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Anotation:

TBNL1 is a nuclease with antitumor activity. The mgpal of this work was to estimate
how TBN1 and its modificated variants are stabléhim “leaf factory” system used for its
production and whether it can be enhanced or infled by chosen potential
“modificators” i. e. silencing supressors, trangtan factors, glycosyltransferases and
kinasesNicotiana benthaminglants were infiltrated with the mixture afgrobacterium
tumefaciensstrains bearing the nuclease plant expressiororgeeaind co-infiltrated with
the “modifying” vectors. The nuclease and protemalgses revealed that nuclease TBN1
wt and its modificated variants are stable in tlsedu“leaf factory” system as to their
molecular mass, only quantitative changes werectite Expreximents showed that
activity and production of the nucleases increagpdn coinfiltration with silencing
supressor and decreased upon coexpression with erchdsanscription factor.
Glycosyltransferases and kinases influenced agtaiid production only insignificantly.
The experiments also revealed that modificated amési of TBN1 have different
molecular weight suggesting that different N-glydaton domains have different length
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planta seems to be suitable for production for study ofitamor activity of these
nucleases.
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1. UVOD

Rakovina je celostové hlavni gic¢ina amrti. Napiklad v roce 2004 zetalo na
rakovinu 7,4 milior lidi (to je asi 13 % vSech umrti)idtipoklada se, ze tentodaed bude
stoupat. Odhadovany et umrti  vroce 2030 je 12 milién
(http://www.who.int/mediacentre/ factsheets/fs2@fifeex.html, 6. 7. 2010).

Tato cisla gispivaji k hledani novych #gohi Iécby rakoviny. Nukleolytické
enzymy jako ribonukleazy (RNazy) piatmezi mozné alternativy k nemutagennim
protinadorovym |ékm a chemoterapeutikn (nag. prehledny ¢lanek MatousSek a
MatouSek, 2010). V minulosti byly studovany hl&vivocisné RNazy, najklad howzi
pankreatickd RNaza A, lidsk& pankreatickh HRNazax4i seminalni RNaza (BS-
RNaza) (nap prehledny ¢lanek MatouSek, 2001). Onkonaza, RNaza ze skokana
levhartiho Rana pipieny je v sodasné dob ve fazi Ill klinickych pokug pro I&bu
maligniho mezoteliomu (Favaretto, 2005). Zatogeprotirakovinnymi vlastnostmi vSak
puvodu Wetne BS-RNazy a onkonazy (nafMatouselket al, 2003).

Protinadorové &inky byly popsany i u rostlinnych nukleaz. Jejiabxitita pro
normalni zZivéisné a lidské hitky je mensi ve srovnani s ziisnymi enzymy. Pro
Zivocisné a lidské nadory je antiproliférd aktivita rostlinnych enzyitémet desetkrét
aktivita rostlinnych enzyifn byla prokazana naiklad pro nador neuroblastomu
(Matouseket al, 2009) nebo pro karcinongldzniho hrdla (Nawroét al, 2008).

Protinadorovy potenciah vitro byl popsan u &kolika RNaz z vyssSich rostlin,
nagiklad ribonukleaza z kene ZenSenuP@nax notoginserjg semen tykve Gucurbita
moschatqa nebo listt pSenice (WLN-RNaza). Kroén toho byly zaznamenany
protirakovinné vlastnosti u nukledzy z mléka viagniku (Chelidonium
majug, vyhonki fazole ,mung bean“Rhaseolus aurensPhA), pylu borovicecerné
(Pinus nigra PN) a chmeleHumulus lupulusHBN1) (MatouSek a MatouSek, 2010).

Protinadorové ¢&inky byly také popsany u nukleazy TBN1 zéetp
(Lycopersicum esculentgn{MatouSek et al, 2010b), ktera inhibuje nador lidského
melanomu a karcinomu prostaty.

Pokud by se rostlinné nukleazy pouzivaly préetd, bylo by nutné pravovat
stabilitu jejich modifikovanych ifirozenych forem produkovanych v rostlinach. TBN1 je

glykoprotein, k jehoz strukturni stabdita biologické aktivié prispiva N-glykosylace



(MatousSek et al, 2010b). Studium exprese fifozené nukleazy a jejich N-
deglykosylovanych mutaitby mohlo pispét k pochopeni jeji biogeneze.

V této praci vyuzivhme pro studium biogeneze nuklesystém pracown
ozn&ovany terminem ,leaf factory". Timto pojmem se nodu systém transientni
exprese Vv listech druhuNicotiana benthamiana jez jsou infiltrovany kmeny
Agrobacterium tumefaciensesoucimi geny proffpravu rekombinantni nukleazy. Tento
zpusob gipravy nukledzy pro dely jejiho vyuziti v lékéstvi je patentovan pod
PV 2008-384 "Rekombinantni rostlinna nukledza jagmotinddoroveé terapeutikum
S nizkymi nezadoucimic¢inky". Pro uvedené studium v mé praci kombinujeraaygpro

nukleazu s geny, které jsou potencialnimi modifikalistového metabolismu.



2. CIL PRACE

Cilem prace bylo sledovat produkci a stabilitu nfidivanych a pirozenych
(,wild type“) nukledz i jejich expresi v systému ,leaf factory" s pouitidruhu
Nicotiana benthamiana

Pro systém ,leaf factory* byly pouzity koinfiltraceybranymi geny potenciain

modifikujici glykosylace a fosforylace a regéé faktory nenici rostlinny metabolismus.



3. LITERARNI P REHLED

3.1 Rostlinné apoptotické nukleazy

Endonuklazy hraji kiovou roli v replikaci, reparaci, rekombinaci a pragované
bung¢né smrti, kterd zahrnuje destrukci jadra u jednéceburgénych organisra (nag.

piehlednyclanek Aleksandrushkina a Vanyushin, 2009).

3.1.1 Nukledzy zapojené v programovaneé kiné smrti u mzznych orgam béhem
vyvoje rostliny

Rostliny vyuZivaji programovanou hbtimou smrt jako jeden z mechanism
nutnych pro normalni vyvoj dmem ontogeneze. Je pozorovan# (iferenciaci
specializovanych bwhk (nagiklad suspenzor nebo tapetum) a v organové moréxien
béhem tvorby funkné jednopohlavnych kita z oboupohlavnych primordii neborip
vzniku tvaru listuprehlednyglanek Aleksandrushkina a Vanyushin, 2009).

Jedna z nukleaz zapojenych do vyvojestkvje BMN (34 kDa), ktera byla
izolovana z mikrospor {gnene Hordeum vulgarelL.; Vischi a Marchetti, 1997).
Marchetti et al. (2001) zjistili, Ze BMN pi inkubaci s intaktnimi jadra §enene
indukovala internukleosomalni fragmentaci chromatidnalyza substratové specifity
BMN ukéazala, Ze 8pi hlavre ssDNA, ale miZze hydrolyzovat i RNA. Redpoklada se, ze
BMN Stpi DNA v buikach tapeta éhem segregace tetradimz napomaha uvodmi
mikrospor z prasniku.

DalSi giklad programované bgtné smrti Bhem vyvoje u rostlin je degradace
pletiva nucellu (maternalnich b&klemujici zarodény vak a zanikajici v prvnich stadii
vyvoje embrya). Analyza DNA pletiva z vyvijejicide zrn pSeniceT¢iticum aestivum
L) 5 — 20 dni po kveteni ukdzalafitpmnost ,DNA Zebicku“, coz swed¢i o
internukleosomové fragmentaci DNA (jedné ze znampedgramované buné smrti)
v maternalnich pletivech (Domingueet al, 2001). Nukleolyticka aktivita byla
zaznamenana jak v j& tak v cytoplasth burék nucellu, ale nebyla zji&a v
endospermu (Dominguez al, 2006).

