboratorni pomiicky
Alobal

Aparatura pro vertikalni elektroforézu
Aparatura pro horizontalni elektroforézu
Erlenmayerovy banky

Falkony 50 ml

Kahan

Mikrobiologicka klicka

Mikrozkumavky (Eppendorf)
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Parafilm

Pipety (Eppendorf)

Petriho misky
Spektrofotometrické kyvety
Stripy pro PCR

Spicky

Zkumavky

3.1.8. Pristroje

Autoklav HST 5-6-8 (Zirbus, Némecko)

Centrifuga 5427R (Eppendorf, CR)

Centrifuga 5810R (Eppendorf, CR)

Centrifuga NF400 (Merci, CR)

Eleketroforetickd komora pro vertikalni elektroforézu (BioRad, USA)
Eleketroforeticka komora pro horizontélni elektroforézu (Biometra, Némecko)
French Press (Thermo Fisher Scientific, USA)

Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA)

NanoDrop Lite (Thermo Scientic, USA)

Nizkotlaky chromatograficky systém Biologic LP (BioRad, USA)
Sonikator MP3000 (BioLogics-Inc, USA)

Spektrofotometr (Agilent, USA)

Spektrofotometr (ChromSpec, CR)

Stolni minicentrifuga FVL-2400 (Boeco, Némecko)

Termoblok (BIOER, Cina)

Termocykler (Biometra, Némecko)

Termostat (Memmert, Némecko)

Ttepacka inkubovand Unimax 1010 (Heidolph, Némecko)

UV transluminator UVT-20S (Herolab, Némecko)

Vakuova komora pro chromatografii Visiprep™ SPE (Sigma-Aldrich, USA)
Vizualizaé¢ni desticka pro Ethidium bromid (BioRad, USA)

Vitivé michadlo (vortex) (LabNet, USA)

Zdroj napéti pro elektroforézu (Biometra, Némecko)
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3.2. Metody

3.2.1. Identifikace auxin aminokyselinovych hydrolas v jeCmeni

S vyuzitim databaze Barlex a IPK Blast serveru byly vyhledany potencionalni isoformy
kédujici auxin aminokyselinové hydrolasy v jeCmeni, které vykazovaly vysokou homologii
se znamymi sekvencemi téchto enzymi v Arabidopsis thaliana (Tab. 1). U jednotlivych
sekvenci bylo pomoci databaze Ensembl Plants zkontrolovéno, zda obsahuji M20

peptidasovou doménu a aminohydrolasovou doménu. Pokud sekvence obsahovala ob¢

domény, byla ulozena jeji kodujici sekvence (Tab. 2).

Tab. 1 Isoformy auxin aminokyselinovych hydrolas v Arabidopsis thaliana

Nazev Zkratka ID
IAA-LEUCINE RESISTANT3 ILR3 AT5G54680
IAA-LEUCINE RESISTANT5 ILL5 AT1G51780
IAA-LEUCINE RESISTANT1 ILR1 AT3G02875
IAA-LEUCINE RESISTANTS3 ILL3 AT5G54140
IAA-LEUCINE RESISTANTG6 ILL6 AT1G44350
IAA-LEUCINE RESISTANT2 ILL2 AT5G56660
IAA-LEUCINE RESISTANT1 ILL1 AT5G56650
IAA-ALANINE RESISTANT3 IAR3 AT1G51760

3.2.2. Klonovani

Sekvence vybranych potenciondlnich auxin aminokyselinovych hydrolas v je¢meni byly
vloZeny pomoci klonovani na zakladé restrikce do dvou expresnich vektora pET28b (+)
a pGEX-5X-1. Vektor pET28b (+) obsahuje histidinovou kotvu na svém C-konci i N-konci
a obsahuje selek¢ni marker pro kanamycin (Obr. 8). Vektor pGEX-5X-1 nese Glutathion-S-

transferasovou (GST) odstépitelnou znacku a nese selekéni marker pro ampicilin (Obr. 9).
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Obr. 8 Mapa vektoru pET28b (+): Xhol, Notl, EcoRI, BamHI- §tépici mista restrikénich
endonukleas; MCS-multiklonovaci misto; 6x His: histidinova kotva; ATG: start kodon; RBS:
vazebné misto pro ribozom; lac operator: vazebné misto pro lac represor, T7 promotor:
promotor pro bakteriofag T7 RNA polymerasu; T7 tag: epitopni znacka z T7 majoritniho
kapsidového proteinu; lacl promotor; lacl: producent lac represoru; top: represor primeru;
ori: pocatek replikace; KanR: zdroj rezistence na kanamycin, producent
aminoglykosidtransferasy; T7 terminator: transkripcéni terminator bakteriofaga T7 RNA
polymerasy. Mapa byla vytvorena v programu SnapGene.

({ac operator

BamHI (93¢)
EcoRI (24¢2)
/7 Xhol (857)
=< Notl (8563)

PGEX-5X-1

4972 bp

Obr. 9 Mapa vektoru pGEX-5X-1: tac promotor: silny E. coli promotor; lac operator: vazebné
misto pro lac represor; GST: glutathion S-transferasova kotva; MCS: multiklonovaci misto;
stopkodony; BamHI, EcoRIl, Xhol, Notl-§tépici misto restrikénich endonukleas; AmpR
promotor; AmpR: producent B-laktamasy, zajiSt'uje rezistenci na ampicilin; ori: pocatek
replikace; laclqg promotor: lacl® alela urychlujici expresi lacl genu 10x; lacl: producent lac
represoru. Mapa byla vytvorena v programu SnapGene.
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3.2.3. Navrh primeri

V ramci prace byly navrzeny primery pro pfipravu konstrukti pro expresi genti kodujici
domn¢lé auxin aminokyselinové hydrolasy je¢mene v E.coli (Tab. 2). Vybrané konstrukty
byly pfipraveny tak, aby jejich ¢teci ramce zahrnovaly pfisluSnou fuzni znacku. Sekvence
primerti vzdy zahrnovala i restrikéni misto pro danou restrikéni nukleasu a dany vektor.
Lyofilizované primery (Sigma-Aldrich, USA) byly dle navodu rozpustény v predem

stanoveném mnozZstvi vody zbavené nukleas na koncentraci 100 pmol-172.

Tab. 2 Isoformy kédujici domnélé auxin aminokyselinové hydrolasy v jeCmeni a jejich nazvy
a oznaceni dle databazi Barlex a UniProt

Nazev genu )
Nazev genu dle Barlex Oznaceni isoformy ID UniProt
dle Barlex
VAA-amIng actd YIOISe | LORVU2HIIG012850.8 | HVILLS | AOA287H3U2
\AA-amino acid hydrolase | |yop\v/oHrG089950.3 | HviLLsa | Mowus3
ILR1-like 5
AA-amIng actd YArolase | LORVU2HIIG0900001 | HVILLSD | AOA287IVVS
\AA-amino acid hydrolase | 1 p\/1)3Hr1G048560.1 | HILLL F2DC17
ILR1-like 1
'AA'a”“_”F‘gl"’l_‘I:i'gehg drolase | |ioRVUSHIIGO66450.2 |  HVILL2 | ADA287LFGL
AA-amIng actd VIOl | LORVUSHIG027710.1 | HVILL7 | AOA287QRRL
'AA'a”“_”F‘gla_‘fi'ﬁehg arolase | |oRVUSHIIG055060.6 |  HVILLO | AOA287R9Z8
AA-amIng actd Yrolase | LIORVUSHIIG1180402 | HVILLA | AOA287SWHS

3.2.4. Polymerasova retézova reakce (PCR)

Metodou polymerasové ftetézové reakce (PCR) pomoci Phusion High-Fidelity DNA
polymerasy byly zcDNA jecmene jarniho amplifikovany geny pro domnélé auxin
amidohydrolasy s vyuzitim navrzenych primerd (Tab.3). Reakéni smés byla pfipravena
podle (Tab. 4). Podminky amplifikace byly optimalizovany pomoci PCR gradientu (Tab. 5,
6).
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Tab. 3 Sekvence pouZitych primert

Nazev genu Sekvence primeru

HORVU5Hr1G055060_6_pGEX-5X-1 | Fw 5'-CGGGATCCTAATGGCTCCTTTCCTCCTCC
Rv 5'-CCGCTCGAGTCAGTTTGACGCCGCT
HORVU5Hr1G055060_6_pET28b (+) | Fw 5'-CGGGATCCAATGGCTCCTTTCCTCCTCC

Rv 5'-CCGCTCGAGTCAGTTTGACGCCGCT
HORVU5Hr1G027710_1_pGEX-5X-1 | Fw 5~ CGGGATCCTAATGGACGCGCTCCCCTTACAG

Rv 5'- ATAAGAATGCGGCCGCTATTTTGCCACGGTTCCGT
HORVU5Hr1G027710_1_pET28b (+) | Fw 5'- CGGGATCCAATGGACGCGCTCCCCTTACAG

Rv 5'- ATAAGAATGCGGCCGCTATTTTGCCACGGTTCCGT
HORVU2Hr1G089950_3 pGEX-5X-1 | Fw 5'- ACGCGTCGACATATGGCCGCTCCGCTCCTCTGCC
Rv 5'- ATAAGAATGCGGCCGCCTAGAGTTGCTCTTCCTGTG
HORVU2Hr1G089950_3 pET28b (+) | Fw 5'- ACGCGTCGACATGGCCGCTCCGCTCCTCTGCC

