Univerzita Palackého v Olomouci

Bakalairska prace

Olomouc 2015 Jana Vinohradska



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta
Katedra bunééné biologie a genetiky

Charakterizace fenotypu a organizace
mikrotubul @ u vybranych MAPK mutantt

Bakalaiska prace

Jana Vinohradska

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a bétna biologie
Forma studia: Prezéni

Olomouc 2015 Vedouci prace: Georgios Komigh.D.



ProhlaSuji, Ze jsem tuto bak&&ou praci vypracovala samostatmod vedenim Georgiose
Komise, Ph.D. a s pouZzitim uvedenych literarnictogd

V OIOMOUCI ANE oo s



Souhrn

Signalni  kaskady mitogenem-aktivovanych proteinkindMAPK) pati mezi
vyznamné intracelularni signalni drahy eukaryotnidrganisni. Tyto kaskady
zprostedkovavaji percepci, intracelularni transdukci gplfikaci Sirokého spektra signal
vyvolanych nejizr¢jSimi podréty. U rostlin mohou byt tyto podty jak biotického, tak
abiotického jgvodu a v konéném disledku ovliviuji riast a samotné ipZiti rostlinného
organismu. Signalni kaskady MAPK rasn piendsSi signaly majici vyznamii pvyvoji
rostliny, nicmég jakozto drahy stimto vyznamem jsou v&msné literatte porékud
opomijené. Z tohoto todu je ¥novana pozornost vyzkumu vyvojwyznamnych
signélnich drah zahrnujicich MAPK a identifikacopesi, do kterych jsou jednotlivé MAPK
zapojeny.

Cilem této bakaig&ké prace bylo ukazat zapojeni signalnich drah MAPK
prostednictvim studia fenotypu mutantnich ros#irabidopsis thalianampk6-4a mpk6-4 +
MPKG6AEF, které vykazuji defektni signalizaci priinictvim mitogenem-aktivované
proteinkinazy 6 (MPK®6). Fenotypy byly porovnavangigokym typem Col-0. Vliv mutaci
byl studovan na celkovém fenotypu sakzem na usgadani budk v koreni €chto rostlin.
Studie byly zaloZeny na mikroskopické charaktefizemutantnich rostlin v porovnani
s divokym typem. Pro studium organizace mikrotabal lokalizace MPK6 bylo uZzito
imunofluorescetni znaeni metodou ,whole mount” s detekci pomoci odpgicitzh
protilatek proti tubulinu a MPK6. Byly potvrzenyZjictive publikované fenotypové projevy
v uspdadani piduchi a determinaci roviny buiného @leni, rovréz byly identifikovany
nové fenotypy a to zejména pro mutamgk6-4 + MPKG6AEF Vysledky pozorovani
na bur¢né Urovni jednak potvrzuji zapojeni MPK6 do regelaoviny bugc¢ného dleni
a také pinasi nové poznatky o lokalizaci MPK6 u mutamtpk6-4 + MPK6AEF



Summary

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) signallingascades are fundamental
intracellular signalling pathways in eukaryotic angsms. MAPK cascades mediate
perception, intracellular transduction and ampdificn of a broad-spectrum of signals
induced by various stimuli. Such stimuli may be kabtic and abiotic origin, ultimately
affecting plant growth and survival. However MAPKascades also mediate signal
transduction of developmental significance and @ashsrelevant signalling pathways are
undermined in the contemporary literature. For ti@ason, attention is drawn to research
of developmentally important signalling cascadesvoiving MAPKs and to identify

the processes in which individual MAPKSs are invalve

The aim of this bachelor thesis was to exemplifywali@pmental involvement
of MAPK signalling through studies on the phenotypie Arabidopsis thalianampk6-4
andmpk6-4 + MPK6AERNutants ofArabidopsis thalianavhich exhibit defective signalling
through the mitogen-activated protein kinase 6 (MPKR he phenotypes were compared with
wild-type Col-0. The influence of mutations wasdéd on the phenotype of whole plants
emphasizing on root tissue patterning and the aegdan of microtubules and localization
of MPK6 in cells of primary roots of such mutantslost of the studies depended
on microscopic characterization of mutants agdinsir wild type background. Microtubule
organization and MPK®6 localization in root cellsres@ddressed by the immunofluorescent
labelling method of root wholemounts appropriat@gged with anti-tubulin and anti-MPK6
antibodies. Previously published phenotypes on atahphenotype and root cell division
plane determination were corroborated herein, wiolel phenotypes were identified
especially in thempk6-4 + MPK6AEFMutant. Observations at the cellular level conéidn
the involvement of MPK 6 in regulation of cell dsion plane orientation and also showed
new information about the localization of MPK6mpk6-4 + MPK6AEFRMutant.
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1 Uvod

Rostliny pati mezi imobilni organismy, coZ znamena, Ze se saly Zivot vyskytuji
na ukitém stanovisti. Na rozdil od mobilnich Ziichtt nemohou toto stanoviStopustit
ani v gipact zmeny podminek jejich Zivotniho prdastdi. Schopnostifzpasobit se zrinam

vnitiniho i vrejSiho prostedi je tedy pro jejichijgziti naprosto ktova.

Rostliny neustale #fjimaji signaly jak z vajsSiho okoli, tak i z vnihiho prostedi
svého organismu. e se jednat o ¥Bi signaly vyvolané stresem, ale také fildpd
o signaly, které setpnaseji mezi hikami v ramci rostliny. VSechny tyto po&ty musi
rostlinny organismusimout, zpracovat a adekvdtma r¢ zareagovat. V fibeéhu evoluce
se tak u rostlin vyvinula celéada signalnich drah slouZicich ke zpracovaniumsjjSich
stimuli. Tyto signalni drahy jsou vzajempropojeny, koordinovany a svou souhrou se podili

na vysledné odpa@di rostlinného organismu na dany pétin

Vyznamnou roli v signalni soustav rostlin  sehravaji  signalni  drahy
mitogenem-aktivovanych proteinkinaz (MAPK). Tytoaldy jsou zapojeny do odpéni
rostlin na bioticky i abioticky stres, podili sevigZ na hormondlni signalizaci a tigeni
n¢kterych vyvojovych proceds (Colcombetet Hirt, 2008). Jedna se o signalni kaskadu,
ktera je aktivovana pragtidnictvim specifickych senzbr ¢i  receptofi, nasledn
dochazi k sekvemi fosforylaci jednotlivych¢lena, mitogenem-aktivovanych proteinkinaz
kinaz kindz (MAPKKK),  mitogenem-aktivovanych  protkinaz  kindz  (MAPKK)

a mitogenem-aktivovanych proteinkinaz (MAPK). Aldixand MAPK déle fosforyluje
piislusné efektorové molekuly, které zabeZperibéh kon&né burcné odpo¥di na dany
stimul (Rodriguezt al, 2010).

Studium mutantnich rostlin, kde je mutacitazen konkrétntlen MAPK kaskady,
nebo je jeho aktivitaffsluSnou mutaci poz&néna, umoiuje odhalit, jak dlezitou roli tyto
proteinkinazy v signalni draze zaujimaji, do jakyeywvojovych nebo obrannych prodes
je tato signalni draha zapojena a jaké jsou mohbegrakce s dalSiméleny této signalni
kaskady, pipadré scleny jinych signalnich drah. Je raé#moZzné studovat vztah MAPK
i s jinymi molekulami a funénimi komponentami hiky jako jsou organely, membrany

nebo cytoskelet.



2 Cile prace

1. Cilem teoretickécasti prace je shrnout stasné poznatky tykajici signalni kaskady

mitogenem-aktivovanych proteinkinaz a jejich roleostlinném organismu.

2. Cilem experimentalnéasti je studium fenotypu rostliArabidopsis thalianase déma
rozdilnymi mutacemi mitogenem-aktivované proteidizyn 6 v porovnani s divokym
typem rostliny Arabidopsis thaliana a dale studium organizace mikrotulpul
a vnitroburt¢né lokalizace mitogenem-aktivované proteinkinazy u@chto rostlin

pomoci imunofluorescence.



3 Literarni p ehled

3.1 Modelovy organismusArabidopsisthaliana (L.) Heynh

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. neboli huseték rolni je dvoudlozna
krytosemenna rostlin®adi se da@elediBrassicaceagedy brukvovité. Do tétéeledi seradi
rovrez fedkev, zelici fepka, coZ jsou ze¥délsky vyznamné rostliny, nicménsamotny
Arabidopsis thaliange rostlina bez ze#u¢lského vyznamu. Nezastupitelnou roli ma ovsem
A. thalianajakozto modelovy organismus. V této souvislostoge thaliananachazi zminky
v literature jiz zaatkem 20. stoleti. Prace shrnujici vyhody této limostpro jeji vyuziti
jako modelové rostliny pro molekulérni biologii argetiku byla uviEejnéna roku 1943 a jejim
autorem je Friedrich Laibach (Laibach, 1943; Meyetn, 2001). Od 40. let 20. stoleti je tedy

A. thalianavyuzivan jako modelovy organismus a jeho vyznaiét@ oblasti stale roste.

Mezi vlastnosti, které tuto rostlinurgduuji prdw k tomuto vyuZziti, pat zejména
jeji kratka generai doba, velky p&et potomk, nenarénost na podminky gstovani, maly
pocet chromozom a pongrné mala velikost genomu. Kratka genara doba, ktera je asi
6 tydni, umozuje ziskat wkolik generaci do roka, navic z kazdé rostliny jezmé ziskat
velké mnozZstvi semen. NendnostA. thalianaspaiva v tom, Ze vzhledem k jejich velikosti
je mozné rostliny gstovat na malé ploSe a také nagyoh médiich. Dlezitym meznikem
byl rok 2000, kdy bylo dokareno osekvenovani celého genosuthaliang ktery obsahuje
25 498 gen (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). GenAnthalianaobsahuje velky
pocet ger, které jsou fitomny také u zeguélsky vyznamnych plodin a vyzkum vyuzivajici
A. thaliana jako modelovy organismus takipasSi fadu informaci nagklad o vyvoiji
¢i odolnosti, které mohou najit praktické upkath Dalezitou je vtomto swru rozsahla
kolekce inzetnich mutani A. thaliang ktera je vyznamnym zdrojem pro vyzkum funkce

jednotlivych geii a jejich produkd.
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3.2 Signalni kaskdda mitogenem-aktivovanych proteinkina

Signalni kaskada, ktera je zpi@stkovana mitogenem-aktivovanymi proteinkinazami
(MAPK), je univerzalni intracelularni signélni dedllyskytujici se u eukaryotnich organism
a to jak u ziveicha, tak u rostlin. BenaSifradu stimul a je schopna aktivovat Sirokou Skalu

odpowdi na urovni biiky, potazmo celého organismu.