K degeneraci endospermu dochézikatika stadiich. V prvnim stadiu vyvoje zrn
je buré¢ny obsah v endospermu nahrazen Skrobem a zasolpmotginy. K tomuto

procesu dochazi asynchr@éna netyka se povrchové vrstvy ln které diferencuji



v bunky aleuronové vrstvy a které si uchovavaji ve zrmal&né svoji Zivotaschopnost
(nap. prehlednyclanek Young a Gallie, 2000).¢Bem tohoto stadia byly u kukdnych
zrn nalezeny endonukleazy s molekulovou hmotnd6;336 a 38,5 kDa (Younet al,
1997).

DalSi stadium degradace souvisi secatkeem klEteni semen a aktivaci
aleuronovych bukk vyluéujici amyldzu a jiné hydrolazy do endospermu. Tgmaymy
provadi kon&nou degradaci zasobnich Bknnag. prehlednyélanek Fathet al, 2000).
Ze zrn j€émene byla izolovana a purifikovana nukleaza I, &ter vyllwtovana bikami
aleuronové vrstvy dhem druhého stadia degradace endosprermu (Bedvai, 1987).
Tento glykoprotein s molekulovou hmotnosti 36 kiyazuje RNézovou, DN&zovou i 3-
nukleotiddzovou aktivitu. Pozf byl Aoyagiem et al. (1998) klonovan gerBEN1
koduijici tuto nukleazu.

Ve tietim stadiu degradace endospermu je programovawgérnzusmrt v bitkach
aleuronové vrstvy spojena s kondenzaci chromatiftagmentaci DNA pod kontrolou
giberelinu a abscisové kyseliny (Waagal, 1998). Nejvyssi aktivita BEN1 (33 kDa) a
nejvyssi arove jeji mMRNA se shoduje se &itkem degradace DNA ighlednyc¢lanek
Fathet al, 2000).

He a Kermone (2003) zjistili, Ze haploidni megagify degraduje &hem fistu
semendku smrku sivéhoRicea glaucd K zaniku megagametofytu dochazi postupd
burgk, které jsou nejblize kinku u mikropyle, a buik, které tvdi okrajové a vnini
vrstvy chalazalniho polu. Bgdnd smrt je doprovazena fragmentaci jadra,
internukleosomalnim &veni DNA a postupnou aktivactkolika nukledz.

Typickym pikladem programované b&mé smrti u vySSich rostlin je
diferenciace butk prokambia a kambia na trachealni elementgh{lednyclanek Fukuda,
1997). Ito a Fukuda (2002) ukazali, Ze nukledza ZENostlinyZinnia elegangsobi

piimo pi degradaci jaderné DNA¢hem vyvoje trachealnich elemént

3.1.2 Nukleazy zapojené v programovaneé hidné smrti hem senescence

Senescence je kot stadium Zzivotniho cyklu jednotlivych ordar(lista,
korunnich listk) nebo celych monokarpickych rostlin. Tento progesharakteristicky
komplexni organizaci a koordinaci &mv burééné ultrastruktie a metabolismu. £&na

pod @isnou kontrolou signalnich kaskad, které spustingnv genove expresi a de novo



syntéze protein Senescence se€astni hlav hydrolyzické enzymy schopné degradovat

makromolekuly (nap ptehlednytlanek Aleksandrushkina a Vanyushin, 2009).

Napiklad Blank a McKeon (1989) zaznamenali nukleazovaiktivitu
v poslednich starnoucich listech pSenicEriticum aestivumL.) béhem pirozené
senescence a ¥ldznich listkach semetiéu pSenice P senescenci indukované tmou.
Molekulova hmotnostéthto nukleaz, které preferuji jako substrat jedakel/é nukleové
kyseliny, se pohybovala od 32 do 38 kDa.

Apoptoticka nukleaza, kterd je specificky indukozdithem senescence list
byla nalezena i u ré&gte (ycopersicon esculentymTento enzym, LeNUC1 (41 kDa),
muze degradovat jak RNA tak DNA. U taje byla je&t identifikovana biochemicky
piibuzna nukleaza LeNUC2 (39 kDa), ktera fégmna cely vyvoj listu. Redpoklada se,
Ze LeNUC1 je glykosylovana forma LeNUC2. K tétolgigylaci pravdpodobré dochazi
jen bihem senescence (Lersal, 2001).

Apoptotické degradace DNA se pra&pddobré G¢astni i endonukleazy WEN1
(Fedoreyeveet al, 2007) a WEN2 (Fedoreyew al, 2008) izolované ze starnoucich
koleotili pSenice Triticum aestivunlL.). WEN1 &inngji hydrolyzuje metylovanou DNA
(Fedoreyevaet al, 2007). Naopak WEN2 ipdnost® S&pi nemetylovanou DNA
(Fedoreyevat al, 2008).

V souvislosti se senescenci Perez-Armadr al. (2000) identifikovali u
Arabidopsis thalianayenBFNL V koifenech, listech a stoncich byla Gra\B=N1 mRNA
velmi nizka nebo nedetekovatelna. Naopak &tésh a Bhem senescence lisa stonk
byla jeji hladina relativlh vysoka. RovdZz aktivita nukleazy BFN1 (38 kDa) byla
indukovana Bhem senescence lisa stonk.

Jednim typem programované Buné smrti je senescence korunnich fistk)
starnoucich korunnich lisikPetunia inflatabylo detekovano & nukledz s molekulovou
hmotnosti od 28 do 50 kD&tyii z nich 3&pily jak ss tak ds DNA a péata jeeims
ssDNA specificka (Xu a Hanson, 2000).

3.1.3 Nukleazy pisobici #hem PCD i tvorbé adaptivni odpodi

Tolerance rostlin na biotické a abiotické stresda&tory je utena fadou
adaptivnich odpaxdi a jednou z nich je programovana &ma smrt. Bsobeni &chto

faktoni na hranici tolerance kiy vyZaduje rychlou ochrannou odpaa zahajeni smrti



postizené biky, ¢imz jsou zaji&tny nejmensi ztraty a rychla eliminace nastedkesu
(nap. prehlednyclanek Aleksandrushkina a Vanyushin, 2009).

Mezi procesy spojené sditlym typem apoptézy p#tizolace patogena (hub,
bakterii, vifi atd.) vrstvou mrtvych buk. Nagiklad Mittler a Lam (1995) zjistili, ze
programovana buina smrt, ke které doSlaihem hypersenzitivni odpeési burgk lista
tabaku infikovanych virem mozaiky tabaku, je do@mena zvySenim aktivity nukleazy
NUCI (100,5 kDa), NUCII (38 kDa) a NUCIII (36 kDa).yto enzymy jsou schopny
degradovat ss i ds DNA.

Z abiotickych faktoit muze indukci apoptotickych nukledz vyvolat igad
zvySena koncentrace soli v médiu. \idioové Spice ryze, ve které byla programovana
burg¢nad smrt vyvolana zvySenou koncentraci NacCl, tala bgentifikovana nukleaza
OsNuc37 (37 kDa) a OsCyt20 (20 kDa) (Jiabgl, 2008).

Pro rostliny je stresovy faktor i ozon. V listecbstlin vystavenych ozonu se
zvySila RN4zova aktivita. \&thto listech byla zjigha gitomnost dvou nukledz (39 a 34),
které byly schopny &pit RNA i DNA, a i RN&z (20, 23 a 25 kDa) (Booker, 2004).

Apoptotické funkce rostlinnych nukleaz patrrsouvisi s jejich vysokym
potencialem degradovat RNA a DNA. V nedavnédbily zjiS&ny apoptotické efekty
rostliinych nukleaz v zivé&iSnych systémech.

3.2 Antiprolifera ¢ni a protinadorové inky rostlinnych nukleaz

V souvislosti s protinadorovymi ¢inky nukledz byly v minulosti zkoumany
hlavre ZivocisSné enzymy, fedevSim BS-RNaza a onkonaza (naprehledny ¢lanek
MatouSek, 2001). Jejich nevyhodou jsou alé&itércytotoxické vedlejsi dinky (nag.
MatouSeket al, 2003).

Protinadorové &inky byly zaznamenany i u rostlinnych nukleaz, ifidpd
nukleadzy PN (Lipovovét al, 2008) z pylu borovicéerné Pinus nigrg, rekombinantni
chmelové nukledzy HBN1 (MatouSe&t al, 2009) nebo rekombinantni &ajové
nukleazy TBN1 (MatouSeét al, 2010b).