Rv 5'- ATAAGAATGCGGCCGCCTAGAGTTGCTCTTCCTGTG

Tab. 4 Sekvence pouZitych primerit navrZenych pro klonovani bez signalniho peptidu (SP)

Nazev genu Sekvence primeru bez SP

Fw 5’- CGGGATCCTAGACGACCTCCTCGCGGCGG

HORVU5Hr1G055060_6_pET28b (+)
Rv 5’- CCGCTCGAGGTTTGACGCCGCT

Tab. 4 SloZeni reakéni smési pro polymerasovou fetézovou reakcei

Slozka Objem (ul)

Voda zbavena nukleas 15,50
Templat (cDNA) 500 ng
5x Phusion pufr pro polymerasu 5,00

10 mmol It dNTPs 0,50

10 pmol-1" Forward Primer 1,25

10 pmol-1™* Reverse Primer 1,25
DMSO 0,75
2000 U Phusion DNA polymerasa 0,25
Voda zbavena nukleas X

Celkovy objem= 25 pl

Tab. 5 Zvoleny teplotni gradient pro optimalizaci PCR amplifikace transkripti
Jamky ’ 1 3 5 6 7 8 9

Teploty (°C) ‘ 550 560 580 594 60,6 61,8 63,0
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Tab. 6 Program termocykléru pro PCR

Faze cyklu Teplota (°C) Cas (s) Pocet opakovani
Pocatecni denturace 98 30
Denaturace 98 10
Navazani primera 55-63 30 30x
Elongace 72 60
Konec¢na elongace 72 600

Ziskané¢ DNA amplikony byly analyzovany pomoci horizontalni elektroforézy v 1%
agarosovém gelu. Ke vzorku byl napipetovan 6x vzorkovaci pufr, jako standard byl pouzit
100 bp Plus DNA Ladder nebo 1 kb Plus DNA Ladder. Pro zviditelnéni DNA bylo do 50 ml
agarosového gelu napipetovano 10 ul 0,5% ethidium bromidu. Po naneseni vzorkl
a standardu na gel byla elektroforetickd komurka uzaviena a pfipojena ke zdroji napéti.
Elektroforéza probihala v 1x TAE pufru pti konstantnim napéti 100 V. Po 30 min byl potizen
snimek gelu pomoci dokumentaéniho systému GelDoc™ EZ Imager a programu ImageLab
5.1

Poté, co byla v agarosovém gelu zkontrolovana velikost ziskanych DNA amplikoni,
byly PCR smési piecistény pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kitu (Macherey
Nagel, Némecko). K PCR smé&si byl napipetovan dvojnasobny objem NTI pufru. Smés byla
napipetovana na kolonku se sbérnou mikrozkumavkou a centrifugovana 30 s (11 000 g).
Kolonka byla 2x promyta 700 ul NT3 pufru, centrifugace vzdy 30 s (11 000 g). Poté byla
kolonka naprézdno centrifugovana 1 min (11 000 g). Kolonka byla pfenesena do nové 1,5
ml mikrozkumavky a eluovéana 20 ul NE pufru pfedehiatého na 70 °C. Po inkubaci 1 min
byla zkumavka centrifugovana 1 min (11 000 g). Na Nanodropu byla zméfena koncentrace

ziskané DNA.

3.2.5. Restrikce

Po proméfeni koncentraci a Cistoty byla provedena restrikce ziskanych DNA amplikona
I cilovych vektori. Reakéni smés (Tab. 7) byla inkubovana v termobloku pti 37 °C pfes noc.
Poté byly restrikéni enzymy inaktivovany pii 65 °C po dobu 15 minut. Nasledné byly reakéni
smési po restrikci preciStény stejnym zptisobem jako PCR produkty pomoci NucleoSpin Gel

and PCR Clean-Up kitu (Macherey Nagel, Némecko) (Kapitola 3.2.4).
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Tab. 7 Slozeni restrikénich reakei

Slozka Objem (nl)
pET28b (+)/pGEX-5X-1/amplikon IAA amidohydrolasy 1 pg
10 000 U Xhol 0,3
10 000 U BamHl 0,3
10x Cut Smart pufr 3,0
H20 X

Celkovy objem = 50 pl

3.2.6. Ligace

Po zméfeni koncentrace DNA na Nanodropu byla provedena ligace insertu do vektoru. Pro
liga¢ni reakci byl zvolen pomér inzertu a vektoru 3:1. Do reakce bylo vzdy pipetovano 100

ng vektoru a mnozstvi inzertu bylo vypocteno dle vzorce:

mnozstvi vektoru (ng) X velikost inzertu (kb) o 3
velikost vektoru (kb) 1

Do mikrozkumavek byla napipetovana liga¢ni smés dle Tab. 8, po promichani na vortexu
byla smés inkubovana pii 16 °C pies noc v termobloku. Inaktivace ligas probihala

Vv termobloku 10 minut pti 70 °C.

Tab. 8 Liga¢ni smés pro inzerty a vektory pET28b (+) a pPGEX-5X-1.

Objem
Slozka
(ul)

Vektor pET28b (+)/ pGEX-5X-1 100 ng
Konstrukt dle vzorce vyse
10x Liga¢ni pufr 1,0
5 U Ligasa 0,3
H20 X

Celkovy objem= 10 pl

3.2.7. Transformace plazmidu do bunék E. coli TOP10

K 50 ul chemokompetentnich bunék E.coli TOP10 bylo pfidano 5 ul liga¢ni smési. Smés

byla ponechana 15 min na ledu. Poté byl proveden teplotni Sok o teploté 42 °C po dobu 40
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sa smés byla ihned ochlazena ponofenim mikrozkumavek do ledu a ponechana zde
2 minuty. Za pokojové teploty bylo ke smési piidano 300 pul SOC média a zkumavky byly
inkubovany za stalého tiepani 180 rpm/37 °C. Po uplynuti 1 hodiny byla smés rozetfena na
Petriho misku s 25 ml pevného LB média obsahujiciho piislusna antibiotika.

Bakterie transformované plazmidem pET28b+ byly kultivovany na LB médiu
s kanamycinem (vysledna koncentrace v médiu 50 pg-ml?) a bakterie nesouci plazmid
PGEX-5X-1 na LB médiu s ampicilinem (100 pg-ml?). Misky byly inkubovany dnem

vzhuru pies noc pii 37 °C.

3.2.8. Polymerasova retézova reakce provedena na kolonii

K ovéteni GspéSnosti transformace a ligace bylo vyuZito PCR provedené na kolonii. Od
kazdého konstruktu bylo testovano celkem 8 kolonii. Jako forward primer byl pouzit T7
promotor, reverse primer pak specificky pro danou isoformu. Reakéni smés a program jsou
uvedeny v tabulkach 9, 10. Zaroven byla vypichnuta kolonie bakterii pfenesena do 5 ml
tekutého LB média s ptislusnym antibiotikem. Kultivace probihala pfes noc na tfepacce pii

180 rpm a teploté 37 °C.

Tab. 9 Reakéni smés pro PCR na kolonii

Slozky reakce Objem (ul)
5x GoTaq Pufr 4,0
10 mmol-1" MgCl, 1,2
10 mmol 1"t dNTPs 0,5
10 umol-1" Forward primer (T7 promotor) 1,0
10 umol-1" Reverse primer 1,0
5000 U GoTaq Flexi 0,1
H20 12,2

Celkovy objem= 20 pl
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Tab. 10 Nastaveni jednotlivych fazi programu pro PCR na Kkolonii

Faze cyklu Teplota (°C) Cas (s) Pocet opakovani
Pocatecni
95 120
denaturace
Denaturace 95 30
Navazani primera 55 30 45x
Elongace 72 60
Konec¢na elongace 72 300

Po ukonéeni PCR byly produkty naneseny na 1% agarosovy gel stejné jako v kapitole
3.2.4. Elektroforéza probihala pfi 100 V 30 minut. Po provedeni byl pofizen snimek gelu

pomoci dokumenta¢niho systému GelDoc™ EZ Imager a programu ImageLab 5.1.

3.2.9. Izolace plazmidu
Pokud byly kolonie pozitivni, tzn. velikost amplifikovaného useku odpovidala
pfedpokladanému, byly plazmidy izolovany pomoci QIA prep Spin Miniprep kitu (Qiagen,
Némecko).

5 ml kultury bylo centrifugovano 3 min (6 800 g). K peletu bylo piidano 250 ul pufru
P1 a dikladné promichano. K rozsuspendovanému peletu bylo ptidano 250 pl pufru P2
a promichano 6x obracenim, dokud nedoSlo k zmodrani. Po 5 minutich inkubace pfi
laboratorni teploté bylo pfipipetovano 350 ul pufru N3 a promichéno 6x pievracenim, dokud
nedoSlo k odbarveni a tvorbé bilych srazenin. Mikrozkumavka byla centrifugovana 10 min
(17 900 g). 800 pl supernatantu bylo piepipetovano na kolonku QIA prep 2.0.
a centrifugovano 1 min (17 900 g). Po odstranéni filtratu bylo na kolonku ptidano 500 pl PB
pufru a centrifugovano centrifugace 1 min (17 900 g), filtrat byl odstranén. Promyti kolonky
probihalo 750 pl pufru PE a centrifugaci 1 min (17 900 g), filtrat byl odstranén. Poté byla
kolonka naprézdno centrifugovana 2 min (17 900 g). Kolonka byla pfenesena do nové 1,5
ml mikrozkumavky a eluovéana 30 pl sterilni vody ptedehtaté na 50 °C. Po inkubaci 1 min
byla zkumavka centrifugovéna 1 min (17 900 g). Na Nanodropu byla zméfena koncentrace

ziskanych plazmidi.