Jak jiz bylo zmisno, signalni kaskady MAPK jsou zapojeny dady proces
probihajicich v rostlinnéngle. Hojné studovanou oblasti je zapojeni MAPK do reakcilirost
na stresové podminky. Abiotickym stresenmizea byt pro rostliny najgklad znména intenzity
osWtleni, znmeéna teploty, nedostatek nadbytek vody a v ni rozpu$tych latek. Jako bioticky
stres Ize potom uvést interakci s patogeéngostlinnymi Skidci. Nemég dulezité je zapojeni
MAPK signalizace do procésse stresemifmo nesouvisejicich — do vyvojovych proges
a do hormonalnich regulaci (Rodrigwedzal, 2010).

Objeveni MAPK se vaze k objevu specifického pratev ZivatiSnych bukach.
Tento sledovany protein po stimulaci inzulinem ¢wgfoval konkrétni protein asociovany
s mikrotubuly, oznéovany jako MAP-2 (Microtubule-Associated Protein @oto byl nazvan
MAP-2 kinaza (Sturgilet Ray, 1986). Naslednbylo zjiS€no, Ze tento protein patk SirSi
skupire proteini, které jsou fosforylovany na svych tyrosinovychzideich v reakci
na @itomnost faktol spousgjicich mitézu (tzv. mitogei). Proto byla tato skupina protéin
nazvana mitogenem-aktivované proteinkinazy (Rossoimet al, 1987). V sotiasné dob
je znamo, Ze signalni drahy, na kterych se podifiPK, se nachazi také u rostlin a hub.
RovreZz bylo pozdji objasreno, Zze MAPK jsou zapojeny i do prodeskteré nesouvisi

s burg¢nym clenim, avSak pojmenovani této skupiny praigia zastalo zachovano.

3.2.1 Struktura a aktivace signalni kaskady

Signalni draha prastdnictvim mitogenem-aktivovanych proteinkindz uimgé
pienos a amplifikacitiznorodych signdl jak vnitroburénych, mezibu&nych, tak i signd
piichazejicich z okolniho prasdi buiky (Ichimuraet al, 2002). Signélni draha je ttema
téistumovou kaskadou, v niz dochazi k sek&@nfosforylaci a tudiz i k aktivactlena
na jednotlivych stupnich kaskady (Misteiaal, 2006). MAPK jsou usgé@dany v modulech
a mohou tvét i docasné multienzymové komplexy. Enzymaticka aktivitedk se vyznéuje
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schopnosti fosforylovat @ité substraty, tomto @gipads dalSi proteiny. ' obecné rovi# vede
fosforylace ukitého proteinu postiransl@&ni zmené v jeho struktie a tim také k jeh

aktivaci.

Aktivace signalni kaskady ¢ma u receptdr ¢i senzoti, ktele po fijeti
odpovidajiciho stimulu spoustitgmos signalu na dalstleny signalni drah P¥imo
¢i prostednictvim dalSich posldochazi fosforylaci mitogenenaktivované proteinkinaz
kindzy kinazy (MAP3K¢i MAPKKK), kterd je prvnimélenem signalniho mawlu. Tato
fosforylace vede feji aktivaci. Aktivovana MAP3K naslednfosforyluje a tim aktivuje
druhéhoc¢lena modulu této signalni kaskady, mitoge-aktivovanou proteinkinazu kiné:
(MAP2K nebo také MKK). Aktivovana MAP2K poté fosfduje mitogener-aktivovanou
proteinkinazu (MAPK, MPK). Aktivovana MAPK schopna fosforylovat a tim regulo\
aktivitu cilovych proteid, jako jsou jiné preeinkinazy, transkrigni faktory nebo proteiny
cytoskeletu (Rodriguezet al, 2010). Procesaktivace signalni drahy ptenosu signal
v rdmci kaskady mitogene-aktivovanychproteinkinaz stréné vystihuje Cbr. 1.

STIMUL/LIGAND

| o

SENZOR/RECEPTOR

!

a R
i o*-

MAP3K

!

MAP2K
MAPK

CILOVY PROTEIN /’TX\‘
~Ir ciLovy *
A ED B PROTEIN
ODPOVED

Obr. 1 Signalni kaskada mitogen~aktivovanych proteinkinazAktivace signalni drahyA)

l

a jednotlivé aktivani kroky \prabéhu signalizace prosgdnictvim tistupiové
kaskady (B)

MAP3K = mitogener-aktivovana proteinkindza kinadza kinaza, MAP2K =apéner-aktivovana
proteinkindza kinaz MAPK = mitogenem-aktivovana proteinkinaz&TP = adenosintrifofat,
ADP =adenosindifofat, P = fosiova slupina
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3.2.2 Jednotlivi ¢lenoveé signalni kaskady u rostlin

3.2.2.1 Mitogenem-aktivovana proteinkinaza kinaza kinaza (MAP3K)

Mitogenem-aktivované proteinkindzy kindzy kinazy ARBK) se tfadi mezi
serin/threonin kinazy, tedy kinazy fosforylujiciris®vé ¢i threoninové aminokyselinove
zbytky v proteinech. MAP3K aktivuji peitené MAP2K prosednictvim fosforylace dvou
aminokyselin, a to ve specifickém strukturnim motna aktivéni smyce molekuly MAP2K
(Colcombetet Hirt, 2008).

MAP3K tvoii nejpaetrgjSi skupinu mezi jednotlivymicleny kaskady. Analyza
genomu rostlinného modelového organisiAu thaliana odhalila 8GEleni této skupiny
(Colcombetet Hirt, 2008, Pitzschketal., 2009). Podle strukturni analyzy zaloZzené niago
aminokyselin v katalytické doménu jednotlivych¢leni byla skupina rozélena na dv tiidy
podle podobnosti sjiz znamymi MAP3K u savceti kvasinek. Prvni je ifda
MEKK proteinovych kinaz, jejizclenové maji podobnost s MEKK1, coz je konkrétni
MAP3K u sav@, a také s Stell a BCK1, coz jsou konkrétni MAP3kvasinek. Druhou
tiidou je tida RAF proteinovych kinazllenové této fidy vykazuji strukturni podobnosti
s RAF1 vyskytujici se u safr€lchimuraet al., 2002).

3.2.2.2 Mitogenem-aktivovana proteinkinaza kinaza (MAP2K)

Mitogenem-aktivované proteinkinazy kindzy (MAP2Ispy dvojit specifické kinazy.
Stejre jako MAP3K setradi mezi serin/threonin kinazy, navic ipdeké do skupiny tyrozin
kindz fosforylujicich tyrozinové aminokyselinové yiky v proteinech. Sab podizené
MAPK aktivuji za dvojité fosforylace tyrozinovéhotlaeoninového zbytku ve specifickém
motivu na aktivani smyce MAPK (Colcombeet Hirt, 2008).

Jak jiz bylo zmigno, MAP2K maji ve své strukte specificky motiv obsahujici
serinoveéci threoninové aminokyselinové zbytky, které jsamsforylovany MAP3K. Tento
motiv se nachazi v aktigai smyce molekuly MAP2K a ma nasledujici aminokyselinovou
sekvenci S/T-Xs-S/T (S-serin, T-threonin, X-libovolnd aminokysaljn Tato sekvence

v Ve

je podobné sekvenci, ktera byla nalezena ucdnych MAP2K (Bardwelkt Thorner, 1996).
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Pro interakci s padzenymi MAPK nesou MAP2K na svém N-konciileZitou
sekvenci, tzv. D-doménu (z anglického Docking Dampai ktera je kompatibilni
s tzv. CD-doménou (z anglického Conserved/Commowrkidg Domain) u MAPK. Tato
specificka sekvence MAP2K se sklada z bazickycidugdysinu¢i argininu a hydrofobnich
rezidui leucinu ¢iizoleucinu. P#adi aminokyselin  vtéto sekvenci je nasledujici
[K/IR][K/R][K/R]X 1g[L/NX[L/1] (K-lysin, R-arginin, L-leucin, I-izolewin, X-libovolna

aminokyselina) (Ichimurat al, 2002).