Pro lidskou ML-2 nadorovou bgdnou linii in vitro byly inhibicni (¢inky nukleaz
PN, HBN1 a TBN1 ve srovnani s BS-RNazou pouze megafl.ipovovaet al, 2008;
MatouSeket al, 2009; MatousSekt al, 2010b).



Na druhou stranu ale vykazovall

control

podstatnou protinadorovou aktivifa vivo pro
nador lidského melanomu (obr. 1), ktery nes
athymické mysi (nu/nu), a navic tyto rostlinr

nukleazy dosahly v porovnani s BS-RNaz(

stejnych  dinkd, ale v desetkrat nizs
koncentraci (Lipovovét al, 2008; MatouSelet

al., 2009; MatousSelet al, 2010b). V porovnani il

s kontrolnimi  mySmi s nadorem Iidskéh‘

melanomu, kterym byl aplikovan jen pufr PB! E T -
se nadory zmensily o 56 % vipadt pasobeni =~ f’

PN (Lipovovaet al, 2008) a o0 60 % vifpadt ,.../ |

TBN1 (MatouSelet al, 2010b).

Silné antiproliferani  &inky  byly
, . . .., Obr. 1: Kontrolni (,control*) athymicka
zaznamenany i vifpad aplikace na jin€ mys svelkym nadorem lidského

melanomu po aplikaci PBS (7%
intraven6zi). TBN1 myS injikovana 7x

rostat a HBN1 nador neuroblaston intravenozg 15 pg rekombinantni TBN1
P y + PEG (maly nador, MatouSekt al,

(MatouSeket al, 2009). 2009).
Vedlejsi &inky byly hodnoceny podle embryotoxické aktivity. RN, HBN1 a

tumory. TBN1 inhibovala nadory rakovin

TBN1 byla pozorovana mensi embryotoxicita nez uR&zy (Lipovovéet al, 2008;
MatouSeket al, 2009; MatouSelet al, 2010b). Degradace tumoru vlivem nukleaz byla
také doprovazena ubytkem vahy u BS-RNazy (asi 1&a%)HBN1 a TBN1 (asi 3 %)
(Matouseket al, 2009), ale ne u PN (Lipovowi al, 2008).

3.3 TBN1

TBN1 (tomato bifunctional nuclease 1) je rostlinmékleaza, jejiz zvySena aktivita
byla pozorovana v listech t&te (ycopersicum esculentyminfikovaného viroidem
PSTVd. Redpoklada se, jeji zvySena exprese vyvolana vinigdede k apoptoze bék
cévniho systému rostliny (MatouSekal, 2007hb).

Biochemické a strukturni vlastnosti rekombinantBNIL byly ugeny Podzimkem
et al. (2011). TBN1 je schopnag&git jednovliaknovou i dvouvlaknovou RNA i DNA.
Nukledza obsahuje signalni sekvenci, kter&feem maturace proteinu oggena. TBN1
je glykoprotein s molekulovou hmotnosti 37,2 kDaa Nolyakryamidovém gelu

odpovidal TBN1 je&t prouzek o velikosti 35,4 kDa, coz nazog pitomnost dvou



forem rekombinantni TBN1, které mohou byt v rostth syntetizované. Nukleaza
s menSi molekulovou hmotnosti se liSi v N-glykosilapozicich N94, N112 a N186.

3D modelovani (obr. 2) na zakkdomologie ukazalo, Zze TBN1 je podobna
nukleadze P1 Pennicillium citrinum ktera byla pouzita jako templat a ktera takéipa
rodiny nukleaz | a sdili 28% sekwar shodnost s rekombinantni TBN1i Rodelovani
se také zjistilo, Ze TBN1 mé disulfidické mistky (tedy o jeden vic nez P1) (Podzimek
et al, 2011). Nkteré shodné strukturni vlastnosti TBN1 a P1 bybtvieny i ze
srovnavani krystél(Dohnaleket al, 2011).

P1 TBN1

Obr. 2: 3D model rekombinantni TBN1 a P1. Na obrazku jsoézorgny asparaginy s N-
glykosylanimi misty (ozn&enodisly) a disulfidické mistky (tva‘ené Zlutou &ernou kouly).
Molekula P1 nukledzy obsahuje 2 disulfidickéstky na rozdil od TBN1, ktera obsahuie t
disulfidické mistky. Oligonukleotidovd molekula nukledzy P1 ukazpijistup k aktivnimu
mistu (Podzimelet al, 2011

Purifikovand rekombinantni TBN1 je potencidlni jmatlorovy agens
s podstatnou molekularni stabilitouwteins termostability. Ke strukturni stabiit a
biologické aktivie pravdpodobr prispiva jednak stabilizace polypeptidovétexzce
disulfidickymi vazbami a jednak posttransia N-glykosylace (MatouSedt al, 2010b).

Vliv N-glykosylace na konformai stabilitu a toxicitu pro rakovinné bky byl
prokdzan u Zivéisné onkonazy. Onkonaza je v gasné dob ve fazi Il klinickych tesk
jako rakovinné chemoterapeutické agens. Navzdaggrj, Ze onkonaza obsahuje N-

vazané glykosykani misto, dodnes byla identifikovana jen neglykosgha forma tohoto



proteinu. Byla ale vytvi@na rekombinantni glykosylovana onkonaza. Glykasyla
onkonazy v pozici N69 nejen vysoce zvysSila (az 80kjeji toxicitu pro nadorové liky
K-562, ale navic je spojena se zvySenim konfémhatability nukledzy. To naztiaje, Ze
zvySeni stability je zodp@dné za obrovskou cytotoxicitu (Kiet al.,2004).

3.4 Glykosylace bilkovin

Je Zejmé, Ze pro biochemické funkce rostlinnych apogigth nukledz jsou
nezbytné utité posttranskéni modifikace. Z 200 znamych kovalentnich modifikgou
nejbsznejSi typy kovalentnich adic fosforylace, acylac&kytdce, glykosylace a oxidace
(Walshet al, 2005). Jednotlivé procesy jsou katalyzovamiglpSnymi posttranstaimi
enzymy. NejsloZijSi a zérové energeticky nejnakladjsi modifikace proteitr je
glykosylace (Lehlest al, 2006).

Glykoproteiny jsou bilkoviny obsahujici kovaledtmazané oligosacharidy, které
se skladaji ziznych monomer a které jsou &sSinou \&tvené (Lehleet al, 2006).
Monosacharidové jednotky jsou vzajefrspojené glykosidovymi vazbami, které vznikaji
mezi anomernim uhlikem C(1) jedné jednotky a skopi®H druhé jednotky (Voet a
Voetova, 1995). Cukerna slozka se rovna asi 20 %katové hmotnosti, ale fize Cinit
v nekterych gipadech az 90 % (Lehkt al, 2006). Glykoproteiny jsou tené k sekreci,
zabudovani do membran nebo k ugristuvnit membranovych organel. Glykosylace a
Uprava oligosacharidse vyznamé podili na jejich ftidéni a distribuci na misto jejich
urceni v buice. Jejich polypeptidové slozky jsou syntetizovang ribosomech a
upravovany vazbou a modifikaci oligosachar(ffoet a Voetova, 1995). Cukerné slozky
neneni pouze fyzikals chemické vlastnosti proteinu, ale jsou také zapomo iznych
funkci proteir jako napiklad do bugcné lokalizace, bugného cyklu, kontroly kvality
proteini a do interakce ligarid(Lommel a Strahl, 2009). Kovalentni glykosylacetpimi
je pomerné vzacna u prokaryot, ale zcel&Zba u eukaryot. Znamy jsou C-, O- a N-
glykosylace, ale C-glykosylace, a zviStmanosylace C2 indolového kruhu
tryptofanovych zbyti, je docela vzacna (Walgt al, 2005).

N-vazané oligosacharidy jsou navazané na polypepjfidiettzec N$-D-
glykosidovou vazbou na zbytek asparaginu v sekv&aiX-Ser nebo Asn-X-Thr, kde X
je kterdkoli aminokyselina kro&prolinu.