3.2.10. Sekvenace

Pro ovéteni spravného Cteciho ramce byla provedena sekvenace firmou SEQme sekvenacni

reakce byla nastavena nasledovné: 500 ng plazmidu; 2,5 pul 10 mM primeru; voda bez
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nukleas do celkového objemu 10 pl. Po obdrzeni vysledki sekvenovani se sekvence

zkontrolovala pomoci programu BioEdit.

3.2.11. Transformace plazmidu do bunék E. coli BL21 STAR
Plazmidy ovéteny sekvenaci byly transformovéany do chemicky kompetentnich expresnich

bunék E.coli BL21 STAR DE3. Postup transformace v kapitole 3.2.7.

3.2.12. Exprese

Nejprve byla piipravena pre-kultura tak, ze do 15 ml LB media s pfisluSnym antibiotikem
byla zaokovana dand bakteridlni kultura nesouci cilovy konstrukt a ponechéana kultivaci pti
37 °C a 150 rpm pies noc. Nasledujici den bylo ve sterilnim boxu do sterilni 250 ml
Erlenmayerovy banky odméfeno 50 ml LB media s piislusnym selekénim antibiotikem,
odebran blank a bylo pfidano 2 ml pre-kultury. Banky byly uzavieny alobalem a pfemistény
do inkubatoru, kde byly ponechany inkubaci pii 150 rpm a 37 °C. Po dosaZeni ODeoo 0,6-
0,8 byl z Erlenmayerovy batiky odebran 1 ml bakterialni kultury, ktery ptedstavoval vzorek
kultury pted indukei.

Poté se exprese dané isoformy IAA amidohydrolasy indukovala ptfidavkem 25 pl
1 mol-I IPTG, kromé& kontroly, kterd IPTG neobsahovala a kultivace pokracovala pfi
teplotach 18 °C pies noc, 30 °C 4 hodiny nebo 37 °C 2 hodiny. Po skonceni dané¢ doby
kultivace byl odebran 1 ml kultury, ktery byl natedén na ODeoo stejné, jako pted indukci,
atakto pfipraveny vzorek piedstavoval vzorek po indukci. Odebrané vzorky byly
centrifugovany 5 min pfi 2 800 g, pelet byl resuspendovan ve 20 ul 8 mol-1"* mocoviny
a pouzit pro SDS-PAGE. 20 ml zbylé kultury bylo centrifugovano 10 minut pti 10 °C a 4

000 rpm, a pelet byl rozsuspendovan v 1 ml ptislusného lyza¢niho pufru.

3.2.13. Rozbijeni bunék

Bakterialni buniky byly lyzovany pomoci ultrasonikatoru-za pouziti nastaveni 50% intenzita,
6 s puls zapnut, 9 s puls vypnut (3 x 5 min na ledu s promichanim mezi jednotlivymi lyzemi),
popiipad¢ bylo provedeno laborantem rozbiti bunék pomoci zatizeni French press, Lyzovana
kultura byla centrifugovéana 10 min pfi 4 °C (12 000 g), odebranim supernatantu byla ziskana
solubilni frakce, pelet na dné€ mikrozkumavky tvofil nesolubilni frakci. Pelet byl

rozsuspendovan ve 20 pl 8 mol-1"t mocoviny.
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3.2.14. SDS-PAGE

K ovéteni exprese byla pouzita horizontdlni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
S dodecylsiranem. Dle Tab. 11 byl pfipraven 12% rozdélovaci gel, ktery byl napipetovan
mezi skla umisténa v drzaku. Gel byl pfevrstven sterilni vodou a ponechan 40 min tuhnout.
Po ztuhnuti gelu byla vrstva vody odstranéna pomoci filtraéniho papiru. Dle Tab. 11 byl
pfipraven 5% zaostifovaci gel, ktery byl napipetovan nad rozdélovaci gel. Do zaostfovaciho
gelu byl ponofen hiebinek pro tvorbu jamek. Po 40 min tuhnuti byla skla s pfipravenymi
gely prenesena do elektroforetické komitirky, do které bylo ptidano 500 ml 1x ziedéného
déliciho pufru.

Tab. 11 Objemy latek k piipravé gelu pro SDS-PAGE

1,5 mol-IT 0,5 mol-1?

30% ) ) 10% 10%
Gel Voda ~ Tris-HCI,  Tris-HCI, TEMED
%) (L) akrylamid s H 6.8 SDS APS @
0 m p y p ' "l‘
(mL) (nl) (nl)
(mL) (mL)
12 3,20 4,00 2,60 0,00 100,00 100,00 10,00
5 5,86 1,34 0,00 2,60 100,00 100,00 10,00

Ke vzorkiim bylo napipetovano 2 ul Bolt ™ Sample Reducing Agent (10x), 5 ul Bolt
™ LDS Sample Buffer (4x). Po promichéni byly vzorky inkubovany 10 minut v termobloku
vyhtatém na 90 °C, zcentrifugovany a naneseny na gel. Jako marker bylo pouzito 5 ul Novex
Sharp Pre-Stained protein Standard Protokol nebo 100 bp Plus DNA Ladder. Elektroforéza
probihala pti konstantnim napéti 150 V 60 min.

Po ukonceni SDS-PAGE byl zdroj napéti odpojen, gel byl kratce oplachnut
destilovanou vodou a barven za soucasného ttepani pomoci Coomassie Brilliant Blue R250
minimalné 20 min. Po obarveni gelu bylo barvivo nahrazeno odbarvovacim roztokem (40 %
MeOH, 10 % kyselina octové; 50 % ddH20). Po 30 min byl odbarvovaci roztok odstranén
agel byl vloZzen do zobrazovaciho systému a byl pofizen snimek gelu pomoci

dokumentaéniho systému GelDoc™ EZ Imager a programu ImageLab 5.1.
3.2.15. Purifikace pomoci chromatografické kolony

Solubilni frakce, po ovéfeni exprese cilového proteinu, byla purifikovdna pomoci

imobilizované afinitni chromatografie.
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Vektor pET28b (+) obsahuje 6x histidinovou kotvu, ktera interaguje S dvojmocnymi
ionty (Co**; Ni®*; Zn?*). Proto byla pro purifikaci proteinu pouzita Ni-NTA kolona
obsahujici imobilizovanou kyselinu nitriloctovou, chelatovanou Ni?* ionty, na agarosové
matrici. Kolona byla nejprve ekvilibrovana pomoci lyza¢niho pufru (50 mmol-1-1 Tris HCI,
300 mmol-1-1 NaCl; 0,1 % Tween; 1 % glycerol, pH 8,0), a to tak, aby byl promyt objem
kolony minimalné 10x priatokem 1 ml/min pii 4°C. Nasledné byl supernatant, ktery byl
ziskan lyzi exprimovanych bunck a naslednou centrifugaci, nandSen dvakrat na kolonu
pratokem 0,3 ml/min pii 4°C. Nenavazané proteiny byly dale vymyty promyvacim roztokem
(300 mmol-1" NaCl; 20 mmol-1* imidazol, pH 8,0) pii priitoku 0,75 ml/min p¥i 4°C. Po
ustaleni hodnot konduktivity a UV nasledovala eluce proteinu z kolony za pouziti elu¢nich
roztokll se stoupajici koncentraci imidazolu (1: 50 mmol-1?%; 300 mmol-1t NaCl; 120
mmol-1" imidazol, pH 8,0; 2: 50 mmol-1"t; 300 mmol-1"* NaCl; 250 mmol-1? imidazol, pH
8,0; 3: 50 mmol-1*; 300 mmol -1 NaCl, 600 mmol-1* imidazol, pH 8,0). Frakce byly jimany
do jednotlivych zkumavek. Regenerace kolony byla provedena promytim 0,5 M NaOH a
destilovanou vodou a nasledné byla kolona uskladnéna v 20% etanolu.

Vektor pGEX-5x-1 obsahuje glutathion-S-transferasovou kotvu, ktera ma vysokou
afinitu ke glutathionu. Proto byl protein purifikovan pomoci kolony, kterd jako matrici
obsahovala glutathion imobilizovany na agarose. Kolona byla naplnéna 2 ml glutathion
agarosy, pufr, ve kterém byla glutathion agarosa uchovéavana byl odstranén vykapanim.
Kolona byla ekvilibrovdna 10 objemy kolony ekvilibra¢niho pufru (50 mmol-1? Tris, 150
mmol-1" NaCl; pH 8,0) a promichéna, dokud nebyla matrice fadné& rozsuspendovéna. Po
usazeni matrice, byl na kolonu aplikovan proteinovy lyzat jehoz frakce, ktera protekla
kolonou byla jimana do falkony. Po proteceni lyzatu byla kolona promyta 10 objemy
promyvaciho pufru (50 mmol-1* Tris, 150 mmol-1 NaCl; pH 8,0) a jednotlivé frakce byly
jimany do falkony. Eluce GST-znac¢eného proteinu probihala 2 objemy elu¢niho pufru (50
mmol-1? Tris; 150 mmol-1* NaCl; 10 mmol-1"? redukovany glutathion; pH 8,0, inhibitor
proteas). Regenerace kolony byla provedena pomoci 5 objemt regenera¢niho pufru 1 (0,1
mol-1? Tris; 0,5 mol-1? NaCl, 0,1% SDS; pH 8,5), 5 objemii Mili-Q vody, 5 objemi
regeneraéniho pufru 2 (0,1 mol-1"? octan sodny; 0,5 mol-1"t NaCl; 0,1% SDS; pH 4,5) a 5
objemit Mili-Q vody. Zavérem byla kolona promyta 5 ml 0,05% azidu sodného ve vodé.