V genomuA. thalianabylo identifikovano 10 MAP2K (Rodriguezt al, 2010). Podle
sekvertni analyzy byly MAP2K rozéleny do 4 skupin A-D. Mezi jednotlivymi skupinami
se nachéazeji strukturni rozdily (Ichimwetal, 2002). Mezi ty vyznamné ganag. absence
intrond u ¢lena skupiny C a D neboffiomnost domény pro jaderny transportni faktor (NTF

(Hammelet al, 2006), ktery zprogtdkovava transport molekul do jadra.

3.2.2.3 Mitogenem-aktivovand proteinkindza (MAPK)

Mitogenem-aktivované proteinkinazy (MAPK) jsou [emmhimi ¢leny popisované
signalni kaskady. Stejnjako ostatniclenové kaskady seéadi mezi serin/threonin kinazy
a po aktivaci jsou tak schopny fosforylovat cilopéoteiny. Jsou aktivovany MAP2K,
které fosforyluji tyrozinovy a threoninovy amindglinovy zbytek v tzv. TXY-motivu
(T-threonin, Y-tyrosin, X-libovolna aminokyselinaJ.ento motiv je pitomen na aktivéni

smycce cilové molekuly MAPK (Ilchimurat al., 2002).

Jak jiz bylo uvedeno, dalSim motivem, kteryaizeame ve strukiie MAPK nalézt,
je tzv. CD-doména, ktera se podili na interakci AR@K. Z jeji aminokyselinové sekvence
[LH][LHY]DXX[DE]XX[DE]JEPXC (L-lysin, H-histidin, Y- tyrosin, D-kys. asparagova,
E-kys. glutamova, P-prolin, C-cystein, X-libovolrénimokyselina) jsou velmi dezita
rezidua kyseliny glutamové a asparagové, kteraragtgi s bazickymi rezidui lysinu
a argininu u MAP2K (Tanouet al, 2000). Analogicky potom také hydrofobni rezidua
lysinu, histidinu atyrosinu u CD-domény interagugi hydrofobnimi rezidui leucinu

¢éi izoleucinu u MAP2K.

V genomuA. thalianabylo nalezeno 20 MAPK, které jsalenény do 4 skupin A-D.
V téchto skupinach nalezneme dva subtypy MAPK v zastslcma struktée jejich
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TXY-motivu. Skupiny A, B a C obsahujéleny, kt&i nesou motiv TEY (T-threonin,
E-kys. glutamovd, Y-tyrosin), zatimco ve skupid naleznemetleny nesouci motiv TDY
(T-threonin, D-kys. asparagova, Y-tyrosin). Daldlignosti nizeme najit ve strukie
CD-domény. Zatimcalenové skupin A a B nesou evoid konzervovanou CD-doménu,
u ¢leni skupiny C se shledavdme s modifikovanou formouckeni skupiny D tato doména
chybi (Ichimureet al, 2002).

3.2.3 Strukturni motivy interagujicich partner ua signalni kaskady

Jelikoz signalni kaskada MAPK zpriesikovava penos daného signalu
prostednictvim fosforylace jednotlivyclleni kaskady a v poslednim kroku fosforylaci
cilové molekuly, je nesmigndilezité, aby jednotliviclenové dané signalni drahy reagovali
pouze s odpovidajicimi vazebnymi partnery. Pokudaly podminka nebyla sgma, reakce
vazebnych partnérsignalni drahy by nebyly dostéte specifické a signélni kaskada by tak
nevyvolala poZzadovanou btimou odpo¥d’. Za situace, Ze bylenoveé signalni kaskady
interagovali nespecificky s odliSnymi molekulami bavic mohlo dochazet k nezadoucim

vystupim signalni kaskady.

Zajiseni  specificity  interakce  odpovidajicich  partiher je  zaloZeno
na protein-proteinovych interakcich, které vyuZivegdu specifickych motiv a domén
(Tanoueet Nishida, 2003). Jednim z nejvyznatjsich je tzv. CD-doména na molekulach
MAPK, o které jiz bylo vySe pojednavanoualezitym faktem je, Ze tato doména se nijak
nepekryva s katalytickou doménou MAPK. Zniivd interakce # rozpoznani vazebnych
partnefi tedy neni stejnou interakci jako interakce enzwulsgat, kterd se odehrava
prostednictvim aktivniho mista enzymu (Fukuetaal, 1997). CD-doména neslouzi MAPK
pouze pi interakci s MAP2K, ale také ip interakci MAPK s fosfatdzami a cilovymi
molekulami dané signalni kaskady. Jedna se tedynoédu, ktera je vyuzivana univerzéln

pii interakci MAPK s vazebnymi partnery.

V primarni sekvenci cilovych molekul, ale také MAP a fosfataz, se nachazi
tzv. D-doména. Jedna sed domeénu, kterd je vyuzivana univerzapii interakci MAPK
s vazebnymi partnery. D-doména byva také oawana jako KIM-motiv (z anglického
Kinase Interacting Domain). Tato doména je komplatidm®i k CD-doméh u MAPK.
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Principem interakce CD-domény a D-domény jsou ebskatické interakce vznikajici mezi
negativi¢ nabitymi aminokyselinami v CD-domé&na pozitivie nabitymi molekulami
v D-domér (Tanoueet Nishida, 2003).

Alternativnim motivem k D-domén ktera se nachazi na cilovych molekulach MAPK,
je tzv. DEF doména (z anglického Docking Site f®®RKEFXF). Tato doména je ngstji
charakterizovana aminokyselinovou sekvenci FXFRe8hnet al, 2008). Jedna se tedy
o strukturni motiv, ktery je twen dwma molekulami fenylalaninu, které jsou etihy
jednou libovolnou aminokyselinou, a nasleduje zainedna molekula prolinu. Tento motiv
byl nalezen fedevSim u transkrigmich faktofi, které jsou znamé jako cilové molekuly
MAPK (Fantz et al, 2001). Motiv FXFP interaguje s tzv. hydrofobniapkou
(,hydrophobic pocket”), ktera se nachazi na moleRdAPK (Sheridaret al, 2008).

Doposud zmiované strukturni motivy seastni protein-proteinovych interakci, které
jsou nezbytné k dosazeni specificity vysledné ébné@ odpowdi. K samotné fosforylaci
cilovych molekul pislusSnou MAPK vSak dochazi v odliSném mjst tzv. SP/TP motivu.
Jde o mista, kde se v primarni straktailové molekuly nachazi sernthreonin, za kterym
nasleduje prolin. Tento dipeptid se v cilovych rkaléch nachazi alespgedenkrat, neni

ovSem vyjimkou, Ze se tyto dipeptidy vyskytuji a&lrech (Pitzschke, 2015).

3.2.4 Cilové molekuly a buré¢na odpod’

Jak vyplyva z pedchozi podkapitoly, aby bylo moZzné o&haurcitou molekulu
jako cilovy substrat MAPK, musi dana molekula olosaih dva zakladni sekvémi motivy —
D-doménu, eventuetnFXFP motiv, které zajisti specifickou interakcM&PK a alespéa

jeden SP/TP motiv, ve kterém je poté dany subgkisibrylovan.

Aktivované MAPK fosforyluji Sirokou Skalu cilovycmolekul. Mezi tyto molekuly
setadi napiklad proteiny asociované s cytoskeletem (Limmomgibal, 2004), transkrigni
faktory ¢i jiné kinazy (Popescet al, 2009). V zavislosti na typu fosforylované molsku
se odviji takécasova zavislost odpovidajici kwné odpowdi. Po fosforylaci proteiin
asociovanych s cytoskeletemiabe dochazet fiimo k porngrné rychlym vnitrobugcnym
piestavbam (Samajovét al, 2013), zatimco po aktivaci transkfipch faktofi naopak
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dochazi ke z#nam zaloZzenym na glob&j8ich znménadch genové exprese, odehravajicim

se v delSintasovém ramci.

3.2.5 Regulace signalni kaskady

Pro spravnou funkci signalnich drah v organismechktgji jako ve vSech ostatnich
piipadech fyziologickych procésutna pesna regulace. Na spravné regulaci zavisi, zda bude
odpowd organismu na dany stimul adekvattiine. V gipac priliSného utlumeni signalni
drdhy nebude iedavany signal dostdt® silny kvyvolani odpo¥di. Naopak
pii nedostat&né regulaci mZe nastat situace, kdyguavany signal stimuluje neadekvatni,
nadn&rnou reakci organismu, kterauie v disledku vyustit v patologické stavy danéiky

az celého organismu.

Za deaktivaci, a tudiz za uk@smi genosu signalu pragdnictvim kaskady MAPK,
jsou zodpowdné fosfatdzy. Tyto enzymy defosforylaci tyrozinebwéa threoninového
aminokyselinového zbytku v TXY-motivu deaktivuji NPX (Meskiene et al, 1998;
Mishraet al, 2006). Nejvyznami)Si skupinou fosfatdz zapojenych do tohoto procesu
je skupina dvoji specifickych fosfataz (DSP), které zé&jif defosforylaci threoninového
i tyrozinového zbytku v TXY-motivu ifislusné MAPK (Campet al, 2000). Celkow bylo
v genomuA. thaliana nalezeno 11 DSP.fiRladem niZze byt AtDSPTP1 Arabidopsis
thalianaDual Specifity Protein Tyrosine Phosphatase),&isfa izolovana, a bylo dokazano,
Ze inaktivuje AtMPKd4in vitro (Guptaet al, 1998).