O-vazané oligosacharidy jsou vazan&etzec polypeptidu Q+D-glykosidovou

vazbou na serin nebo threonin nebo na 5-hydroxylfoet a Voetova, 1995).
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3.4.1 N-glykosylace

N-glykoproteiny eukaryot jsouélinejSi a maji typicky komplex)si strukturu a
stavbu nez O-glykoproteiny (Walsét al, 2005). Glykoproteiny s N-glykosidovymi
vazbami vznikaji v endoplasmatickém retikulu a jsidle upravovany v Golgiho aparatu
(Voet a Voetova, 1995). VSechny N-glykany maji gpobu minimalni strukturu
MansGIcNACc,. Podle substituci na toto jadro navrhuji Lerowgeal. (1998) rozdlit
rostlinné N-glykany nejen na N-glykany s vysokymsabem mandzy a komplexni N-

glykany, ale jestna N-glykany s nizkym obsahem mandzy a hybridgiykany (obr. 3).
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Obr. 3: Struktura &) N-glykani s vysokym obsahem manodzy z M@icNAc, na
ManyGIcNAC,, (b) komplexni typ N-glykaf, (c) N-glykani s nizkym obsahem manézy

Mans(Xyl)(Fuc)GIcNACc, a d) hybridni typ N-glykad
GlcNAcMans(Xyl)(Fuc)GIcNAG, izolovanych z rostlinnych glykoprotedin(Lerougeet
al., 1998.

Syntéza sacharidovych sloZzek N-glykoproteiprobihd vectyiech zékladnich
krocich: 1) syntéza dolicholu (lipidového prekurnzmligosacharidu), 2)ipnos tohoto
prekurzoru na Nktskupinu asparaginového zbytku rostouciho polyplept8) odstragni
nekterych sacharidovych jednotek prekurzoru a 4) sagéicharidovych zbyikna zbylé
jadro oligosacharidu (Voet a Voetova, 1995).

Pti syntéze dolicholového prekurzoru jsou na rostalgkolipid postupg vazany
monosacharidové jednotky specifickymi glykosyltf@ngzami za vzniku spaiaé

struktury — jadra (Voet a Voetova, 1995), jak j@zorreno na obrazku 3.
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Obr. 4: Biosyntéza lipidem vazaného oligosacharidu #nps nascentniho peptidu VER u
Saccharomyces cerevisiabla obrazku jsou vyziany identifikované ALG geny pro pislusné
glykosyla&ni reakce. Syntéza &ad na cytoplasmatické stiars UDP-GIcNAc a GDP-Man jako
glykosylovymi donory (UDP = uridindifosfat, GDP wgnosindifosfat). Heptasacharid M&tcNAc,-
PP-Dol je pak fenesen na v stranu s pomocRft 1 a je prodlouzen na lipidem véazany
oligosacharid GlgManyGIcNAc,-PP-Dol pouzitim Dol-P-Man a Dol-P-Glc. Oligosadhdaie pak
pienesen na aminoskupinu asparaginovych Zbytk sekvenci Asn-X-Ser/Thr nascentnich
sekretovanych protein Tato reakce je katalyzovana oligosacharyltradgfen OST (zakladni geny
deviti podjednotek jsou vyztany tné). Mandzové jednotkycerver®) jsou ziskany z GDP-Man,
zatimco man6zové skupiny (Z)tsou derivovany z Dol-P-Man; Glc zbytkg) jsou z Dol-P-Glc. GN

= acetylglukosamin, M = manéza, G = glukdza, DadieR nebo Dolichol-PP (Lehlet al, 2006).

Protein je syntetizovan ribozomy fipojenymi KER a je fenesen
transmembranovym kanalem (komplex Sec61) déveR. Sacharidova@ast Dol-PP-
GIcNAc,ManygGlc; je nasleda pirenesena jako celek na nescentni polypeptideiygec.
Za tento penos je zodpasdné aktivni centrum oligosacharyltrasferazy (OSKI¢ra se
nachazi na vnini stragk ER. OST rozpoznavd aminokyselinovou sekvenci agpiaX-
serin/threonin (Asn-X-Ser/Thr). Glykosylovano je 66 tchto sekvenci. Einnost
glykosylace ovliviuji aminokyseliny uvnita okolo této sekvence, pozice sekvence
v peptidovémietzci, stup@ sloZeni proteinu a dostupnost sacharidu dolictéiov
prekurzoru (Lehlet al, 2006).

N-vazané sacharidy hraji rozhodujici tlohu jakaalgani slozky (Lehleet al,
2006). Po navazani na protein je oligosacharidovgkyrzor GlgMangGIcNAC,
modifikovan glykosydazami a glykosyltransferdzantdhém transportu glykoproteinu
sekréni drahou na kormé umisini. GlgMangGIcNAC, je nejprve v ER podroben
odsSepeni 3 koncovych glukozovych jednotek, které jeakatovano glukosidazou | a |l
(Lerougeet al, 1998).
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Dokud jsou na naynasyntetizovaném proteindifmmny glukézové zbytky, neni
tento protein femistn na kompartment Golgiho aparatu. Jestlize proteini spravé
sloZzen i po odstrami tii gluk6zovych zbytk, potom je rozpoznan UDP-Glc-glykoprotein
glykosyl transferazou (UGGT), kteraigobi jako senzor skladani a reglukosyluje
oligosacharid MagGIcNAC, jednou glukozovou jednotkou. Takto protein ziskadsd
moznost dosdhnout své nativni 3D struktury (Legtlal, 2006).

Skladani protein je usnhaddéno miznymi chaperony. D&asré vytvoreny
monoglukosylovany glykan GiMangGIcNAC, je rozpoznan lektinovym chaperonem,
kalnexinem (CNX) a jeho rozpustnym homologem ki#wtinem (CRT). CNX a CRT
pomahaji pi skladani glykoproteiin posilenim proteinem ERp57 (ER-60). Tento cyklus,
ktery se sklada z glukosidazy 1, UGGT a CNX/CR&,rmzyva CNX/CRT cyklus (obr.
5) a hraje rozhoduijici ulohu v kontrole kvality gbproteinu v ER (Takedet al, 2009).
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Obr. 5: Uprava glykoproteith a schematicky diagram CNX/CRT cyklu, mechanismus
kontroly kvality glykoproteifi v ER (Takedal al., 2009).

Po opakovanych pokusech skladani jsowsigpsiozené glykoproteiny vypusty
z CNX/CRT cyklu a transportovany do Golgiho kompleiaproti tomu Spatnslozené
glykoproteiny jsou feneseny z do cytosolu a degradovany v proteosomech. Tento
proces degradace pomoci ER se nazyva ERAD (,ERc@a$ed degradation”) (Takedd
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al., 2009). Aby bylo dosazeno degradace, proteiny ropsistit ER komlexem Sec61
(stejnym kandélem, ktery dovoluje nascentnim prateym rettzcim vstoupit do ER

béhem jejich biosyntézy). V cytosolu je protein¢emy k rozloZzeni polyubiquitinovan
(Lehleet al, 2006).

Rostlinné N-glykany mohou byt dale modifikovany wl@ho komplexu na
komplexni N-glykany Bhem transportu glykoproteinucis pres stedni dotrans cisteren.
Nejprve jsou odstramy jeden aZtyii a(1,2)-mandzové zbytky za vzniku M#BIcNAC,.
Potom za&ne biosyntéza komplexnich N-glykaadici prvniho N-acetylglukosaminového
zbytku. Tento krok je katalyzovan N-acetylglukosayhitransferazou | (GNT 1) za
vzniku GIcNAcManrGIcNAc,. Potom jsou dva dalSi mandzové zbytky odsingn
z GlcNAcManGIcNAc, a-manosiddzou 1l o-Man II) a jiny wvrgjSi N-
acetylglukosaminovy zbytek jergnesen N-acetylglukosaminyl transferazou Il (GNT I
na o(1,6)-mandzovoucast. Vtomto stadiu dze dojit k a(1,3)-fukosylaci ap(1,2)-
xylosylaci jaddra MagGIcNAc, za vzniku rostlinnych specifickych N-vazanych gipk
(Lerougeet al, 1998).