V tomto roztoku byla kolona nasledn¢ uskladnéna pfi teploté 4 °C.
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3.2.16. Zakoncentrovani proteinu

Po purifikaci na koloné bylo nutné protein zakoncentrovat a zbavit imidazolu, respektive
glutathionu, ktery by dale inhiboval nasledné méfeni aktivity enzymu. Zakoncentrovani
jednotlivych frakci bylo provedeno pomoci Amicon Ultra-4 centrifugacni cely, ktera
zachycovala proteiny nad 30 kDa. Po promyti cely destilovanou vodou, byly aplikovany
jednotlivé frakce. Zkumavka s filtrovaci celou byla centrifugovana pii 10 °C (7 500 g) po

zakoncentrovani frakce na 500 pl.

3.2.17. Fylogeneticka analyza

Pro tvorbu fylogenetického stromu byly pouzity proteinové sekvence auxin aminohydrolas
A. thaliana, O. sativa a H. vulgare ziskané z databaze EmsemblePlants. Sekvence proteint
ve FASTA formatu byly porovnany néstrojem ClustalW. Fylogeneticky strom byl vytvofen
v programu MEGA-X pomoci metody nejblizs§iho souseda (Neighbor-Joining).
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4. VYSLEDKY
4.1. Fylogeneticka analyza

Celkem bylo v databazi EnsemblPlants nalezeno 7 sekvenci auxin aminokyselinovych
hydrolas u Arabidopsis thaliana (At), 9 sekvenci Oryza Sativa a 8 sekvenci Hordeum
vulgare (HORVU) (Tab. 12). Fylogeneticky strom byl ziskan porovnanim proteinovych
sekvenci téchto druhli za vyuziti metody nejbliz§iho souseda (Neighbor-Joining). Analyza
ukdzala, ze sekvence proteint se rozdélily do dvou skupin, z nichz prvni je tvofend vSemi
7 sekvencemi Arabidopsis thaliana At _ILL4, At ILL5, At ILL1, At ILL2, At ILR1,
At ILL6, At ILL3, 1 sekvenci Oryza sativa Os_ILL9 a 5 sekvencemi Hordeum vulgare
HORVU_48560, HORVU 12850, HORVU_55060, HORVU_27710, HORVU_118040.
Druha skupina je tvofena 8 sekvencemi Oryza sativa Os_ILL2, Os ILL7, Os_ILL1,
Os_ILL6, Os_ ILL5 Os_ILL3 Os_ILL4, Os ILL8 a 3 sekvencemi Hordeum vulgare
HORVU_89950, HORVU_66450, HORVU_90000 (Obr. 10).

Tab. 12 Piehled sekvenci auxin aminokyselinovych hydrolas a jejich zkratek Arabidopsis

thaliana, Hordeum vulgare a Oryza sativa pouzitych p¥i tvorbé fylogenetického stromu.

Druh rostliny

Arabidopsis thaliana  Hordeum vulgare Oryza sativa
At ILL1 HORVU_48560 Os_ILL1
At_ILL2 HORVU 12850 Os_ILL2
At_ILL3 HORVU_55060 Os_ILL3
S At ILL4 HORVU_27710 Os_ILL4
E At_ILL5 HORVU_118040 Os_ILL5
N At_ILL6 HORVU_89950 Os_ILL6
At_ILR1 HORVU_66450 Os_ILL7
HORVU_90000 Os_ILL8
Os_ILL9
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Obr. 10 Fylogeneticky strom auxin aminokyselinovych hydrolas z Arabidopsis thaliana (At) a
Hordeum vulgare (HORVU) a Oryza sativa (Os) vytvoieny pomoci programu MEGA-X
metodou Neighbor-Joining.

4.2. Klonovani

Na zaklad¢ provedené transkriptomické analyzy nodalnich kofenl je¢mene v raném stadiu
vyvoje na oddé€leni molekularni biologie byla zjiSt€éna pozménéna exprese auxin
aminokyselinovych hydrolas a to konkrétné isoforem HORVU 55060, HORVU 27710,

HORVU_89950. Proto jsme se v této diplomové praci zaméfili na tyto tii isoformy.
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4.2.1. PCR amplifikace

K namnozeni transkripti vybranych IAA amidohydrolas byla pouzita PCR, jako templat
slouzila cDNA izolovana z 10-dennich nodélnich kotfenti je¢mene poskytnuta vedouci prace.
Amplifikace byla vzdy ovétena pomoci elektroforézy v 1% agarosovém gelu.

Isoformy HORVU 55060 a HORVU 27710 se pfi prvotné zvolené teploté nasedani
primert 60 °C podafilo amplifikovat na poprvé. Na 1% agarosovém gelu byl detekovan
produkt o ocekavané velikosti, v piipadé isoformy HORVU 55060 1272 bp a u isoformy
HORVU 27710 972 bp (Obr. 11, 12). U isoformy HORVU 89950 byl oc¢ekavan produkt
0 velikosti 1293 bp, avsak produkt nebyl pii 60 °C detekovan (Obr. 13). Proto byla exprese
optimalizovana pomoci PCR gradientu (55-63 °C). Ani pfi riznych teplotach se isoformu
HORVU 89950 nepodafilo amplifikovat. Dle databaze EnsemblPlants je tato isoforma
zastoupena jak v kofenech, tak i v listech. Dal§im krokem bylo tedy pouziti cDNA z listl
a starsich kofend jecmene. Amplifikace z téchto rostlinnych ¢asti vSak ani tentokrat nebyla

uspésnd a ani pufr obohaceny o velké mnozstvi GC parii amplifikaci nepomohl.

972bp

M 1 2

Obr. 11 Elektroforetogram pozitivni amplifikace konstruktu HORVU_27710 o velikosti 972
bp M: marker GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder; 1: HORVU_27710 pro vloZeni do pET28b
(+); 2: HORVU_27710 pro vloZeni do pGEX-5x-1.
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Obr. 12 Elektroforetogram pozitivni amplifikace konstruktu HORVU_55060 o velikosti 1272
bp a negativni amplifikace konstruktu HORVU_89950 o o¢ekavané velikosti 1293 bp pomoci
PCR; M: marker GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder; 1: HORVU_55060 pro vloZeni do
pET28b (+); 2: HORVU_55060 pro vloZeni do pGEX-5x-1; 3: HORVU_89950 pro vloZeni do
pPET28b (+); 4: HORVU_89950 pro vloZeni do pGEX-5x-1.

Teplota (°C)

55 56 58 594 60,6 61,8 63

ol | (ImECC

Obr. 13 Elektroforetogram negativni amplifikace konstruktu HORVU_89950 o ocekavané
velikosti 1293 bp pomoci gradientové PCR; M: marker GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder;
1-7: HORVU_89950 pro vloZeni do pGEX-5x-1
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4.2.2. Restrikce, ligace a transformace do bunék E.coli TOP 10

Expresni vektory pET28b (+) a pGEX-5X-1 a ziskané namnozené transkripty
HORVU_55060 a HORVU 27710 byly nasledné stépeny pomoci zvolenych restrik¢énich
enzymu dle Tab. 13, jejichz restrik¢éni mista se nachazeji v klonovaci kazeté obou vektorti a byla
také navrhnuta v primerech pro amplifikaci IAA amidohydrolasy, tak aby neStépily uvnitf
sekvence. Nastépené konstrukty byly ptecistény pomoci kitu NucleoSpin Gel and PCR
Clean-Up kitu (Macherey Nagel, Némecko) a byla provedena ligace obou isoforem pomoci
T4 DNA ligasy do dvou expresnich vektordt pET28b (+) a pGEX-5x-1 s naslednou
transformaci tepelnym Sokem do kompetentnich bun¢k E. coli TOP 10. Riist kolonii probihal
na zakladé selekce antibiotikem. Butiky E. coli, které obsahovaly vektor pET28b (+) byly
rezistentni ke kanamycinu a buiiky, které¢ obsahovaly vektor pGEX-5x-1 byly rezistentni
k ampicilinu.

Tab. 13 Restrik¢ni endonukleasy (RE) §tépici pi‘edni konec fetézce (Fw) a Stépici zadni konec
retézce (Rv) pro jednotlivé transkrip¢ni varianty.

Konstrukt RE Fw RE Rv
HORVU5Hr1G055060_6_pGEX-5X-1 BamHI Xhol
HORVU5SHr1G055060_6_pET28b (+) BamHI hol
HORVU5SHr1G027710_1_pGEX-5X-1 BamHI Xhol
HORVUSHr1G027710_1_pET28b (+) BamHI hol
HORVU2Hr1G089950_3_pGEX-5X-1 Sall Notl
HORVU2Hr1G089950_3_pET28b (+) Sall Notl

4.2.3. PCR na kolonii

Na zédkladé PCR provedené na kolonii byly selektovany pozitivni kolonie, u kterych doslo
k vloZzeni sekvence IAA amidohydrolasy do zvoleného vektoru. Z Petriho misky byly
kolonie vybirany pro testovani nahodng. V pfipadé HORVU 55060 klonovaného do
PET28b (+) bylo testovano 5 kolonii, z nichz 2 byly pozitivni (Obr. 14), u pGEX-5X-1 bylo
testovano 5 kolonii, z nichz byly 3 pozitivni (Obr. 14). U konstruktu HORVU 27710
klonované¢ho do pET28b (+) bylo testovano 5 kolonii, z nichz 3 byly pozitivni (Obr. 15)
a u pGEX-5X-1 bylo testovano 6 kolonii, z nichz 1 byla pozitivni (Obr. 16). Pozitivita
kolonii byla ovéfena pomoci elektroforézy v agarosovém gelu, a to tak, ze byl detekovan

produkt o o¢ekavané velikosti.
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Obr. 14 Elektroforetogram PCR na kolonii pro ovéfeni uspésSnosti transformace plazmidii
pET28b (+) a pGEX-5x-1 obsahujici konstrukt HORVU_55060 do bunék E.coli TOP10; M:
marker GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder; 1-5: HORVU_055060:pET28b (+); 6-10:
HORVU_55060:pGEX-5x-1. Cervené krouzky zna&i pozitivni kolonie.