Model popisujici mozny Zisob regulace kaskady priednictvim DSP (Obr. 2)
piedpoklada, Ze v prvnim kroku je pomodichoziho stimulu aktivovana zvySena exprese
genuci skupiny geri pro DSP. Vstupni stimul éze byt genasSen progtdnictvim samotnych
MAPK, ale je mozné, Ze ho zpréstikovava i jina signélni kaskadaieBisem DSP mRNA
(mediatorové RNA DSP géh do molekuly proteinu vznikd enzymaticky inaktivBiSP,
kterd se pesouva na specifickd mista, ve kterych je v ramuikyp lokalizovana. Zde se
po setkani se svou cilovou MAPK vaze na jeji mdieka aktivuje se tak jeji katalyticka
doména. Je-li cilova MAPK fosforylovana, tedy viakim stavu, zpsobi gisluSna DSP jeji
defosforylaci. Timto krokem se z aktivni MAPK staw&aktivni molekula. DSP je vSak
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schopna n&azat i inaktivni MAPK,¢imz prav@podobré zabrauje jeji mozné aktivac
coz jedalSi mozny zfisob, jak je kaskada MAPK regulovana (Caret al, 2000).
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Obr. 2 Predpokladany sle deji v pribéhu regulace kaskadynitogener-aktivovanych
proteinkinaz prostednictvin dvojitt specifickych fosfatdz. Upravenodle
Campset al. (2000).

DNA = deoxyribonukleova kyselina, mMRNA = mediatoosibonukleova kyselir, DSP = dvoji
specificka fosfatdzaylAPK = mitogener-aktivovand proteinkinaz&, = fosfatova supina

3.2.6 Lokalizace a prostorové uspéadani signalni kaskady

Stejre duleZitou roli jako modulace sily a doby trvani signgehrava signalni draze
také regulace prostorového ugpdani a lokalizace jednotlivych signalnich molek ramci
buiiky. Toto prostorovéazmis&ni mize mit vyrazny vliv na specificitu signalni drahyaké
nadruh vysledné odpa@di na vstupni stimu
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Lokalizace jednotlivych MAPK v ramci kiilky neni zavisla pouze na jednom faktoru,
ale mize byt dana vice #goby. Jednim z faktor ovlivaujicich lokalizaci MAPK
je dostupnost cilovych molekul substratu dané MARKamci buiky, ktera nize byt
omezena jen nackteré bugcné kompartmenty. Lokalizagii relokalizaci MAPK mohou
ovliviovat také naihzené MAP2K (Yooet al, 2008)¢i piislusné fosfatazy (Zaidkt al,
2010). Napiklad jaderna lokalizace¢kterych MAPK tak niZe byttizena pitomnosti NLS
(Nuclear Localization Signal) ve vlastni molekuleARK ¢i v molekule jejich vazebnych

partned.

Vyznamnym ¢initelem, ktery ovliviuje lokalizaci a specificitu signalni kaskady
MAPK jsou tzv. skeletalni proteiny (anglicky ,scalifis*). Samy o sab nemaji klasické
skeletalni proteiny Zadnou enzymatickou aktivitiegto se ukazuje, Ze sehravajieiitou
roli v fad signalnich drah. Jedna se @emorodou skupinu multidoménovych proiiin
P porovnani jiz znamych skeletalnich proteinebyla zjis&na Zadna zasadni sekvah
podobnost a nebyly objeveny zadné sprméemotivy. Prozatim se tedy zd4, Ze se nejedna
o skupinu pibuznych proteith (Zeke et al, 2009). Prvnim z ddb charakterizovanych
skeletalnich proteih byl protein Steb, ktery vaze Stell, Ste7 a Fud®.(®A), coZ jsou
komponenty MAPK kaskady u kvasinek (Clavial, 1994).

PrestoZe se jedna dznorodou skupinu protein typickou a pro vSechny spéteou
vlastnosti je jejich schopnost vazakalik ¢leni signalni drahy satasre. Signalni molekuly
se diky této vazb dostavaji do relativni blizkosti. Skeletalni pioje vytvari jakeési
mikroprostedi v ramci biiky, v jehoZz prostoru je vySSi koncentrace signalnénzyni
ajejich substrdit Signalni molekuly tak spolu mohou reagovat s ivy$gchlosti
a prav@podobnosti, nez kdyby byly vainrozptyleny v prostoru hiky. V piipac drahy
MAPK jsou na jeden skeletalni protein navazanitsiclenoveé signalni kaskady — MAP3K,
MAP2K a MAPK, a vytvéi tak multienzymovy komplex (Zeket al, 2009).

Prostorové fiblizeni reagujicich partnérneni jedinym aspektem, ktery vyplyva
ze schopnosti skeletélnich protieindzat zarouvie vice signalnich molekul. Vazba signalnich
molekul na skeletalni protein umafe, aby byly vSechny tyto molekuly jako komplex
snadno shromabvany na ufitém mist v buice, coz nize nenit jejich dostupnost pro dalsi
interakce (Browret Sacks, 2009).
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Je znamo, Ze signalni drahy sdiltitd své komponenty, tedy, Ze jedna signi
molekula mize byt zapojena do vice signalnich drah. Skelefiltieiny jsou schopny vaz
rizné kombinace signalnich moleki utvéret tak rozléné odliSné moduly, které vSak moh
mit nekterou zesignalnich molekl spolenou.

Prekvapi¥ bylo zjiS€no, Ze funkci skeletalnich protéir nemusi zastavat je
skeletalni proteiny jako takové, ale Ze tuto funkwbhou mit i samotnélenové signaln
kaskady. Vlastnosti skeletalnich proteioyly zjiSttny nagiklad pro MEKK1 coz je MAP3K
uA. thaliang ktera je schopna vazat gébnou MAP2K MKK2 i MAPK MPK«¢
(Suarez-Rodriguert al, 2007. Tyto vztahy jsou schematicky zobrazeny na obr 3B.
PodrobrjSi prozkouméani moznosti zapojeni molekul MK jako skeletalnich protein
by mohlo pomoci osétlit, jak mize jedna MAP3K aktivovat specificky vice signaln

kaskad wodliSnych procesecl!
MAP3K

‘> MAP3K
MAP2K
A B

Obr. 3 Schematické znazagni vazby signalnich molekul na skeletalni prc

MAPK

3.2.7 Komplexita signalni drahy

Rostlinné &lo se skld4 zvelkého pétu burek, které jsou fun&né specializované
Jednotlivé specializované tiky se shlukuji v rostlinné tk&na organy, které two
strukturovany celek, proéjt je klicové koordinovatéinnost jednotlivych slozek. K torr
slouzi cela s$isignéhich drah a to jak intercelularnich, tak intrac&@toich. Signalni drah

20



jako celek, ale row¥ jako samostatné signalni jednotky, se vymjiaznainou komplexitou.
Rostlinny organismusigima nesetné informace tizného charakteru. Signélni drahy mu
svou komplexitou umatuji prijem ®chto signal, jejich prenos, amplifikaci a integraci

vedouci k vysledné interpretaci a koné odpo¥di.

Jak jiz bylo zmitno, signalni kaskada MAPK gdadi mezi intracelularni signalni
drahy a penasi tedy signal v ramci viiitho prostedi buiky. Je sloZzena z pafmé velkého
mnozstvi komponent a v jejim fungovaniizeme pozorovat ité jevy. Prvnim z nich
je tzv. crosstalk, coz je oz¥eni popisujici propojeni jednotlivych signalnickaliliv ugitém
mis& (Mishraet al, 2006). Jedna nebo vice slozek jedné signaltiydmdize ovlivnit jinou
signalni drahu. Velméasto k tomu dochazi sdileninskterych komponent signalni kaskady.
Nekteré proteinkinazy tak fosforyluji a tim také raguslozky signalni drahy, jiz jsou samy
souasti, ale také dalSich signalnich drah. Tento fegomaha k vygmé informaci mezi

jednotlivymi drahami a k integraci sigtigbochézejicich ziznych zdroj.

Druhym jevem typickym pro dkteré MAPK je funkni redundance. D¥v¢i vice
odliSnych signalnich komponent mohou svou aktivityustit v obdobné&i stejné @inky.
Prikladem této situace je futski redundance MPK3 a MPKG6 v procesu regulace wgtvia
priduchi u A. thaliana Zatimco rostliny s mutaci jednotlivych MAPK se wvify
za standardnich podminek normiln dvojita mutace mpk3/mpk6 jejiz nositelé
by neobsahovali furdni MPK3 ani MPK®6, je pro embrya rostlin letalni (et al, 2007).
Dale mohou byt &které molekuly kaskady MAPK zapojeny do regulaceevodliSnych
odpowdi, rozdilné MAPK mohou byt naopak aktivovany zaejrsich podminek
prostednictvim odliSnych signalnich kaskad a ré@/rmize byt tataz molekula MAPK

aktivovana v tiznorodych situacich s odlisnymi vystupy (Samajewal, 2013).

3.3 Mitogenem-aktivovana proteinkinaza 6

Mitogenem-aktivovana proteinkinaza 6 (MPK6)ipapolu s mitogenem-aktivovanou
proteinkinazou 3 (MPK3) a 4 (MPK4) mezi nejlépe sitmlované MAPK UA. thaliana
Stejre jako WtSina ostatnich MAPK je MPK6 zapojena dézmych signélnich drah,
ve kterych ma odliSné interagujici partnery a t& jaa Urovni nathzenych MAP3K

a MAP2K, tak na urovni molekul cilovych subsiraK aktivaci €chto drah mize dochazet
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na zaklad rozdilnych pod#étia a jednotlivé drahy tak mohou byt zapojenyitieni proces
provoznich, obrannych nebo vyvojovych.