Po genosu xylozy a fukdézy na jadro mohou byt komplekhglykany dale
upravovany adici koncovych fukézovych a galaktézobvygbytki. Po maturaci v ER a
Golgiho komplexu mohou byt komplexni N-glykany déiedifikovany Ehem transportu
glykoproteinu do nebo na kompartment jeho cilowétista (Lerouget al, 1998).

Oligosacharyltransferaza, glykosyltransferazy akggydazy postuph pienasi a
modifikuji N-vazané glykany v ER a&bem transportu glykoproteinu na jeho cilové misto.
Velka heterogenita N-glykosylace u rostlin nairje, Ze tizné parametry mohou ovlivnit
acinnost N-glykosylace. Tato heterogenita je jigt na tech Gznych drovnich: peet
glykanovych postrannicketzci, rozsah modifikace glykd@nraznych postrannicketézci
stejného glykoproteinu a heterogenita struktur adagharidu na stejném N-
glykosylainim mistu. Rozsah modifikaci glykarsouvisi s jejich fyzickou dostupnosti
pusobicich enzyiin Konformace proteiinje hlavni uéujici faktor i rozsahu modifikaci
oligosacharid (Lerougeet al, 1998).

U eukaryot N-vazané glykany majizné role. Nkteré z nich jako ndjklad
zabrarni proteolytické degradaci nebo zahajeni spravrsit@dani proteinu, jsotasto
piimo zavislé na velikosti oligosachatigokryvajicich proteinovou pétgako ,destnik".
N-vazané oligosacharidy snad také obsahuji inforrdalezitou pro jejich transport a
umiseni nebo jsou snadiimo zapojeny do proteinového rozpoznavani neboegiioc

burgé¢cné adheze. N-vazané glykany u rostlin &ilovliviuji konformaci, stabilitu a
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biologickou aktivitu glykoproteifr. Fritomnost N-glykaf silné ovliviiuje jak kotransleni

tak posttraskni skladani proteinu. N-glykany chrani proteirtegp proteolytickou
degradaci a jsou zodp#&iné za termostabilitu, rozpustnost a biologickouivik

glykoproteini. Glykany mohou cilit glykoproteiny k b&tnému povrchu. Misto
perifernich epitop N-glykami mohou slouzit jako fidici signaly pro rostlinné
extracelularni glykoproteiny i vriii jadrové zbytky. Degradace SpatsloZzenych
rostlinnych extracelularnich glykoprotéirv proteasomu byla pozorovana igac, Ze

byly nasyntetizovany bez N-glykanLerougeet al, 1998).

3.4.2 O-glykosylace

O-glykosyloveé iettzce v eukaryotickych proteinech jsou obedaatsi a méa
jsou @ipojeny ges O-glykosidickou vazbu na hydroxyskupinu hydraowry@okyselin.
VSechny hydroxyaminokyseliny (serin (Ser), threofirhr), tyrosin, hydroxyprolin a
hydroxylysin) jsou zahrnuty do O-vazané glykosylaa#oli nejkézngji modifikované
jsou Ser a Thr (Lommel, 2009).

Razné redukované koncové cukerné zbytky mohou bytykegidicky pipojeny
k Ser nebo Thr jako néilad N-acetylglukosamin (GIcNAc), xyléza, arabiadéa manoza
(Man), galaktéza (Gal) (Lommel a Strahl, 2009) ntéemucinovy typ O-glykosylace
obsahuje dlouhyetézec téndi newtvenych sacharid pripojenych ges GalNAc k serinu
a threoninu (Lehlest al, 2006) — a N-acetylglukosamin (GIcNAc) (Lommel aa8l,
2009), kde je naopak k serinu nebo threoninu pnateiavazan jen jediny aminocukr. N-
acetylglucosaminovy typ O-glykosylace, ktery seewhje u vSech vySSich eukaryot
zahrnuijici rostliny a vlaknité houby (ale nevyskgtee uSaccharomyces cerevisjage
posttransléni pridani jednohdB-O-vazaného zbytku k serinu a threoninu. Cytoséliek
jaderné proteiny jsou ovliwmy nagiklad transkrignimi faktory, proteiny jadernych pir
a jadernymi onkoproteiny. Tentdgnos GICNAc pedstavuje reverzibilni reakci a tim se
liSi od ostatnich typ permanentni extracelularni proteinové glykosylaSeecificka
jadernocytoplasmatickf-N-acetylglukosaminiddza iwie zase odstranit aminovy cukr
z proteinu. Tento dynamicky proces syntézy a degrade zahrnut ¥ad burg¢nych
funkcich, napiklad transkripci nebo proteosomalni proteinovérddgci, a kompetuje
v nekterych ipadech s proteinovou fosforylaci nebo defosfolylaa stejnych
hydroxylovych zbytcich (Lehlet al, 2006).
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Biosyntetickd draha O-manosylovanych glykarje konzerovovana mezi
prokaryoty a eukaryoty. Na rozdil odtsiny jinych typi O-glykosylace, O-manosylace
proteini je zahajena v ER (Lommet al, 2009).

VétSina manosylovych zbyitk odvozenych z manézy vazané na dolichylfosfat
(Dol-P-Man) jsou pimo vazany na protein. Dol-P-Man slouzi jako maimsydonor pro
pocateEnou grenosovou reakci v draze O-manosylace a je syntétic@ GDP-Man a
Dol-P na cytosolické povrchu membrany ER. Pak seMWBlan obrati do vniku ER.
Tam slouzi jako vyhradni donor mandsy glykosyltfaréez endoplasmatického retikula
(Lommelet al, 2009).

Biosyntéza O-manosylovanych glykaru S. cerevisiaeje zahdjena v ER.
Dolichylfosfat-D-mannoza:protein O-mannosyltranésr (PMT), které pracuji jako
heterodimericky komplex, katalyzujirgnos manosylového zbytku z DolpFD-Man na
Ser a Thr zbytky sekéaich proteii (Lommelet al, 2009).

DalSi prodluzovani O-vazaného manozového zbytkuodehrava v Golgiho
komplexu. US. cerevisiadii al,2-manosyltransferazy rodiny KTR katalyzuji posgip
adici prvni a druh&l,2-vazané mandzy verstinim kompartmentu Golgiho komplexu.
DalSi c¢len rodiny KTR, ScMnn6p, je manosylfosfat transtera zapojena
v manosylfosforylaci O-vazanych glykianDalSi al,3-vazané mandzové zbytky jsou
pridany o1,3-manosyl trasnferazou zahrnujici ScMannlp, S¢Rfaa ScMant3p, které
jsou ze gstedniho a trans Golgiho kompartmentu. Navic az dstakgosylové zbytky
mohou byt pidany naal,2-vdzanou mandzovou kostru za vyem rozétvenych O-
vazanych oligosacharicse strukturou GabMan.3 (Lommelet al, 2009).

U S. cerevisia®-manosylace je rozhodujici pro stabilitu, lokatiza/nebo funkci
proteini plasmatické membrany, a tak owije nizné buwéné procesy, jako naiklad
udrzeni buaéné polarity. DalSi funkci O-manosylacesucerevisiage rozpustnost Spatn
slozenych proteiln v ER. KdyZ se SpatnsloZzené proteiny hromadi v ERi gtresovych
podminkéach, je spufta odpo¥d nesloZenych protein aby odstranila tyto proteiny
procesem ERAD. # indukci ER stresu je zvySena transkripeni subrodiny PMT1
(PMT1 a PMT5) a PMT2 (PMT2 a PMT3). PmtlpmtA mutantnich kmein tyto
mutované proteiny maji tendenci agregovat, cozZ wjeaze modifikace enzymy Pmtl a
Pmt2 brani agregaci, které by mohla byt naopaktayicka. O-manosylace by mohla
fungovat jako bezpmostni mechanismus pro ERAD rozpenm$in Spatd sloZzenych

s

proteini a tim sniZovat zatizeni ER chaperoRrava@podobré nejdilezitéjSi funkce O-
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manosylace proteinu hub je jeji role v udrzovani stabilni kiné stny (Lommelet al,
2009).