M 1 2 3 4 5 6

Obr. 15 Elektroforetogram PCR na kolonii pro ovéreni tispé$nosti transformace plazmidu
pPET28b (+) obsahujici konstrukt HORVU_27710 do bunék E.coli TOP10; M: marker

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder; 1-5: HORVU_27710:pET28b (+). Cervené krouzKky znaéi
pozitivni kolonie.
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Obr. 16 Elektroforetogram PCR na kolonii pro ovéfeni tispé$nosti transformace plazmidu
pGEX-5x-1 obsahujici konstrukt HORVU_27710 do bunék E.coli TOP10; M: marker

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder; 1-5: HORVU_27710:pGEX-5x-1. Cervené krouZky zna&i
pozitivni kolonie.
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4.2.4. 1zolace plazmidi, sekvenace a transformace do expresnich bunék
Pozitivni kolonie byly vypichnuty do LB media s danym antibiotikem a kultivovany ptes
noc. Nasledné byl plazmid izolovan pomoci kitu QIA prep Spin Miniprep kitu (Qiagen,
Némecko) a u izolovanych plazmidil byla zméfena koncentrace pomoci nanodropu.

Spravné vlozeni konstruktu do plazmidu bylo ovéfeno pomoci sekvenovani.
U konstruktu  HORVU_55060:pET28b (+) se jednalo o wvzorky 3 a 4
a u HORVU_55060:pGEX-5x-1 0 vzorky 6 a 7. U konstruktu HORVU_27710: pET28b (+)
se jednalo o vzorek 6, a u HORVU_27710:pGEX-5x-1 0 vzorky 1, 2 a 4 (dle Obr. X vyse).
U tdchto vzorkli byla provedena sekvenace firmou SEQme s.r.o (CR). Sekvenace
nukleotidové sekvence auxin amido hydrolasy probéhla za pomoci primert, specifickych
pro dany vektor pET28b (+) nebo pGEX-5x-1.

Kontrola spravného vlozeni auxin amidohydrolasy do vektoru byla provedena pomoci
programu BioEdit, pomoci néhoz byly porovnany sekvence z databaze EnsemblPlants
a vysledky sekvenovani. Po ovéfeni spravného vlozeni konstruktu do vektoru byly

konstrukty transformovany do expresnich bunék E. coli BL21 STAR.

4.3. Exprese IAA aminohydrolas

4.3.1. Exprese isoformy HORVU_ 27710

Nejprve byly pfipraveny pre-kultury expresnich bunék BL21 STAR nesouci
HORVU 27710:pET28b (+) nebo HORVU 27710:pGEX-5X-1 a antibiotikum dle typu
plazmidu. V ptipadé pET28b (+) se jednalo o kanamycin a v ptipadé¢ pGEX-5x-1 se jednalo
o ampicilin.

Exprese byla nejprve zkousena v mensich objemech, proto byla ptipravena pre-kultura
HORVU_27710:pET28b (+) a HORVU_27710:pGEX-5X-1 o¢kovana do 50 ml LB media.
Po dosazeni optimélni optické hustoty vzorki (ODeoo 0,6-0,8) pro indukci byl odebran
z kazdého vzorku 1 ml, ¢imz byl ziskan vzorek pied indukci (Obr. 17). S vyjimkou kontroly
byla déale ptfidavkem IPTG indukovéna exprese IAA amidohydrolasy pii teplot¢ 37 °C
2 hodiny. Po uplynuti této doby kultivace byly odebrany 1 ml alikvoty o stejné optické
hustoté, které predstavovaly vzorek po indukci (Obr. 17). Pelet vznikly centrifugaci 1 ml
alikvott byl po resuspendovani v 8 mmol-1"t mo¢oviny pouzit pro kontrolu exprese pomoci
SDS-PAGE. Zbytek kultury byl resuspendovén v lyza¢nim pufru (50 mmol-1" Tris HCI; 300
mmol-1" NaCl; 0,1 % Tween; 1 % glycerol; pH 8) a buiiky E. coli byly lyzovany sonikaci.

Naslednou centrifugaci byla ziskana solubilni (supernatant) i nesolubilni (pelet) frakce.
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Obr. 17 Elektroforetogram exprese isoformy HORVU_27710 pii teploté 37 °C; M:
marker PageRuler Unstained Protein Ladder; 1: HORVU_27710:pET28b (+) pied
indukei; 2: HORVU_27710:pET28b (+): po indukci; 3: BL21 STAR Kkontrola pred
indukcei, 4:BL21 STAR kontrola po indukci. 5: HORVU_27710:pGEX-5x-1 pied
indukei; 6: HORVU 27710:pGEX-5x-1 po indukci

Ovétfenim exprese pomoci SDS-PAGE bylo zjisténo, ze se protein nachazel ve vSech
ptipadech v nesolubilni frakci, tedy protein se ukladal do inkluznich télisek.

Déle byla sekvence HORVU 27710 pomoci programu SignalP otestovana na
ptitomnost signalniho peptidu, ktery by mohl zpiisobovat uklddani proteinu do inkluznich
télisek. Isoforma vsak dle vysledku testovani signalni sekvence neobsahuje (Obr. 28).

Exprese proto byla dale zkousSena stejnym zptisobem pfi riznych teplotach a délkach

kultivace. Byly zalozeny pre-kultury bunék E. coli sobéma konstrukty

20710_T_protein

Predebatey Protsin type Signal Peptide (Sec/SP)) Other

Likelihood 0.0003 05885

Dawnload: PNG [ ZPS [ Tzbular

SignalP-5.0 prediction (Eukarya): 27710_T1_protein

SP(Sec/SPI) —
cs

OTHER

bility

£04-
s

Prob.

MPALPLQELVDSEYKSQESGKMHACGHDAHTSMHLLGAAKLLHSWKRYIKGTVKLYFQPAEEGYAGAYHYL
4OXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXAXXXXXXXXXXXXXXAXXXX XXX XXAXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

T T T ! T ’ !
0 20 40 (1]
Protein sequence

Obr. 18 Predikce signalni sekvence pomoci programu SignalP
:/lwww.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ u isoformy HORVU_27710.
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HORVU_27710:pET28b (+) a HORVU_27710:pGEX-5x-1. Byl odebran alikvot pied
indukci. Po dosazeni optimalniho ODsgo (0,6-0,8) byla indukovana exprese piidavkem
IPTG. Bunky byly kultivovany pii 18 °C pies noc, 30 °C 4 hodiny a 37 °C 2 hodiny.
Z jednotlivych krokl kultivace pti riznych teplotach a dobach trvani byly vzdy odebrany
1 ml alikvoty o stejné optické hustoté jako pfed indukci ptedstavujici vzorek po indukei.
Nasledné byly vzorky centrifugovany, resuspendovany v lyza¢nim pufru (50 mmol-1*
NaH2POs; 300 mmol-1"* NaCl; 0,1%; Tween; 1% glycerol; 1% Triton X-100; pH 8)
a rozbijeny pomoci sonikatoru. Exprese byla ovéfena pomoci SDS-PAGE, ktera ukazala, Ze
ani rizné teploty a doby kultivace neovlivnily uvolnéni proteinu z inkluznich télisek (Obr.
19, 20).

Po dalsim studovani problematiky uklddani proteinu do inkluznich télisek byla
zvolena metoda dle Blackwell a Horgan, z roku 1991, ktera zahrnuje aplikaci osmotického
stresu pfidavkem betainu a sorbitolu. Byly pfipraveny 3 varianty s riznymi koncentracemi
téchto latek, které byly napipetovany dle Tab. 14 a doplnény do 20 ml LB mediem, do nichz
bylo zaockovano 2 ml kultur obsahujicich isoformu HORVU 27710:pET28b (+) nebo
HORVU_27710:pGEX-5x-1. Kultivace probihala pfes noc pii 25 °C, aby se buiky
adaptovaly na sorbitol a betain. Po narastu buné¢k do ODeoo 0,5-0,6 byly pfipraveny
3 varianty Erlenmayerovych ban¢k dle Tab. 15.

M 1 2 3 ) 5 6 ! 8

Obr. 19 Elektroforetogram exprese isoformy HORVU 27710:pET28b (+) pfFi
37 °C (1-6) a 30 °C (7-8): M: marker PageRuler Unstained Protein Ladder; 1: neindukovana
kontrola; 2: vzorek pred indukei; 3: vzorek po indukci; 4: solubilni kontrolni frakce po
sonikaci; 5: solubilni frakce po sonikaci; 6: nesolubilni frakce po sonikaci; 7: vzorek pred
indukci; 8: vzorek po indukei.
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Obr. 20 Elektroforetogram exprese isoformy HORVU_27710:pET28b (+) pfFi
30°C (1-3) a 18 °C (4-8): M: marker PageRuler Unstained Protein Ladder; 1: kontrolni
solubilni frakce po sonikaci; 2: solubilni frakce po sonikaci; 3: nesolubilni frakce po sonikaci;
4: Vzorek pre indukei; 5: vzorek po indukcei; 6: solubilni kontrola po sonikaci; 7: solubilni
frakce po sonikaci; 8: vzorek po indukci.