V kontextu reakci rostlin na stres bylo prokazdteMPKG6 je aktivovana v rostlinach,
které byly vystaveny zvySené koncentraci ozonu €Migt al, 2005), roviz v reakci
na osmoticky stres (Kinet al, 2012), solny a také chladovy stres (Tesgal, 2004).
ZvySenou aktivaci MPK6 reagovaly také rostliny, ritgxisly do styku s molekularnimi
komplexy asociovanymi s patogeny (Pathogen-AssettiaMolecular Patterns, PAMP)
(NUhseet al, 2000; Asaiet al, 2002) a genotoxickym stresem vyvolanym ultrafigio
z&enim UV-B (Ulmet al, 2002). Viadk z vySe zmidnych proces funguje MPK6
redundanté spolu s MPKZi MPKA4.

V oblasti vyvojovych procésbylo prokazano, Zze MPK6 se&astni procesu regulace
pii vytvareni paduchi. Jako MAP3K, ktera je vtomto procesu zapojenagfye protein
YODA. U mutanfi se ztratou funkce tohoto proteinu dochazi k nadén produkci
a akumulaci prduchi, zatimco u mutafntse zvySenou aktivitou proteinu YODA je patrna
eliminace piduchi (Bergmannet al, 2004). Obdobny fenotyp vykazovaly také mutantni
rostliny podizenych MAP2K MKK4 a MKKS5, roviz i mutantni rostliny MPK3 a MPKB6.
Bylo prokadzano, Ze i tyto molekuly jsou zapojeny pimcesu regulace tvorby gauchi
a Ze jim nathzena MAP3K je pravprotein YODA (Wanget al, 2007). Jak je zipdchoziho
textu zjevné, proces regulace vyt phaduchi je jednim z piklada funkéni redundance
MPK3 a MPK®6. Dalsi studie ukazuji vliiv MPK6 na vywembrya, primarnich a postrannich
korenmi a vyvoj kwtenstvi s projevy snizené sé&@mfertility (Bush et Krysan, 2007;
Lépez-Bucioet al, 2013). V zavislosti na pozorovanych fenotypeahtantnich linii MPK6
se ffedpoklada také zapojeni této MAPK do prdcagastnicich se buiného dleni
(Muller et al, 2010). Obdobné fenotypy byly pozorovany také wtanti proteinu YODA,
coz naznéuje, Zze by YODA vtomto procesu mohl fungovat jakadazena MAP3K
pro MPK6 (Smékalovat al, 2014).

V ramci buiky byla MPK6 lokalizovana v j&d@ a bylo popsano jeji indukovatelné
piemig’'ovani mezi jadrem a cytoplazmou (Yeo al, 2008). DalSimi strukturami v ramci
buiky, kde byla popsana lokalizace MPK6 jsou prepnoféavazek (PPB) a fragmotplast,
tedy rekteré mikrotubularni struktury é&licich se busk, déle ,trans-Golgi network”
a plazmaticka membréana (Mullet al, 2010).
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3.4 Bunééné déleni u rostlin

Bung¢né cleni je jednim z vyvojovych procgsu nichz bylo prokdzano zapojeni
signalni kaskady MAPK. Jednim ze zakladnich sgecdstlinného typu eukaryotni by,
projevujici se také v procesu kného dleni, je gitomnost buiéné sény. Zatimco
u Zivegicha dochazi k oddeni burgk zaskrcenim matské buiky pomoci kontraktilniho

prstence, u rostlin vznika b&ma epazkade novauvnitt bunky.

Bunééna stna je pomdrné rigidni struktura, ktera rostlinnym hkadm profijcuje
pevnost, odolnost a napomaha udrzeni jejich tvA&wover vSak rostlinné biky omezuje
v pohybu a také reguluje jejichigt. Poloha bwk v ramci rostlinnych pletiv je fixovana
buré¢nou stnou. Konegny tvar jednotlivych bu&nych pletiv a konény tvar rostliny
je tedy uten vzajemnym usgédanim sousednich bikg které je, jak z fedchoziho textu
vyplyv4, dano polohou nové b&mé pepazky vznikajici ¥ bunééném dleni. Jednim
z dilezitych proces pii vyvoji rostlinnych organisrin se tak stava, kro#njiného, kontrola

prostorove orientace roviny b&imeho éleni.

Ke vzniku nové bukné gepazky dochazi v pbéhu burgéného dleni v procesu
zvaném cytokineze, cozZ je proces samotného fyzalkélitleni now vznikajicich dcinych
burgk z jedné biiky mate&ské. U rostlinnych buik se vyvinuly unikatni specializované
cytoskeletalni struktury, které jsou zapojeny dodsného @leni. Prvni z&chto struktur
se nazyva preprofazni svazek (PPB) a jeji hlavoZkslu jsou mikrotubuly. PPB vznika
béhem Gfaze buwcéného cyklu reorganizaci kortikalnich mikrotubud definuje misto
a orientaci roviny buwtného dleni jest pred jeho z&atkem (Pickett-Heapst Northcote,
1966). Mikrotubuly spolu s aktinovymi filamenty wgii prstenec v mistbudouci roviny
déleni a nasledhdo takto nazngné roviny putuje také jadro. Struktura PPB je fexipodu

profaze a prometafdze rozruSena (Mideal., 2009).

Po rozéleni jaderné hmoty pomoci mikrotubularni struktoazyvané #ici vieténko
dochazi ke wvzniku dalSi specializované struktungtlimanych bugk — fragmoplastu.
Fragmoplast je tv@n gedevSim mikrotubuly, ale také aktinovymi filamentikrotubuly
jsou ve struktie fragmoplastu uspadany jako d¥ protilehle uloZzené sady vldken (Jirgens,
2005). Podél &hto vidken jsou do centralni zény fragmoplastu rdepvany vezikuly
obsahujici polysacharidy a dalSi stavebni latkybyg® ke stav nové bukcné pgepazky
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(Geldneret al, 2001). V centralni rovihdochazi k fuzi &chto vaku, ktera vede k expanzi

now vznikajici bugcné gepazky.

Jak je patrné zipdchoziho textu, nesmirndalezitou sloZzkou jsou v procesu
buré¢cného @leni mikrotubuly. Jednou z moznych variant regulacikrotubuli a jejich
dynamiky je jejich interakce s proteiny asociovangmikrotubuly (microtubule associated
protein, MAP). Mezi MAP séadi proteiny, které s mikrotubuly interagujznym zgisobem
a mohou se také vazat nema mista. Jednim Ziglada takovéto interakce tize byt protein
MAPG65-1 (microtubule associated protein 65-1), kjerschopny vazat sousedni mikrotubuly
a tvdit z nich svazky (Jiangt Sonobe, 1993). Tento protein patezi cilové molekuly
MAPK a je jimi fosforylovan. Bylo prokazano, Zeffsforylovan nafpiklad MAPK NRK1,
ktera je poslednimilenem signalni kaskady NACK-PQR u tabaku (Sasdls, 2006). Tato
signalni kaskada ma své&iglusné orthology také A. thaliang mezi které pdt ANP 1
(rovreéz také ANP2 a ANP3), MKK6 a MPK4 (Krysaet al, 2002; Soyanaet al, 2003;
Kosetsuet al, 2010). Je znamo, Ze aktivitechto drah souvisi s dynamikou mikrotubul
ve struktuie fragmoplastu (Nishihamet al., 2001). Protein MAP65-1 je fosforylovan také
prostednictvim MPKG6 (Smertenket al, 2006; Hoehenwartat al, 2013). Mutantni rostliny
této MAPK rovrez vykazuji poruchy bustného d¢leni (Mdller et al, 2010;
Smékalovét al, 2014).

Je Zejmé, Ze pibéh cytokineze mze byt mimo jiné ovliiovan také signély
zprostedkovanymi MAPK. Pokud tedy dojde k naruSesktaré signalni kaskady MAPK

zapojené do této regulace je prgpddobné, Ze dojde také k naruSeni samotného procesu

burg¢ného d@leni, coz se vyznanmdmprojevi i na morfologii rostlinného organismu.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Biologicky material

Arabidopsis thalianalivoky typ, ekotyp Columbia (Col-0).

Arabidopsis thaliana knock-out“ mutanmpk6-4.
Tento mutantbyl vytvoren inzerci T-DNA ve ietim exonu genu pro MPKG6
v rostlinach Arabidopsis thalianaekotyp Col-0. Tento mutant byl testovan pomoci
RT-PCR na fitomnost RNA produktu tohoto genu a byl vyhodnof@o negativni
(BushetKrysan, 2007). U tohoto mutanta tedy nedochazi oklpkci funkniho
proteinového produktu MPK6 genu.

Arabidopsis thaliana gominant-negative* mutamhpk6-4 + MPKG6AEF.
Tento mutantbyl vytvoren vnesenim konstruktu MPK6AEF do mutantnich nostli
mpk6-4(Bushet Krysan, 2007)V konstruktu MPK6AEF byly zréenény dva kodony,
které se Gastni tvorby TEY motivu této MAPK. Zémy T221A a Y223F vyustily
ve zmény motivu TEY na motiv AEF (Bardwe#t al., 1998). Proteinovy produkt této
mutované alely tedy neiwe byt fosforylovan progednictvim MAP2K a éstava tedy
permanenté neaktivni.