Struktury tyinkovitého stonku protein (nagiklad membranoy ukotvené
proteiny bugcného povrchu) jsou ziskany, jestlize specifickétgirmvé domény jsou
vysoce O-glykosylovany a takového struktury jsouaokny cukry ged proteazami
(Strahl-Bolsingeet al, 1999).

3.5 Struéna funkéni charakteristika pouzitych geni pro potencialni

modifikace v systému ,leaf factory”

3.5.1 ALG3

ALG3  (Asn-linked  glycosylation) je  glykosyltranséea  (Dol-P-
Man:MarsGIcNAc,-PP-Dol a-1,3-manosyltransferaza, obr. 6) spojena s biogpuitéN-
glykani vdzanych na lipidy. ALG3 pochazi Saccharomyces cerevisjaae homology
byly identifikovany uPichia pastoris Schizosaccharomyces pomBeabidopsis thaliana
Drosophila melanogastera savé. ALG3 se nachazi v endoplasmatickém retikulu
(Henquetet al,, 2008).

ALG3 katalyzuje prvni manosylaci potom, co je pnekuovy glykan penesen
z cytoplasmatického povrchu endoplasmatického uktikdo Ilumen ER. Tato
manosyltransferaza vyuziva Man-P-Dol jako glykosyl@onor a nini MansGIcNAC,-
PP-Dol na MagGIcNAc,-PP-Dol, a proto se v kvasinkach s mutovanym geA&@3
hromadi MagGIcNAc,-PP-Dol. MaRGIcNAc,-PP-Dol mize byt genesen na vznikajici
polypeptidovyietzec ale s nizkoudinnosti, coz vede k nizsi glykosylaci sekretovanych
glykoproteini (Aebiet al, 1996).

Mutace v genu ALG3 se neprojevila &mou v iistu A. thaliana a uUplna

inaktivace neni pr&. cerevisia@P. pastoridetalni (Henqueet al, 2008).
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Obr. 6: Navrhovana N-glykosylace Arabidopsiszaiina meziproduktem glykanem M#BIcNAC, na
vnitini strag ER.A) Po rozifeni o man6zové a glukézové zbytkytemosu oligosacharidového prekurzoru
komplexem OST na specifické Asn zbytky nascenta@itretovanych proteinN-vazané glykany jsou déale
modifikovany v ER a Golgiho komplexu glykosidazamiglykosyltransferazami na komplejsi typ
rostlinnych N-glykad. Enzymy identifikované v rostlinach zapojené vdyiatéze N-glykaijsou oznaeny
malymi pismeny. a, podjednotky OST (DAD1, SST3 ali5 b, glukosidaza | a Il; ¢, mannosidaza I; d,
mannosidaza Il; e, N-acetylglukosaminyltransferdzaylosyltransferaza a fukosyltransferaza; AL&R)l-
P-Man:MaRGIcNAc,-PP-Dol  al,3-manosyltransferaza; GnTIl, N-acetylglukosammaylsferaza |
(mutovana \cgl rostlinach)

B) Glykan MarGIcNAC; u alg3-2 mutanta je kiuiglukosylovan neboifmo prenesen na specifické Asn
zbytky nascentnich sekretovanych proiefozna&eno gerusovanou Sipkou). Redicky ozna&uji aberantni
N-glykany vazané na proteiny. V ER a Golgiho kompleberantni Magi glykan mize byt zpracovany na
regula&ni komplexni typ rostlinnych N-glyk@nglykosidatami a glykosyltransferazami (Henqegtal,
2008).

3.5.2 CGL

cgl (complex glykans) mutanti nemaji N-acetylglukosayttransferazu | (obr. 7),
prvni enzym v draze biosyntézy komplexnich glykanglykani s vysokym obsahem
manozy penosem UDP-GIcNAc na MaBIcNAc,, a proto se u nich hromadi
MansGIcNAC,.

Mutantni rostliny jsou schopny dokéih normalré swvij vyvoj za fiznych
environmentalnich podminek, coz naama, Zze komplexni glykany nejsou podstatné pro

normalni vyvojové procesy (von Schaevetral, 1993).
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3.5.3 pl9
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Obr. 7: Navrhovana draha biosyntéza a zpracovani typltkyc
komplexnich N-vyzanych glykdn(cgl) z rostlin. Zapojené enzymy
jsou  GIcNAc-1-P  transferaza a  GIcNAc-transferaza ), (1
manosyltransferaza (2), Dol-P-Man syntdaza (3), Pol-
manosyltransferaza  (4), Dol-P-Glc  syntaza (5), Pol-
glykosyltransferaza (6), oligosacharidtransferé@a glukosidaza | a Il
(8), mannosidaza | (9), GIcNAc transferaza | (¥83nnosidaza Il (11),
GIcNAc transferaza Il (12), fukosyltransferaza (18)losyltransferaza
(14), N-acetylglukosaminidaza (15). Enzymova akdivi0 (GIcNAc
transferaza I), ktera chybi u mutar@5 a C6 Arabidopsis thalianaje
vyznaena h¥zdickou (von Schaeweet al, 1993).

RNA silencing zahrnuje posttransktigd genovy silencing u rostlin, quelling u

hub a RNA interferenci u Ziwicha. Spolénym znakemdchto RNA proces je produkce

malych RNA. Kategorie siRNA je twena molekulami dlouhymi 21 nt pochazejici

z dlouhych dsRNA, jako jsou ni#kald viry, transgeny nebo transpozony. siRNA jsou

produkovany endoribonukledzou Dicer. Potom se fit®mcasti RISC (RNA-induced
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silencing complex). RISC roz§ti jednotlivé Fleadlnghead{ L SRHAGPE

s
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fosfodiesterové vazby v cilovych RNA, které jsc
k tomuto komplexu komplementarni (Zamor
2004).

Jako obranu proti &ni viru cévnim

Core

systémem, rostliny vyuZivaji virév specifické
molekuly nukleovych kyselin, pra¥dodobré
samotné siRNA, k roz&ni informace o virové

infekci systéemow do dalSich butk. Naopak viry
koduiji supresory silencingu — proteiny, které tu eeding haad siRNA 3" tail

Current Biology

rostlinnou obranu igkonavaji a umaiji viru  opr. 8: Struktura supresoru silencingu p19

vazaného na siRNA. Dimér p19 se vaze na
jednu stranu duplexu siRNA (&).
Spojeni mezi jadrem“ a fosfatovymi
skupinami RNA pispivad k vysSi afinit
kDa protein pl19 (obr. 8) né&klad u proteinu  pro ssRNA, zatimco par
tryptofanovych zbytk (Server®), Trp42 a
Tombusvifi (Tomato bushy stunt virus). pl' Trp39 ve ,veld* doméa meii délku

. . . ., ., . .. SIRNA. Protoze kazdy monomer pl9
vaze siRNA, odjima je a tak zabrani jejic mode a zelet) piispivaji kiteci domén,

Al i ] - . rotein je popsan jako ,molekularni
vclenéni do komplexu RISC. pl19 vaze siRN. Bosuvné Jmmlfouf’ které]n”éfi dSRNA., aby
se vazalo nejlépe kanonickym siRNA
(Vargasoret al, 2003).

rozSiit se v rostlig (Zamore, 2004).

Jednim ze supredorsilencingu je 19

jako dimér. Monomér se sklada zshelixa a
ctyivliaknovychp-lista (Vargasoret al, 2003).
Diky supresi silencingu je p19 vhodny pro koinéltr s geny, které maji byt
exprimovany v rostlias pii transientnich expresich pomo&grobacterium tumefaciens
Produkce poZzadovaného proteinu se pakarevysit i 50krat (Voinnett al, 2003).