Tab. 14: Smés kultivaci bunék pro expresi metodou osmotického stresu.

1. varianta 2. varianta 3. varianta

koncentrace Betain 50,00 pl 50,00 pl 50,00 pl
koncentrace Sorbitol 8,00 ml 4,00 ml 0,00 ml
koncentrace Kanamycin 20,00 ul 20,00 pl 20,00 ul

Tab. 15: Varianty kultiva¢nich smési pro expresi metodou osmotického stresu.

1. varianta 2. varianta 3. varianta

LB medium 30,00 ml 40,00 ml 50,00 ml
Sorbitol 20,00 ml 10,00 ml 0,00 ml
Adaptovana kultura 6,00 mi 450 ml 2,50 mi

Nasledovala kultivace bunek pii 25 °C do nartstu ODesoo 0,5-0,6. Poté byla IAA
amidohydrolasa indukovana 0,1 mmol-1" nebo 0,5 mmol-1* IPTG. Kultivace probihala pies
noc pii 18 °C. Po narastu ODeoo 0,5-0,6 byl z ban€k odebran alikvot. Zbyly obsah ban¢k byl
centrifugovan. Po centrifugaci byl supernatant odstranén a pelet byl rozpustén v lyzacnim
pufru (50 mmol-1" Tris; 300 mmol-1" NaCl; 4% glycerol; 0,3% Triton X-100; pH 8). Po
rozpusténi
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Obr. 21 Elektroforetogram exprese proteinu HORVU_27710:pET28b (+) metodou
osmotického stresu pri varianté bez sorbitolu M: marker PageRuler Unstained Protein
Ladder; 1: protein pied indukei; 2: kontrola bez indukce; 3: protein po indukei 0,1 mmol-1?
IPTG; 4: protein po indukei 0,5 mmol-1 IPTG; 5: kontrola solubilni; 6: kontrola nesolubilni;
7: protein indukovany 0,1 mmol‘1* IPTG solubilni; 8: protein indukovany 0,1 mmol-1* IPTG
nesolubilni.
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Obr. 22 Elektroforetogram exprese proteinu HORVU 27710: pET28b (+) metodou

osmotického stresu pii varianté bez sorbitolu (1-2) a s 500 mmol-1'*sorbitolem (3-8) M: marker
PageRuler Unstained Protein Ladder; 1: protein indukovany 0,5 mmol-1* IPTG solubilni; 2:
protein indukovany 0,5 mmol-1 IPTG nesolubilni 3: protein pFed indukci; 4: kontrola bez
indukce; 5: protein po indukci 0,1 mmol-1* IPTG; 6: protein po indukcei 0,5 mmol- 11 IPTG; 7:
kontrola solubilni; 8: kontrola nesolubilni.
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byly buiiky rozbijeny pomoci sonikatoru. Vznikly lyzat byl centrifugovan a vznikla tak
solubilni a nesolubilni frakce. Proteiny byly separovany pomoci SDS-PAGE a byla tak
ovéiena exprese. Protein byl exprimovan v nesolubilni frakei, coz znamenalo, Ze ani metoda
osmotického Soku nebyla Gispésnd pro expresi proteinu do solubilni frakce (Obr. 21, 22, 23,
24).
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Obr. 23 Elektroforetogram exprese proteinu HORVU 27710:pET28b (+) metodou
osmotického stresu p¥i varianté s 500 mmol-1? sorbitolem (1-4) a p¥i varianté s 1000 mmol-1*
sorbitolem (5-8). M: PageRuler Unstained Protein Ladder; 1: protein po indukci 0,1 mmol-1*
IPTG solubilni; 2: protein po indukci 0,1 mmol-1 IPTG nesolubilni; 3: protein po indukci 0,5
mmol 1" IPTG solubilni; 4: protein po indukci 0,5 mmol-1* IPTG nesolubilni; 5: protein pied
indukci; 6: kontrola bez indukce; 7: protein po indukei 0,1 mmol-1* IPTG
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Obr. 24 Elektroforetogram exprese proteinu HORVU_27710:pET28b (+) metodou
osmotického stresu a pri varianté s 1000 mmol-1? sorbitolem (1-8). M: PageRuler Unstained
Protein Ladder; 1: protein po indukci 0,5 mmol-1? IPTG; 2: kontrola solubilni; 3: kontrola
nesolubilni; 4: protein po indukci 0,1 mmol-1* IPTG solubilni; 5: protein po indukei 0,1 mmol-I
LIPTG nesolubilni; 6: protein po indukci 0,5 mmol 1 IPTG solubilni; 7: protein po indukci 0,5
mmol- 1 IPTG nesolubilni.
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Ptestoze se protein ukladal do inkluznich télisek, byla Sance, Ze ¢ast proteinu mtize byt
pfitomna v solubilni frakci. Toto mnoZzstvi ale pii kultivaci v 50 ml LB media nemuselo byt
detekovatelné. Proto byla exprese zopakovana v 11 LB media, kdy pfi ODsoo 0,7 byla
exprese IAA amidohydrolasy indukovana 0,5 mmol-1™ IPTG a exprese probihala pii 37 °C
2 h. Pelet byl resuspendovan ve 30 ml ekvilibraéniho /promyvaciho pufru (50 mmol-1? Tris;
150 mmol 1™ NaCl; pH 8, PMSF). Buiiky byly rozbijeny pomoci zaiizeni French press.

Vznikly lyzat byl v ptipadé konstruktu klonovaného v plazmidu pGEX purifikovan
pomoci chromatografické kolony s matrici obsahujici glutathion imobilizovany na agarose
(Obr. 25). Protein byl z kolony eluovan pomoci eluéniho pufru (50 mmol-1? Tris; 150
mmol-1? NaCl; 10 mmol-1? redukovany glutathion; pH 8). Po purifikaci byl protein
zakoncentrovan pomoci zafizeni Amicon.

V piipad¢ konstruktu klonovaného v pET28b (+) byl vznikly lyzat purifikovan pomoci
chromatografické kolony s matrici obsahujici Ni NTA agarosu (Obr. 26). Protein byl
z kolony eluovan pomoci elucnich pufri obsahujici zvySujici se koncentraci imidazolu (50
mmol-1? Tris, 150 mmol-1t NaCl, pH 8; gradient imidazolu: 60 mmol-1*, 120 mmol-1?, 250
mmol-1? imidazol). Po purifikaci na kolon& byly proteiny zakoncentrovany pomoci cely
Amicon.

Exprese proteinu byla ovéfena pomoci SDS-PAGE. Protein fuzovany s GST o
ocekavané velikosti 37 kDa byl detekovan v solubilni frakci. Avsak 1 dalsi dva prouZzky o
stejné intenzit¢ byly pfitomny na gelu. VSechny tfi byly sekvenovany oddélenim
Proteomiky aby bylo ovéfeno, Ze se znacka nestépi od konstruktu.

Znacka se od proteinu nestépila, jelikoz vysledky sekvenace potvrdily, Ze v prouzku
A (Obr. 27) byly detekovany Glutathion S-transferasa class-mu 26 kDa isozym
OS=Schistotoma japonicum a IAA amidohydrolasa ILR1-like 9 OS=Oryza sativa subsp.
Japonica, v prouzku B Beta-laktamasa TEM OS=Escherichia coli a v prouzku C Glutathion
S-transferasou class-mu 26 kDa.

V piipadé proteinu fazovaného s histidinovou znackou byly detekovany proteiny
v solubilni frakci. Na Obr. 27 lze vidét, Ze v druhé frakci eluované 120 mmol-17 imidazolem,
je pritomen prouzek o velikosti 36 kDa, ktery odpovida proteinu s histidinovou znackou,

nicméné¢ Ize vidét, Ze se spolu s proteinem eluuji 1 dalsi balastni proteiny.
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Obr. 25 Chromatogram eluce HORVU_27710:pGEX-5x-1. Cervena Sipka znaé&i eluovany
protein.
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Obr. 26 Chromatogram eluce HORVU_27710:pET28b (+)
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Obr. 27 SDS PAGE HORVU_27710:pET28b (+); M1: marker PageRuler Unstained Protein
Ladder: frakce eluovania 60 mmol-l-1 imidazolem; 2: frakce eluovana 120 mmol-l-1
imidazolem; 3: frakce eluovana 250 mmol-1-1 imidazolem; 4: HORVU_27710:pGEX-5x-1
A: Glutathion S-transferasa class-mu, isozym OS=Schistotoma japonicum a IAA
amidohydrolasa ILR1-like 9 OS=0Oryza sativa subsp. Japonica; B Beta-laktamasa TEM
OS=Escherichia coli; C: Glutathion S-transferasou class-mu; D: prouZek odpovidajici
HORVU_27710:pET28b; M2: Novex Sharp Pre-Stained Protein Standard Protocol