4.2 Metody

4.2.1 Povrchova sterilizace semen

» Sterilizace semer. thalianaprobihala v mikrozkumavkach, do nichZz byla semena
jednotlivych studovanych liniiipdem umisina. MnoZstvi semen bylo voleno tak, aby
semena zapbvala fiblizné 0,3 ml. V mikrozkumavkach potom probihala suspeaza
semen v jednotlivych roztocich sterilizaho postupu.

* K semeiim byl pridan 1 ml sterilizaniho roztoku obsahujiciho 1% (v/v) hypochlorid
sodny a 0,05% (v/iv) Tween 20. Mikrozkumavka bytdre uzavena. Obsah
mikrozkumavky byl pomocitépaky dikladné promichan tak, aby cely povrch
jednotlivych semen fisel do styku se sterilizaim roztokem. Za afasného
protrepavani byl sterilizani roztok ponechanigobit po dobu 10 min.
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Mikrozkumavky spolu se semeny a steriiman roztokem byly peneseny
do laminarniho boxu. Zde bylo odebrano pomoci rmataké pipety co nefiSi
mnozstvi sterilizéniho roztoku tak, aby nedoslo k naséati semen diqla Spiky.

Poté byl do mikrozkumavekiiplan 1 ml 70% (v/v) ethanolu. Semena byla v ethanol
dukladré suspendovana a zad@isného prgepavani byl ethanol ponechadspbit
1-2 min.

Po uplynuti pedepsané dobyupobeni byl 70% (v/v) ethanol odebran pomoci
automatické pipety a semena byla minindaBx promyvana sterilizovanou vodou
za olgasného pragepavani po dobu 2-3 min.¢Bem jednotlivych promyvacich cykl
bylo dilezité dbat na to, aby nebyla semena nasata a&uebpolu s vodou.

Po poslednim promyvacim cyklu byl odsat pouze gétdvobjem sterilované vody.
Nasled® byla semena spolu se zbylou vodou opatmasata pomoci automatické
pipety do plastové Sgky a byla genesena doipdem pipravenych Petriho misek
se sterilnim filtr&nim papirem.

Po odpé&eni veSkeré vody z filttmiho papiru byly Petriho misky uzany pomoci

Parafilmu a skladovany v lednictiggeplo® 4 °C.

4.2.2 Priprava kultiva ¢niho média a kultivace rostlin

Pro kultivaci rostlin sledovanych linii bylo jakaloj mikroprvki a makroprvk uzito
komekn¢ dostupné médium Murashige & Skoog v pobowi koncentraci, ktera
je vhodna pro studovany organism@sabidopsis thaliana Jako zdroj uhliku byla
do média fidana sachardza ve vysledné koncentraci 1 % (Wrkg.zpevini média

byl uzit Phytagel ve vysledné koncentraci 0,8 %g(B") a pH média bylo upraveno
na hodnotu 5,8.

Pripravené médium bylo k prevenci kontaminace s#méno pomoci autoklavu.
Po sterilizaci bylo kultivéni médium distribuovano do hranatych Petriho misek
sroznérem 120x120 mm v objemu 50 ml a ponechano v laminar boxu

k solidifikaci.
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« Sterilizovana semena byla pomoci sterilniho paratikarostedi laminarniho boxu
pienesena na pevné médium. Nastedwyla semena na kultigaich médiich
stratifikovana 1-2 dny ve vodorovné polozei4$ °C, aby bylo dosazeno
synchronizace kieni. Poté byly Petriho misky se semeny uénigtdo fytotronove
komory, kde byly kultivovany ve vertikalni poloza gtandardnich podminek (23 °C,
16 h s¥tlo, 8 h tma, 70% relativni vzdusna vihkost).

4.2.3 Piiprava preparati pro pozorovani priduchi

» Pro pozorovani duchi byly vybrany 14 dni staré rostliny studovanychiliteré
byly kultivovany na pevném médiu za standardniatinpioek ve fytotronové kontte.

e Zvybranych rostlin byly velmi opatén pomoci pinzety odebrany Ektié listy
(kotyledony). Z&chto klicnych listi byl extrahovan chlorofyl {sobenim srEsi
etanolu a kyseliny octové v pénu 1:1 po dobu 30 min.

* V prub¢hu extrakce byl fjpraven tzv. projasujici roztok. Nejprve bylo navazeno 8 g
chloral hydratu a rozpuSto ve 3 ml destilované vody. Po dokonalém rozmist
chloral hydratu byl pdan 1 ml 98% glycerolu a vznikly roztok bylikladn
promichan.

* Po uplynuti doby extrakce byly jednotlivé &g listy pinzetou vyjmuty z extraki
smesi, promyty etanolem a umésty na podlozni sktko tak, aby spodni stranou listu
smetovaly nahoru. Poté byly Kihé listy na podloznim skiku zakapnuty 1-3 kapkami
projasiovaciho roztoku, igkryty krycim skiékem, které bylo upewmo a uzaieno
pomoci ptihledného laku na nehty.

* Pripravené preparaty byly studovany veétsiném mikroskopu Zeiss Axio Imager.M2
pomoci metody Nomarského diferencialniho interfén@mo kontrastu (Nomarski
DIC), ktera umo#iuje zvyrazgni kontrastu v nebarvenych vzorcich. Vysledny obraz

pozorovaného objektu se jevi jako kontrastni tmyrny opticky reliéf objektu.
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4.2.4 In vivo znateni membran v buikach korene

Pro in vivo zna&eni membran buik kofene semerd&i A. thaliana bylo vyuZzito

barvivo FM4-64. Jedna se o lipofilni barvivo, ktgee pro buiky netoxické. Ve vodném

prostedi jako takovém prakticky Zadnou fluorescenci kewyje. V preparatech Zivych

burék se vaze do wjSi vrstvy membrany. V tomto lipofilnim prdstdi vykazuje silnou

a specifickou fluorescenci. Vzhledem ke specifickezl® na membrany a neschopnosti

membranou vola prochazet je barvivo FM4-64 vyuzivano pro studiw@zikularnino
transportu jako marker endocytozy (Badteal, 2004).

Pro tuto metodu byly uzity 3-6 dni staré rostlinpdovanych linii, které byly
kultivovany na pevném médiu za standardnich podkniedytotronové komie.
Pracovni roztok FM4-64 o koncentraci 4 pnidlbyl piipraven ze zasobniho roztoku
FM4-64 o koncentraci 1,6 mmof: lfedsnim 1:400 tekutym ¥ MS médiem. Pracovni
roztok byl v pfibéhu pipravy jednotlivych preparat uchovan v alobalu, nebo
je citlivy na stlo.

Pro pozorovani keni semendkt byla pipravena mikroskopicka komora.
Na podlozni sklo byly upewny dva tenké prouzky Parafilmu vymezujici prostor
pro sledovanou rostlinu. Takto vy#ema komora zamezila tipadnému
mechanickému poskozeni struktur sledované rospmypozajSim pekryti krycim
sklickem.

Nasled® byla do prostoru komory pomoci pinzetyemistna sledovand rostlina.
Rostlire byla odstragna zelen&ast a byly pdany 1-2 kapky pracovniho roztoku
FM4-64.

V dalsim kroku byla rostlina ipkryta krycim skkkem, které bylo na krajich
upevréno k podloZznimu skiku pomoci pithledné lepici pasky.

Po uplynuti 5-10 min byly preparaty vizualizovangnpoci laserového skenovaciho

mikroskopu s rotujicim diskem.
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4.2.5 Imunofluoresceréni znafeni MPK6 a mikrotubuld metodou

~,whole mount"

Imunofluorescetni zna&eni je technika, jejiz podstatou je vazba spedifipkotilatky
na antigen, ktery jeipdmétem zajmu. Tato primarni protilatkadre byt zn&ena pomoci
fluorochromu, ¢asgjSi je ovSem uziti sekundarni zeaé protilatky. Po excitaci #nim
o prislusné vinové délce molekula fluorochromu emiageni o vyssi vinové délce neZim
excitatni z&eni. Diky této technice je mozné vizualizovat jednvice vybranych bustnych
struktur za pedpokladu uziti iznych specifickych protilatek zdenych fluorochromy

s odliSnymi excité&nimi a emisnimi vinovymi délkami.

Postup metody ,whole mount* umiifie imunofluorescami zna&eni antigen
protilatkami i ve vnitnich pletivech primarniho kKene Arabidopsis. VyuZziti laserové
mikroskopie dovoluje vizualizaci bk celého objektu prosdnictvim jednotlivych
optickych fezi bez nutnosti fyzické separace prepanda jednotlivé tenké vrstviezanim.
Z jednotlivych optickychtezi nasnimanych laserovym mikroskopem s rotujicim etisk
je mozné pomoci pitacového programu zpné rekonstruovat prostorové ugpdani celého

objektu s vysokym rozliSenim na celularni a sudéeti arovni.

* Pro tuto metodu byly uzity 3-5 dni staré rostlingdevanych linii, které byly
kultivovany na pevném médiu za standardnich podkniedytotronové komie.

* Vprvnim kroku bylo v digestd pripraveno cerstvé fix&ni médium. Nasledn
byly pitimo z Petriho misek pinzetou odebrany rostliny @tiviych sledovanych linii
a byly peneseny do plastovych k&kl s propustnym nylonovym dnem, ve kterych
s nimi bylo manipulovano ve v8ech nasledujiciciciab.

* Rostliny byly v ko&fcich geneseny do fixaniho média a poté byly ve vakuu
fixovany po dobu 1 hijppokojové teplot.