3.5.4 I-HIMyb3

[-HIMyb3 je protein vznikly translaci jednoho zeavORF genu pro transkeipi
faktor HIMyb3. Specificky genHIMyb3 se vyskytuje viznych kultivarech chmele
Humulus lupulusMnozstvi tohoto proteinu se liSi ranych pletivech. Sikaexprimovan
je ve zrajicich chmelovych hldvkach a ve zbarvem@iermalnim pletivu chmelovych
fapiki. U rostlin transformovanych timto transkiipm faktorem HIMyb3 ovliviuje
akumulaci a slozeni flavonolovych glykosida fenolickych kyselin. Pravgodobré
ovliviuje morfogenezi chmele a sloZeni metabolondhien dozravani lupulinovych
Zldzek (Matousekt al, 2007a).
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Transkrigni faktory MYB typu R2R3 (obr. 9) je jedna z nejptrejSich #id
transkrignich faktofi u rostlin. Uplatuji se gedevSim v sekundarnim metabolismu,
pirenosu hormonalnich sigrialodolnosti proti chorobam a organogenezi. Charastieka
je pro ré pritomnost vysoce konzervované sekvence MYB vazelonéedy na N-konci.
Tato doména je typicky twena d¥ma neuplnymi opakovanimi (R2 a R3). Kazdé
opakovani je asi 50 — 53 aminokyselin dlouhé a j@dthelixy. Jednotlivh opakovani
tvori strukturu helix-turn-helix, ktera se vklada ddkédo Zlabku DNA (Dwet al, 2009).

269 aminokyselin dlouhy I|-HIMyb3 méa molekulovou hmast 30,3 kDa.
TransformaceArabidopsis thalianaimto transkrignim faktorem se projevi zpoaum
kveteni, tvorby postrannich feni a prvnich lisk a silnou inhibici kiéeni semen, rostliny
jsou menSi a bledSi. Pokud je overexprimova®etunia hybrida a Nicotiana
benthamianapisobuje térat Uplnou kwtni sterilitu, zakrslost a ka#keni listi.

Druhy ORF HIMyb3 kéduje 256 aminokyselin dlouhy f@ia s-HIMyb3
s molekulovou hmotnosti 29,9 kDa. TransformAcehalianase projevi stimulaci kiéeni
semen, rychlym vznikem postranichi&i a specifickym ¥tveni s mnoha postrannimi
témst kolmymi stonky. UP. hybrida a N. benthamianavede kéast€né sterilit a

stimuluje st a ¥tveni (MatouSelet al, 2007a).

H1H2H3 H1H2H3 Transcriptional regulation
I
R2 R3

Obr. 9: Schéma funknich domén proteinu MYB. Zarnsné rameky piredstavuji nejvice
konzerovované DNA vazebné domény u prateitiyB; R2 a R3 jsou opakovanimi DNA
vazebnych domén; Srafované rake ozna&uji tii a-helixy u R2 a R3 MYBuU, kde prvni,
druhé aiteti helixy tvdi strukturu helix-turn-helix, kde se vaze DNA (Bual, 2009).

3.5.5 AGCl.7

viv s

funkce u eukaryot. Reverzibilni fosforylace regalyroteinovou aktivitu, subcelularni
lokalizaci, stabilitu a interakci s jinymi proteifghang a McCormick, 2009).

Kinaza AGCL1.7 spolu s blizcefipuznou AGC1.5 pét do skupiny rostlinnych
kindiz AGC Vllla (Zhanget al, 2009). AGC kindzy pé&t mezi jednu ze Sesti
serinovych/threoninovych kindzovych nadrodin u lmnstAGC kinazy zahrnuji cAMP-

dependentni proteinové kinazy (PKA), cGMP-dependeptoteinové kindzy (PKG),
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razné typy proteinovych kindz C (PKC

proteinovou kindzu B (PKB), 3-fosfoinositid '
dependentni proteinovou kinazu-1 (PDK1)
ribozomalni proteinové S6 kinazy. ¢koli
vétSina zastupic rostlinnych AGC kindz nemaj
zatim utenou funkci, analyza &kterych
mutanfi AGC kinaz ukéazala, Ze hraji podstat
role viiznych bugénych a vyvojovych
procesech, jako né&lad rist kadenového
vlaSeni a pyloveé Iy, transport auxinu, detekc
swtla a abiotické a biotické stresy (Zhang
McCormick, 2009). Obr. 10: Filamentarni aktin byl velmi
naruSeny v pylovych tkach dvojitych
Rostlinné AGC kinazy byly jvodns mutant. a) pylova Ika divokého typu
charakterizovany do cholika  podrodin SPrmUiel 2ty fuorescam protein (1FR)
zahrnujici kinazy AGC VIII, AGC VII, AGCV|, Podéné akiinove svazky ve ,stonku” pylove

lacky a filamentalni aktin v apexu; b) pylova

dalsi AGC kinazy a homology Zi¥dné PDK1 lacka dvojittho mutantu exprimujici YFP-
mTalin, Sipky ukazuji, kde byl detekovan

(Zhang a McCormick, 2009). filamentarni aktin; prouzekipdstavuje 20 um

Genetické, biochemické a hiimé (zhanget al. 2009)
metody ukézaly, Ze AGCVIII kinazy jsou n#éizovatkach rostlinné biiné signalizace,
kde hraji rozhodujici roli vintegrovani vyvojovych environmentalnich podti do
specifickych buinych odpowdi pres substratovou fosforylaci. €aa fosfolipidy
reguluji AGCVIII kinazy nénénim jejich aktivit nebo ovlivénim jejich subcelularni
lokalizace (Zhang a McCormick, 2009).

AGC1.5 a AGCL1.7 jsou pylo¥ specifické geny, které jsou rozhodujici pro
polarizovany st pylovych l&ek. Pylové léky jednoduchych inzénich mutani
nevykazovaly zjistitelné morfologické zmy. Filamentarni aktin (obr. 10), o kterém se
piedpoklada, Ze reguluje polarizovangst; byl nalezen jen v apikalni oblasticék
divokého typu. Naproti tomu pylové déy dvojitych mutani mely filamentatni aktin
nejen v apikalni oblasti, ale také pod lateralnimbeanovou vyduti. Tyto lateralni vydut
pravdépodobré urcuji predchozi apikalni oblastifedtim, nez mutované pylovécky
zmenily rastové trajektorie. Takova naruSena organizace @dimo cytoskeletu
v pylovych l&kach AGC dvojitych mutani dale signalizovala zhorSenou polaritu, takze

rozdil mezi apikalnimi a lateralnimi oblastmi byém zietelny (Zhanget al, 2009).
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3.5.6 RPK2

Receptoroveé kinazy (RLK — receptor-like kinaseslyhbglentifikovany v fiznych
rostlinnych druzich a hraji role v zZivotnich cykbecostlin. RLK hraji dlezitou roli
vrastu a vyvoji rostlin stejpn jako v hormondlnich a stresovych odpdich
V Arabidopsis RLK pati k velké monofiletické genové rodirs ginégjmensim 61G&lend
zahrnujici vice nez 400 receptorovych kinaz a 28&€eptorovych cytoplasmatickych
kindz (RLCK — ,receptor-like cytoplasmatic kinaspsStrukturé se typicka receptorova
kindza sklada z extracelularni domény, samostattransmembranovou doménu a
intracelularni Ser/Thr proteinovou kindzovou domé@vizunoet al, 2009).

Receptorové kinazy s leucinovymi repeticemi (LRRKRE ,leucine-rich repeat
receptor-like kinase") jsou nejtsi skupinou RLK s vice nez 2Qf0eny zastoupenych
v Arabidopsis Zatimco ¥tSina jejich funkci #stdva nezndmych,fada dobe
charakterizovanych LRR-RLK hrajiiteZité role ve vnimani gich signal, nag. BRI1
a BAK1. Nekteré LRR-RLK jsou zapojené dakolika vyvojovych proces zahrnujici
regulaci velikosti meristéi rast orgar, stavba k¥tenstvi a diferenciace jmuchovych
burgk, cévni diferenciaci a specifikaci tapetéhbm vyvoje prasnik Navic LRR-RLK
indukovana kyselinou abscisovou, RPK1, hrajéd«ou roli v odpo¥dich na kyselinu
abscisovou &hem klceni semene,ustu rostliny, zavirani gduchi a expresi gehn
v Arabidopsis(Mizunoet al, 2009).