4.3.2. Exprese isoformy HORVU_55060

Rovnéz u konstruktu HORVU 55060 byla provadéna exprese nejprve v malych objemech.
Zalozena pre-kultura HORVU_55060:pET28b (+) a HORVU_55060:pGEX-5x-1 byla
oc¢kovéana do 50 ml LB media. Po dosazeni OD600 06-0,8 byl odebran alikvot vzorku pted
indukei (Obr. 28). Poté byla exprese IAA amidohydrolasy indukovéna IPTG a exprese
probihala pfti teplotach 18 °C pies noc nebo 37 °C 2 hodiny. Po ukon¢eni doby kultivace byl
odebran alikvot o stejné optické hustoté, ktery predstavoval vzorek po indukei (Obr. 30).
Pelet vznikly centrifugaci 1ml alikvoti byl po rozsuspendovani v 8 mmol-1-1 mocoviny
pouzit pro kontrolu exprese pomoci SDS-PAGE. Zbytek kultury byl resuspendovéan
V lyza¢nim pufru (50 mmol-1-1 Tris HCI; 300 mmol-1-1 NaCl; 0,1 % Tween; 1 % glycerol;
pH 8) a bunky E. coli byly lyzovany sonikaci. Néaslednou centrifugaci byla ziskana solubilni
a nesolubilni frakce. Ovéfenim exprese pomoci SDS-PAGE bylo zjiSténo, Ze se protein

nachazel ve vSech piipadech v nesolubilni frakci, tedy protein se ukladal do inkluznich

télisek (Obr. 29).
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Jelikoz se protein nachazel v inkluznich téliskach, byla pomoci programu SignalP
ovéfena pritomnost signdlniho peptidu. U isoformy HORVU 55060 byla pfitomnost
signalniho peptidu potvrzena (Obr. 30). Proto byly navrzeny nové primery pro klonovani
bez signalniho peptidu do vektort pET28b (+) a pGEX-5x-1. Isoformy byly s t¢émito novymi
primery amplifikovdny pomoci PCR jako v pfedchozim piipad¢ a cela exprese byla
zopakovana obdobnym zptsobem.

SDS-PAGE ukazala, Ze po odstranéni signalniho peptidu u této isoformy nevedlo

k Zadné expresi (Obr. 31).

Obr. 28 Exprese isoformy HORVU_55060 p¥i teploté 37 °C; M: PageRuler Unstained Protein
Ladder: HORVU _55060:pET28b (+) pied indukci; 2: HORVU_55060:pET28b (+): po
indukci; 3: HORVU _55060:pGEX-5x-1 pred indukci; 4: HORVU 55060:pGEX-5x-1 po
indukci; 5: Vzorek vedouci prace; 6: Vzorek vedouci prace 7: BL21 STAR kontrola pred
indukei; 8: BL21 STAR kontrola po indukci.
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Obr. 29 Elektroforetogram exprese isoformy HORVU_55060 p¥i teploté 37 °C; M: PageRuler
Unstained Protein Ladder; 1: HORVU _55060:pET28b (+) pred indukei; 2:
HORVU_55060:pET28b (+): po indukci; 3: HORVU_55060:pET28b (+) solubilni frakce; 4:
HORVU _55060:pET28b (+) nesolubilni frakce; 5: HORVU_55060:pGEX-5x-1 pred indukeci;
6: HORVU_55060 pGEX-5x-1 po indukci; 7: HORVU_55060:pGEX-5x-1 solubilni frakce, 8:
HORVU_55060:pGEX-5x-1 nesolubilni frakce.
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Obr. 30 Predikce signalni sekvence pomoci programu

SignalIP://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ u isoformy HORVU_55060; ¢ervena linka znaéi
pritomnost signalniho peptidu, zelena linka znaci kédujici sekvence; Zluta linka znaci ostatni

sekvence.
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Obr. 33 Elektroforetogram exprese isoformy HORVU_55060 bez signalniho peptidu p¥i teploté
37 °C; M: PageRuler Unstained Protein Ladder; 1: HORVU_55060:pET28b (+) pi‘ed indukei;
2: HORVU _55060:pET28b (+): po indukei; 3: HORVU_55060:pET28b (+) solubilni frakce; 4:
HORVU_55060:pET28b (+) nesolubilni frakce; 5: HORVU_55060:pGEX-5x-1 pred indukci;
6: HORVU_55060 pGEX-5x-1 po indukci; 7: HORVU_55060:pGEX-5x-1 solubilni frakce, 8:

HORVU_55060:pGEX-5x-1 nesolubilni frakce.
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5. DISKUSE

vvvvvv

spravng, je potieba regulace jejich homeostazy. Vyssi koncentrace téchto hormont v aktivni
form¢ muze byt pro rostlinu toxickd, proto auxiny vytvaii neaktivni formy v podobé
konjugatii at’ uz cukernych nebo aminokyselinovych. Auxin se vdze k cukrim skrze
esterovou vazbu nebo k peptidiim skrze amidovou vazbu (Ludwig-Miiller, 2011). Auxinové
amidohydrolasy specificky hydrolyzuji amidovou vazbu aminokyseliny konjugované
auxiny a tim uvoliuji volné aktivni formy a ¢astecné tak pfispivaji k homeostdze auxinl
(LeClere et al., 2002). IAA amidohydrolasy byly identifikovany u fady rostlin, napf.
Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Brassica rapa (Smolko et al., 2018). Geny kodujici tyto
enzymy jsou exprimovany v riznych ¢astech rostliny. Experimenty u Arabidopsis ukazaly,
ze IAA LEUCINE RESISTANT LIKE GENE (ILL1, ILL2), IAA ALANIN RESISTANT3
(IAR3) a IAA LEUCINE RESTITANTI1 (ILR1) jsou exprimovany ve stoncich, listech,
kvétech a SeSulich. V semenech se exprimuji pouze ILL2 a ILR1 a v kofenech dochézi
k expresi IAR3 a ILL1. Rampey et al., 2004 také provadéli experiment s profilovanim IAA
amidohydrolas pomoci exprese p-glukoronidasy (GUS). Exprese ILR1-GUS byla
detekovana v kotyledonech, hypokotylech, radikuldch embryii a v Sesulich, pylu ¢i
mikropyle. ILL3-GUS byl detekovan u list, kotyledonti a hypokotyld. ILL1-GUS se
exprimovala pouze u pylu. IAR3-GUS byla exprimovana u stonki, petald, Sesuli, kotyledonti
¢i kotent.

IAA amidohydrolasy v§ak doposud nebyly zkoumany u Hordeum vulgare. Pomoci
fylogenetické analyzy s vyuZitim 7 znamych sekvenci auxin aminokyselinovych hydrolas
Arabidopsis thaliana a 9 sekvenci IAA amidohydrolas Oryza sativa, bylo nalezeno 8 gent
kodujicich domnélé IAA amidohydrolasy u Hordeum vulgare. V soucasné dob¢ se vyzkum
na Oddéleni molekularni biologie soustied’uje na zlepSovani odolnosti je¢mene vici stresu
suchem, ktera je mimo jiné spjata s odliSnym utvarenim kofenového systému, jeho
kvantitativnimi 1 kvalitativnimi znaky. Kofeny vSak doposud nebyly cilem §lechtitelskych
programu z ditvodu absence vhodné metodiky studia. Na zéklad¢ transkriptomické analyzy
kotene semendcki jeCmene vraném vyvoji byl zjistén nadmérny vyskyt tfi auxin
aminokyselinovych hydrolas - HORVU_27710, HORVU_55060 a HORVU_89950.
Predpokladame tedy, Ze by tyto enzymy mohly zplsobovat lokalni maxima auxint, které
povedou Kk zakladani kofenti nebo jejich intenzivnéj§imu vétveni. Proto byly vybrany tyto
isoformy HORVU 27710, HORVU 55060 a HORVU 89950, byly klonovany do
expresnich vektora a byla optimalizovana jejich exprese v bakteridlnim expresnim systému.

Vzhledem k tomu, Ze exprese vSech vybranych gent byla dle transkriptomické analyzy
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potvrzena v kofenech semenacu Hordeum vulgare, byla pro klonovani pouzita cDNA, ktera
byla izolovana z nodalnich kotend 10-dennich rostlin.

Vybrané isoformy byly klonovany do dvou expresnich vektori, do nejbéznéjsiho
PET28b (+) nesouci histidinou znacku a do pGEX-5x-1, ktery nese odstépitelnou GST
znacku, v pfipad¢, ze by 6 pfidanych histidini k C-konci proteinu mély vliv na aktivitu
enzymu. Klonovani isoforem HORVU 27710 i HORVU 55060 do expresnich vektort
PET28b (+) nebo pGEX-5x-1 bylo pfi pouziti cDNA z nodalnich kofent tispésné. Isoformu
HORVU 89950 vsak ani pii pouziti PCR gradientu nebylo mozné amplifikovat. Isoforma
se v8ak dle databaze EnsemblPlants exprimuje také v listech, proto byla provedena exprese
s touto cDNA izolovanou z listli. Nicmén¢ ani tato amplifikace nebyla tispé€sna, proto byl pii
amplifikaci pouzit pufr s vyssim obsahem GC bazi, ktery pomaha pii amplifikaci regionti
bohatych na G a C baze. Ani tento krok vSak nevedl k amplifikaci isoformy. Je tedy mozZné,
ze isoforma pro uspeéSnou amlifikaci vyZzaduje daleko specifictéjsi podminky a bud nutna
dalsi optimalizace. Po zaklonovani byly vektory nesouci vybrané IAA amidohydrolasy
transformovany do expresnich bun¢k E.coli BL21 STAR.