* Po fixaci bylo odséato fixani médium a nasledrbyly rostliny promyvany 3x 10 min
v %2 MTSB. Prvni cyklus promyvani byl prowidv digestdi. Nasledujici dva cykly
jiz byly provadny na laboratornim stole.

e VdalSim kroku byly rozruSeny b&né stny pridanim smdsi enzynii obsahujici
2% driseldzu nebo 1% meicelazu, 1% celulazu a 1Rtoly@zu ¢i 1% macerozym

v ¥2 MTSB. Snés enzyni pasobila po dobu 30 minippokojové teplot.
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Po uplynuti inkub&ni doby byla sis enzyni odsata a rostliny byly promyvany
1x10minv% MTSB a 2 x 10 min v PBS.

Pro redukci aldehydickych skupin byl uzit redok roztok, se kterym byly rostliny
inkubovany 15 min § pokojové teplat. Nasledd byly rostliny promyvany
minimalne 4 x 5 min v PBS, dokud nevymizely vzduchové bubtinvznikajici
pusobenim redulniho roztoku.

Pro zprostupgni buréénych membran byl vyuZzit permeabilizd roztok, se kterym
byly rostliny inkubovany po dobu 1 hippokojové teplat. Nasled® byly rostliny
promyvany minimald 4 xv PBS, dokud ph nevymizely bubliny vznikajici
jako disledek pitomnosti detergentu v permeabilindm roztoku.

V nasledujicim kroku byly rostliny inkubovany s kévacim roztokem 1 h
pii pokojové teplat. Poté byly rostliny inkubovany s priméarnimi préatkami
fedknymi v PBS sobsahem 3% BSA. Jako primarni préglatbyly uzity
monoklonalni potkani protilatka antiubulin (viedni 1:200-1:500) a polyklonalni
kralici protilatka anti-MPK6 (v fedni 1:500-1:750). Inkubace s primarnimi
protilatkami probihalaigs noc fi pokojové teplat.

Rostliny byly v dalSim kroku promyty 6 x 10 min BB a nasledh inkubovany
s fluorescetné  zna&enymi  sekundarnimi  protildtkami fedtnymi v poneru
1:200-1:1000 v PBS sobsahem 3% BSA podobu 90 piin37 °C a 90 min
pii pokojové teplat. Byly uzity sekundarni protilatky anti-potkani Ig@aena
s Alexa Fluor 488 a anti-krdli IgG zn&ena s Alexa Fluor 546.

Rostliny byly ogt promyty 6x 10 min vPBS a poté byly inkubovany
s fluorescetnim barvivem DAPI, které se vaze na A-T bohaté sibla DNA.
Z&sobni roztok DAPI bylrecn 1:1000 v PBS. Inkubace probihala 10-15 min
pii pokojové teplot.

V poslednim kroku byly rostliny po 2-3tgneseny na podlozni skb s kapkou
zalévaciho média. Rostliny bylyrgkryty krycim skiékem, které bylo upewmo

a uzaveno pomoci prhledného laku na nehty.
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e Vzorky byly vizualizovany pomoci laserového mikropk s rotujicim diskem.
Detekce probihalaipnasledujicich nastavenych parametrech:
- pro fluoresceéni barvivo DAPI excitace ip 405 nm, emisni spektrum
410-495 nm
- pro detekci mikrotubul znaenych sekundarni protilatkou s Alexa Fluor

488 excitace 488 nm, emisni spektrum 494-552 nm

- pro detekci MPK6 znsené sekundarni protilatkou s Alexa Fluor 546

excitace 561 nm a emisni spektrum 566-580 nm

4.2.6 Kolokaliza¢ni analyza

Pro kvantitativni hodnoceni kolokalizace MPK6 sdunymi jadry byla provedena
pocitatova kolokaliz&ni analyza pomoci programu Zen Blue 2012 (Zeissjuphimi daty
pro analyzu byly obrazky nasnimané pomoci konfdkélnlaserového skenovaciho
mikroskopu obsahujici informace o jednotlivych Kach odpovidajicich fluoresc&mim
barvam uzitym f imunofluorescetnim zn&eni MPK6 metodou ,whole mount“. K analyze
byly pouzity kanaly odpovidajici sekundarni prdt& Alexa Fluor 546 pro detekci MPK6

a fluorescetnimu barvivu DAPI uzitému pro detekci hignych jader.

Vystupem analyzy byly pro kazdy obrazekédkolokalizani miry — koeficient
korelace, oznsmvany také jako Pearsivm a Mandersv koeficient. DalSim vystupem byl
také teékovy diagram (anglicky scatter plot)tiPlodnoceni miry kolokalizace v obraze je jako
zakladni pistup uzivano wisleni této miry hodnotou koeficientu. Oba vySe remé

koeficienty jsou v tomtoifjpadt standardé uzivany.

Pearsofiv koeficient nabyva hodnot od -1 do 1. Kladné hdgnpoukazuji
na gitomnost kolokalizace, fgemz ¢im je ¢islo blize 1, tim je mira kolokalizace vysSi.
Nulova hodnota koeficientu z#ia negitomnost kolokalizace. Zaporné hodnoty jsou
pii kolokalizatni analyze &ko interpretovatelné. Mandérs koeficient je programem
generovan jako fmér dvojice Mandersovych koeficiaint které vyjaduji zvla® miru
kolokalizace pro oba obrazy odpovidajici jednotivikanalim (Manderset al, 1993).
Mandersiv koeficient nabyvd hodnot od O do 1figgmz 1 zn& maximalni miru

kolokalizace. Tékovy diagram je vizualizaci kolokalizai analyzy a uvadi do souvislosti
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intenzitu pixel na dané pozici ve dvojici obraxk¢etns poctu dvojic pixeli danych intenzit.
Prahova hodnota (anglicky threshold) byla progranmastavena automaticky dle Costtsal
(2004). Samotna kolokalizace se vkevém diagramu nachazi v pravém hornim kvadraetind

se 0 oblast, ktera se nachazi za prahovymi hodmotaoou os.

4.2.7 Vyhodnoceni vysledk

Obrazky ziskané mikroskopickymi pozorovanimi bwyhodnoceny, zpracovany
a exportovany pomoci programu Zen Blue 2012 (ZeiB&padné grafické Upravy byly
provadny pomoci programu Powerpoint (Microsoft).

4.3 Seznam pouzitych chemikalii

e 2,2,2-trichlorethan-1,1-digchloral hydrat) (Penta)
4’ ,6-diamin-2-fenylindol (DAPI) (Sigma-Aldrich)

* Celulaza (Serva)

» Dihydrat hydrogenfosfotmanu sodného (NEIPO, x 2H,0) (Sigma-Aldrich)
» Dihydrogenfosforénan draselny (KEPQy) (Sigma-Aldrich)

* Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich)

» Driselaza (Sigma-Aldrich)

» Ethanol — 70% a 96% roztok (Penta)

» Ethylenglykolbis-(2-aminoethylether)tetraoctova kyselina (EGTA)g{8a-Aldrich)
e Glutaraldehyd — 25% roztok (Sigma-Aldrich)

* Glycerol (Sigma-Aldrich)

» Heptahydrét siranu beénatého (MgS®@x 7 H,0O) (Sigma-Aldrich)

* Howezi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich)

* Hydroxid draselny (Sigma-Aldrich)

* Chlorid draselny (KCI) (Sigma-Aldrich)

» Chlorid sodny (NaCl) (Sigma-Aldrich)

e Imerzni olej — Immersol 518F (Zeiss)

» Kyselina octova (Sigma-Aldrich)
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Macerozym (Serva)

Meicelaza (Desert Biologicals)

Murashige & Skoog médium (Duchefa Biochemie)
N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(6-(4-(diethylamirfepyl)hexytrienyl)pyridinium
dibromid (FM4-64) (Invitrogen)

Nonidet P-40 (Sigma-Aldrich)

Parafenylendiamin (Sigma-Aldrich)

Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich)

Pektolyaza (Sigma-Aldrich)

Phytagel (Sigma-Aldrich)

Piperazin-N,N’bis(2-ethansulfonova kyselina) (PIPES) (Sigma-Aldrich)
Sachardza (Sigma-Aldrich)

Tetrahydroboritan sodny (NaBH(Sigma-Aldrich)

Tween 20 (Sigma-Aldrich)

4.4 Seznam pouZzitych roztok

Steriliza¢ni roztok pro povrchovou sterilizaci semen

1% (v/v) hypochlorid sodny, 0,05% (v/v) Tween 20

10 ml 10% v/v hypochlorid sodny
90 ml dHO
Doplréno do 100 ml siidavkem pér kapek Tween 20

Pevné kultivaéni ¥2 MS médium

2,15 g/l Murashige and Skoog médium
10,01 g/1 sacharéza
8,00 g/1 Phytagel

Doplreéno do vysledného objemu 1 | gB), pH 5,8, sterilizovano autoklavovanim
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Tekuté kultivaéni ¥2 MS médium
2,15 g/l Murashige and Skoog médium
10,01 g/1 sacharéza

Doplreéno do vysledného objemu 1 | gB, pH 5,8, sterilizovano autoklavovanim

Projasiiujici roztok

8¢ chloral hydrat
3ml dHO
1ml 98% (v/v) glycerol

0,5mol-I* zasobni roztok EGTA

3,809 EGTA
10 ml dHO
pH 8

MTSB — pufr stabilizujici mikrotubuly

15,10 ¢ PIPES
1,23 g MgSQ@x 7 H,O
10 ml 0,5mol-t zasobniho roztoku EGTA

Doplrgno do vysledného objemu 1 | g8, pH 6,9

PBS — fosfatovy pufr

8,00 g NacCl

0,20 g KCI

1,159 NaHPO, x 2H,0
0,20g KHPO,

Doplngéno do vysledného objemu 1 | g, pH 7,3
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Fixaéni roztok
5,00 ml
1,88 mi
0,20 ml
2,92 ml

Redukéni roztok
50 mg
50 ml

Permeabilizatni roztok
88 ml
10 ml
2ml

3% (v/v) BSA v PBS
39

100 ml

Zasobni roztok DAPI

MTSB

8% (w/v) paraformaldehyd
25% (v/v) glutaraldehyd
dHO

NaBH
PBS

PBS
10% (v/v) DMSO
2% (v/v) Nonidet P-40

BSA
PBS

10mmol-1* DAPI v DMSO

Zalévaci médium na preparaty

100 mg
100 pl
10 ml
90 ml

parafenylendiamin
DMSO

PBS (pH 8,2 — 8,6)
100% glycerol
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4.5 Pristrojové vybaveni laboratde

« Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG)

» Digestd laboratorni (M 1200, MERCI)

» Elektromagneticka mickka (MSH-420, BOECO)

* Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)

* Chladntka laboratorni (ERB 34633W, Electrolux)

« Laboratorni pedvazky (S1502, BEL Engineering)

* Laminarni box biohazard (Faster, FERRARA)

 Membranova vy¥va (GeneTiCa)

* Mikroskop binokularni — stereomikroskop s oggian programem LAS V 4.0, Leica
(M165FC, Leica)

» Mikroskop s¥telny s operégnim programem ZEN Blue 2012 (Axio Imager M2,
ZEISS)

» Mikroskop laserovy s rotujicim diskem s opgrian programem ZEN Blue 2012
(Spinning disk, Axio Observer Z1, ZEISS)

» Mikrovinna trouba (MGE21, HITACHI)

* Mrazici box (Liebherr)

» Parni sterilizator (Sterivap, BMT MMM Group Medickéchnology)

* pH metr stolni (PC 2700, Eutech Instruments)

* Tiepaka (Labnet)
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5 Vysledky
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6 Diskuze
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7 Zaveér

V teoretickécasti prace byly na zaklaadlostupné odborné literatury shrnuty poznatky
0 problematice signalizace priminictvim signélnich kaskadd mitogenem-aktivovanych
proteinkinaz sdrazem na jejich funkci v rostlinném organismu. Fo@s byla samotna
struktura signalnich kaskad aipéh signalizace. Pozornost bylanovana také jeim, ktere
tyto signéini kaskady ovliwji. V zawru byly rovreZz v kontextu pedchozichéasti striné
shrnuty poznatky tykajici se btimého d@leni u rostlin.

V experimentalngasti byly studovany rostling. thalianas mutaci v genu pro MPK6
(mpk6-4 a mpk6-4 + MPKE6ABFRa kontrolni linieA. thalianadivoky typ, ekotyp Columbia
(Col-0). Pozornost bylasmovana usp@dani piduchi v epidermis kidnych listi. Studovan
byl celkovy fenotyp semeiél, kdy hlavni pozornost bylaémovana jejich kiemm.
Koteny byly rovrez pozorovany na buwtiné a subbuttné udrovni. Pomoci lipofilniho
barviva FM4-64 bylo studovano ugpdani budk vramci primarniho kiene.
Pro studium organizace a orientace mikrottibulbuikdch primérniho kiene bylo uZito
imunofluoresce&ni barveni pomoci metody ,whole mount*“. Tato metbgia rovréz vyuzita
pii studiu lokalizace MPKG6 v hikach primarniho kiene a jeji kolokalizace sznymi
bung¢nymi strukturami. Prosednictvim &chto pozorovani byly potvrzeny vysledky, které jiz
byly popsany v tiv¢jSich publikacich zabyvajicich se touto problen@iikV praci bylo
rovreéZz dosazeno novych poznatkykajicich se mutantni linienpk6-4 + MPKG6AEF
které mohou byt ifinosem pro lepSi pochopeni tlohy aktivace MPK6ocesech, do kterych

je zapojena.
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9 Seznam pouzitych symbal a zkratek

A

A. thaliana

ADP

AtDsPTP1

AtMPK4

ANP 1/2/3

AT oblasti
ATP

BCK1

BSA

DAPI

DMSO

DNA

DSP

EGTA

alanin
Arabidopsis thaliana
adenosindifosfat

dvojit specificka fosfatadza Arabidopsis thaliangz anglického
Arabidopsis thaliandual Specifity Protein Tyrosine Phosphatase)

mitogenem-aktivovana protein kinaza 4 ulfidopsis thaliana
(z anglickéhdArabidopsis thalianaviitogen-Activated Protein
Kinase 4)

mitogenem-aktivovana proteinkindza kankindza ANP 1/2/3
(z anglického Arabidopsis Homolog of Nucleus- and

Phragmoplast-Localized Protein Kinase 1/2/3)
oblasti DNA bohaté na adenin a thymin
adenosintrifosfat

mitogenem-aktivovana proteinkindza kinazaakenu kvasinek

(z anglického Bypass of C Kinase 1)

howzi sérovy albumin (z anglického Bovine Serum Alboe)i
kyselina asparagova

4’ ,6-diamin-2-fenylindol

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

dvojit specifické fosfatdzy (z angliského Dual Specifity
Phosphatases)

kyselina glutamova

ethylenglykolbis-(2-aminoethylether)tetraoctova kyselina

63



F fenylalanin
FM4-64 N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(6-(4-(digtlamino)fenyl)
hexytrienyl)pyridinium dibromid
Fus3 mitogenem-aktivovana proteinkindza u kvasinek
(z anglického Cell Fusion)
H histidin
I izoleucin
IgG imunoglobulinitidy G
K lysin
kys. kyselina
L leucin
P prolin
PBS fosfatovy pufr (z anglického Phosphate Butiealine)
PIPES piperazin-N,Nbis(2-ethansulfonova kyselina)
MAP protein asociovany s mikrotubuly
(z anglického Microtubule-Associated Protein)
MAP-2 protein asociovany s mikrotubuly 2
(z anglického Microtubule-Associated Protein 2)
MAPG65-1 protein asociovany s mikrotubuly 65-1
(z anglického Microtubule-Associated Protein 65-1)
MAP3K, MAPKKK, MEKK mitogenem-aktivovana proteinkaza kinaza kindza

(z anglického Mitogen-Activated Protein Kinase Kse&Kinase)

MAP2K, MKK, MEK mitogenem-aktivovana proteinkinakamaza

MAPK, MPK

(z anglického Mitogen-Activated Protein Kinase Ksea

mitogenem-aktivovana proteinkinaza (z keciggho
Mitogen-Activated Protein Kinase), dle kontextu e§ecrt uzivano

rovnéz pro celou signalni kaskadu
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MEKK1
MKK2, 4, 5, 6
MPKS, 4, 6
MRNA

MS médium

MTSB

NACK-PQR

NLS

NPK1

NQK1

NRK1

NTF
Obr.

PAMP

PPB

RAF

RAF1

mitogenem-aktivovand proteinkinaza kinazadaa 1
mitogenem-aktivovand proteinkinazadda 2, 4, 5, 6
mitogenem-aktivovana protein kindza,% 4
mediatorova ribonukleova kyselina

Murashige & Skoog médium

pufr stabilizujici mikrotubuly (z anglickéhidicrotubules Stabilizing
Buffer)

kaskada mitogenem-aktivovanych proteiékin tabaku aktivovana
prostednictvim NACK1 (z anglického NPK1-Activating Kinasl),
skladajici se z NR1/NQK1/NRK1

jaderny lokalizeni signal (z anglického Nuclear Localizing Signal)

mitogenem-aktivovaateinkinaza kindza kinaza u tabaku

(z anglického Nucleus and Phragmoplast-Localizexder Kinase 1)

mitogenem-aktivovgéteinkinaza kinaza u tabaku
(aktivovana NPK1, Q nasleduje v abeted P)

mitogenem-aktivovana proteinkindza u tabaku
(aktivovana NQK1, R nasleduje v abe¢gd Q)

jaderny transportni faktor (z anglického Naeleansport factor)
obrazek

molekularni komplexy asociované s patogeny

(z anglického Pathogen-Associated Molecular Patjern
preprofazni svazek (z anglického Preprophasel B
arginin

mitogenem-aktivovana proteinkindza kinaza kmRAF

(z anglického Rapidly Accelerated Fibrosarcoma)

mitogenem-aktivovana proteinkindza kindzaékanRAF1

(z anglického Rapidly Accelerated Fibrosarcoma 1)
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RNA

RT-PCR

Steb5

Ste7

Stell

T-DNA

uUv-B

YODA

ribonukleova kyselina

zptna polymerazovéetézova reakce (z anglického Reverse

Transcription Polymerase Chain Reaction)
serin
mitogenem-aktivovana proteinkindza u kvas{aednglického Sterile)

mitogenem-aktivovana proteinkindza kindzaasikek

(z anglického Sterile)

mitogenem-aktivovana proteinkindza kinanaza u kvasinek

(z anglického Sterile)

threonin

transferova DNA (z anglického Transferred AN
stredrevinné ultrafialové zéeni

libovolna aminokyselina

tyrosin

mitogenem-aktivovana proteinkinaza kinazadkia 4
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