Bakterie E.coli je schopna rustu pii teplotach 8-48 °C. Optimalni teplota ristu je vSak
37 °C, proto byly pii této teplot¢ bunky obsahujici isoformy HORVU 27710
i HORVU 55060 namnozeny a nasledné pii této teploté probihaly prvotni testy exprese IAA
amidohydrolas. Vysledky vSak znacily vyraznou expresi IAA amidohydrolas v nesolubilni
frakei, tedy ulozeni proteinu do inkluznich télisek. Exprese proteind v bunkach E.coli nese
riziko uklddani do inkluznich télisek u mnoha rekombinantnich proteinti (Palmer
a Wingfield, 2012). Vznik téchto télisek probiha, kdyz burnka neni schopna zpracovat
a spravné poskladat tak velké mnozstvi nové vznikajicich polypeptidovych fetézcil, nebo
kdyz je exprimovany protein pro buiiku toxicky a interferuje s modifikacemi vlastni tRNA
(Qoronfleh, 1990). K tomuto jevu muze také dochazet pii stresu nebo pii vystaveni uréité
teploté. Protein proto vytvari neusporadané agregaty misto spravné biologicky aktivni formy
(Betts a King, 1999). N¢které proteiny mohou byt citlivéjsi k vyS$im teplotam, proto je
u nich vhodnéjsi exprese pfi teplotach nizsich (Schein, 1989). Le Clere et al., 2002 pouzili
pro expresi IAA amidohydrolas z Arabidopsis, které byly transformovany do bun¢k BL21
(DE3) E. coli teplotu 18 °C pies noc, Davies et al., 1999 pouzili teplotu 28 °C a dobu exprese
3 hodiny. Proto byla u je¢mennych isoforem vyzkousena exprese pii 18 °C ptes noc, pii 30
°C 4 hodiny a 37 °C 2 hodiny. Na elektroforetogramech SDS-PAGE vsak je zfejmé, Ze ani
ruzné teploty a doby kultivace neovlivnily uvolnéni proteinu z inkluznich télisek.

Ukladani do inkluznich télisek mize byt dale zplsobeno i pfitomnosti signalniho

peptidu (Zhang et al., 2018), proto byla pomoci programu SignalP ovéfena jeho pfitomnost
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ve vybranych sekvencich IAA amidohydrolas. Pouze u isoformy HORVU 55060, byla
predikovana signdlni sekvence, proto bylo dal§im krokem exprimovat isoformu bez jeji
ptitomnosti. Signalni sekvence se vSak ukézala byt dulezitou pfi expresi proteinu, nebot’ bez
jeji pritomnosti exprese neprobihala nebo naopak byla Spatn¢ predikovana a navrzena.

Po problémech s tvorbou inkluznich télisek byly isoformy zaklonovéany také do
expresnich bunék ORIGAMI, z diivodu vyvraceni hypotézy, ze by ulozeni do inkluznich
télisek bylo zptisobeno typem pouzitych expresnich bunék. U expresnich bunék ORIGAMI
byla provedena exprese pii teplotach 18 °C, 30 °C a 37 °C. Po provedeni SDS-PAGE, byla
hypotéza vyvracena, jelikoz byla opét zaznamenana exprese proteinii v nesolubilni frakci.
Ukladani télisek tedy nebylo spojeno s konkrétnim typem pouzitych expresnich bunék.

Blackwall a Horgan, 1991 vyvinuli metodu, ktera vyuziva osmotického stresu, ktery
je navozen pomoci sorbitolu a glycyl betainu. Tyto latky napomahaji spravnému skladani
proteinu, coz ma za nasledek, Ze se protein neukldda do nesolubilni frakce. Proto byly
testovany varianty s riznym obsahem sorbitolu, a exprese probihala pii 25 °C, jelikoz autofi
uvadi rovnéz, ze vysledné mnozstvi proteinu v solubilni frakci je také ovlivnéno teplotou
exprese. Nizsi teploty 25-30 °C mohou byt pro expresi v danych podminkach vice zadouci,
pfedchozi experimenty s aplikaci nizSich teplot vSak v jejich ptfipadé¢ nemély na zménu
ukladani proteinu vliv. V naSem ptipad¢ vSak ani pouziti osmotického stresu nebylo u¢inné,
jelikoz se protein stale nachazel v nerozpustné frakei.

V praci Sing a Panda z roku 2005 je uvedeno, Ze protein se miize nachazet v inkluznich
téliskach, pticemz ale Cast proteinu se mize ukladat do cytoplasmy a periplasmatického
prostoru buniky. Vzhledem k tomu, Ze v pivodnich experimentech probihala exprese IAA
amidohydrolas v objemu 50 ml, nemusela byt exprese na SDS-PAGE z takového mnozstvi
detekovéana. Proto byly isoformy exprimovany ve vysSich objemech LB media a nasledné
purifikovany na chromatografickych kolonach. V tomto pfipadé se exprese ukézala byt
uspésna, jelikoz po ovéieni SDS-PAGE byla exprese obou isoforem detekovana v solubilni
frakei.

V ptipad¢ exprese isoformy HORVU 27710 fazované s GST znackou, byl
rekombinantni protein detekovan v solubilni frakci. Na gelu po provedené SDS PAGE byly
vSak piitomny i dal$i dva prouzky o stejné intenzité. Vzhledem k jejich intenzité se mohlo
jednat o znacku, ktera by se odstépila od proteinu. Sekvenace téchto prouzkia Oddélenim
proteomiky vSak tuto hypotézu vyvratila. Isoforma HORVU 27710 s histidinovou znackou
byla rovnéZ detekovéna v solubilni frakci. Eluce 120 mmol-1" imidazolem byla pro ziskéni

proteinu z kolony nejvhodnéjsi. SDS-PAGE vsSak odhalila ptitomnost fady balastnich
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proteinti, coz mize byt zpusobeno ne piilis§ vysokou specifitou Ni-NTA matrice
chromatografické kolony a bude nutna optimalizace metody.

Dal$im postupem prace by byla optimalizace kodoni u obou isoforem IAA
amidohydrolas pro E. coli, jelikoz bakterie koduje nékteré aminokyseliny jinymi triplety nez
je¢men. ReSenim by bylo navrzeni syntetického konstruktu komeréni firmou a néasledné
testovani exprese. Dal§im krokem bude také méfeni enzymatické aktivity danych IAA

amidohydrolas pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie.
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6. ZAVER

Teoreticka cast diplomové prace, obsahujici zpracovanou literarni reserSi, pojednava
0 problematice zahrnujici je¢émen (Hordeum vulgare), rostlinné hormony auxiny a auxin
aminokyselinové hydrolasy. Dal§i Cast reSerSe byla vénovdna expresnim systémim
a purifikaci rekombinantnich proteint.

V ramci experimentalni ¢asti bylo pomoci fylogenetické analyzy nalezeno 8 sekvenci
kodujicich domnélé auxin aminokyselinové hydrolasy u Hordeum vulgare. Tii z nich byl
vybrany pro expresi rekombinantniho proteinu. Isoformu HORVU 89950 se ani po
optimalizaci  podminek  nepodafilo  amplifikovat. Isoformy HORVU 27710
a HORVU_55060 byly tspésné amplifikovany a klonovany do vektori pET28b (+) nebo
PGEX-5x-1. Vektory obsahujici isoformy byly nejprve transformovany do bunék E. coli
TOP10 a po ovéfeni spravnosti vlozeni konstruktu do vektoru sekvencovanim byly
transformovany do expresnich bunék E.coli BL21 STAR.

Exprese IAA amidohydrolas byla nejprve u obou isoforem klonovanych v pET28b (+)
nebo pGEX-5x-1 provadéna pii 37 °C, pticemz po provedeni SDS-PAGE bylo zjisténo, ze
se protein uklada do inkluznich télisek, nebot’ se nachézel v nesolubilni frakci. Proto byla
studovana problematika ukladani proteinu do inkluznich télisek a nasledné byla provedena
exprese HORVU_27710: pET28b (+) i HORVU_27710: pGEX-5x-1 s vyuzitim rozdilnych
teplot a dob exprese (18 °C ptes noc, 30 °C 4 hodiny a 37 °C 2 hodiny), nicmén¢ ani tato
uprava expresnich podminek nebyla usp&$na. Dale byla testovana piitomnost signalniho
peptidu, jelikoz jeho pfitomnost mohla zptisobovat ukladani proteinu do inkluznich télisek.
Signalni sekvence byla podle provedené analyzy pfitomna pouze u isoformy
HORVU 55060, klonovani tedy bylo zopakovano bez signdlni sekvence a exprese byla
zopakovana. AvSak odstranéni signalni peptidu nevedlo k Zadné expresi. Dale byla
uisoformy HORVU 27710 testovana metoda osmotického Soku vyuzivajici sorbitol
a glycin betain. Nicmén¢ 1 pii téchto podminkach byl protein uklddan do inkluznich télisek.

Jelikoz byla pravdépodobnost, Ze by se protein z ¢asti mohl nachédzet v cytoplasmé
a periplasmatickém prostoru buiiky, byla provedena exprese isoformy HORVU_27710:
pPET28b (+) i HORVU_27710: pGEX-5x-1 ve vétsim objemu LB media. Hypotéza se
potvrdila, protein byl exprimovan z¢asti v solubilni frakci a néasledné purifikovan pomoci
afinitni chromatografie. Vzhledem k velmi nizkému vytézku proteinu, ktery byl po
purifika¢nim procesu ziskan, v§ak nebyla mozZnost testovat jeho aktivitu.

Dalsimi kroky prace bude optimalizace kodont v sekvenci auxin amidohydrolas
z je¢mene pro E.coli , syntéza konstruktu komer¢ni firmou, optimalizace jeho exprese

a nasledné méteni enzymatické aktivity pomoci HPLC.
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