LRR-RLK receptorova proteinova kinaza 2 (RPK2 -cgptor-like protein
kinase2“, obr. 11) je Kbvy regulator vyvoje prasniku Arabidopsis DNA sekvence
RPK2 kéduje protein dlouhy 1151 aminokyselin. Tepitedpokladany protein se sklada
z velké extracelularni domeény se signalnim pepticen22 LRR, transmembranoveé
domény a intracelularni Ser/Thr proteinové kinazdeénény. Mutanti se ztratou funkce
RPK2 (pk2-1arpk2-2) vykazovaly poruchu zrani pylu a prasknuti pragndoz nélo za
nasledek sam sterilitu. Tyto vysledky nazraji, Ze RPK2 je faktor wezity pro
normalni zrani pylu a vyvoje prasiiklU rpk2 mutantnich prasnikbylo pozorovano ¢
hlavnich odchylek: 1) sdni vrstva nebyla diferenciovana z ymith sekundarnich
parietélnich buk; 2) tapetum bylo neobvykle &gené a vakuolizované po meioze a
jeho degradace byla omezena; 8jgmnost tetrad a mikrospor v jednotlivych prasttici
byla pozorovanadhem tvorby mikrospor, to naztige, Ze vyvojova homeostazpk2-2
prasnikoveho pouzdra byla poruSena; 4) normalnmizndikrospor bylo potkeno a

vétSina pylovych zrn byla velmi nahldena k sob a 5) prasnikova pouzdra nakonec byla
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rozdrcena bez prasknuti, coz je moznaspbené nefméienym tloustnutim a lignifikaci
endothecia (Mizunet al, 2009).

Ok2-T  1pk2-2

! RPK2(At3902130)

100aa
2

SP LRR ™ KD

Obr. 11: Schematické znaza¥ni genuRPK2a doménova struktura odvozeného
proteinu. Oranzova Sipka ukazuje eX®BK2 pozice dvou T-DNA inzerci ypk2-

1 arpk2-1 mutantech jsou znazammy nad oranzovou Sipkou; SP fepokladany
signalni peptid, LRR — leucinova repetice; TM -nsmembranova doména; KD —
Ser/Thr protein kindzova doména Mizugioal,, 2009).
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Rostlinny material

Rostliny Nicotiana benthamiandyly péstovany ve skleniku ip teplog 26 °C
+ 3 °C i piirozeném sitle a dodaténém oswtleni (170 umol-ii-s* PAR) pro udrzeni

16hodinové denni periody.

4.2 Klonovani geni a modifikovanych nukleéaz

Bakterialni kmenAgrobacterium tumefaciensBA 4404, ktery nesl rostlinny
expresni vektor obsahujici sekvencijednotlivychuZitych geri, byl poskytnut
Oddilenim molekularni genetiky.

cDNA jednotlivych gefi byly opracovany restrinimi enzymyXhol a Xbal a
ligovany do intermedialniho vektoru pLV-68 (Matok3et al, 2008), aby byl fipojen
promotor 35S CaMV. Nakonec byl fragmdacl-Asclz pLV-68 vySEpen a reklonovan
do rostlinného vektoru pLV-07 (MatouSek al, 2008). Tento vektor byl vnesen do
tumefacienskmenu LBA 4404 metodou zamrazeni — rozmrazenididmdet al, 1978).
Byla tak vytvdena série novych bakterialnich kniekiteré byly kombinovany a pouzity
pro infiltraci listi (MatouSeket al, 2006).

Pro gipravu deglykosylénich mutani byl asparagin (N) nahrazen aspartatem (D)
v pozici 119, 137 a 211 (mistafipzenych N-glykosylénich domén nukleazy)
aminokyselinové sekvence TBN1 wt (wild type — diyokyp, obr. 12), a tak byly
v laboratdi vytvoreny modifikované nukledzy TBN1 N119D, TBN1 N137DT&N1
N211D. Hyperglykosylovana nukleaza TBN1 D61S byiskana tak, Ze aspartat (D)

Vv pozici 61 byl zarinén za serin (S).
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10 20 30 40 50 60
M.RLTLLSSI FELCVAFEI NQ HGVEAWSKEG HVMICRI AQG LLNDEAAHAV KMLLPEYVNG
* 70 80 90 100 110 120
DLSALCVWPD QVRHWYKYKW TSPLHFI DTP DKACNFDYER DCHDQHGVKD MCVAGAI QNE

130 140 150 160 170 180
TTQLSHYREG TSDRRYNMIE ALLFLSHFMG DI HOPMHVGE TSDAGGNSI D LRWFRHKSNL
190 200 210 220 230 240
HHVWDREI | L TAAKDYYAKD | NLLEEDI EG NFTDG WEDD LASWRECGNV FSCVNKFATE
250 260 270 280 290 300
SI Nl ACKWGY KGVEAGETLS DDYFNSRLPI VMKRVAQGG RLAM_LNNVF GASQQEDSWW
310 320 330 340 350 360

Obr. 12: Aminokyselinova sekvence nukleazy TBN1. Doményglixkosylaci jsou podtrzeny. Domény
v pozicich 119, 137 a 211 jsotinpzené. Nova doména byla vytema v pozici 61 (zaéma aspartatu
za serin je ozri@na h¥zdickou). Zastigna cast Fedstavuje signalni peptid, ktery jé&i pnaturaci
proteinu odsipen.

4.3 Priprava bakteriadlnich kmena a pouZzité konstrukty

K listové infiltraci byly pouZity kombinace kmérbakterii A. tumefacienskteré
nesly rostlinny expresni vektor obsahujici sekvengieaz (TBN1 wt, TBN1 N119D,
TBN1 N137D, TBN1 N211D a TBN D61S), N-glykosyltrdesaz (ALG3 a CGL),
supresor gene silencingu (p19 nebo pl5), trangkiripaktory (I-HIMyb3, HIbZIP1A,
HIbZIP2) a kindz (AGC1.7 a RPK2). Jednotlivé, fimAkvolené ,modifikatory” systému
Jleaf factory” byly popsany v kapitole 3.5 a klordow v laboratéi molekularni genetiky
UMBR dle kapitoly 4.2. Transkrimi faktory HIbZIP1A a HIbZIP2 jsou podrobn
popsany v praci Matousket al. (2010a), bakterialni kmen pro supresor gene sitgunc
p15 byl laboratti poskytnut Dr. Olivierem Voinnetem (Institut dedBygie Moleculaire
des Plantes du CRBS, Strasbourg, France). BakferitumefaciensBA 4404 bez
vektoru byly kultivovany na médiu LK bez antibiatiBakterie s ALG3, CGL, AGCL1.7,
RPK2, TBN1 wt, TBN1 N119D, TBN1 N137D, TBN1 N211D BBN1 D61S byly
kultivovdny v médiu s kanamycinem a bakterie s pa9 I-HIMyb3 v médiu

s kanamycinem a tetracyklinem.
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Bakterie s pislusSnym genem byly ipatkovany z tuhého LK média do 20 ml
tekutého LK média. Bakterie byly kultivovanygs noc naiepace @i 28 °C a 90 rpm.
LK médium — 100 ml

1 g sacharézy

0,8 g kaseinu — Tryptone

0,4 g kvasniného extraktu

0,2 g kPO,

0,03 g MgSQ@ - 7THO

pH 7,0 (upraveno pomocizAQy)
V piipadt tuhého média byloffiano 1,5 g agaru.

Médium bylo sterilizovano v autoklavu nebo v tlakav hrnci 20 min $ teplog
120 °C. Potom bylo ochlazeno na 45 °C a byidgmo 50 pl kanamycinu (zdsobni roztok
o koncentraci 50 mg/ml) ipadré jest 50 pl tetracyklinu (zasobni roztok o koncentraci 5

mg/ml).

4.4 Metoda listové infiltrace

4.4.1 Aktivace bakterii

Suspenze bylarplita do 50 ml zkumavek typu Falcon a centrifugové@ min i
4 000 ot./min. Supernatant byl odst@an Sediment byl resuspendovan v takovém
mnoZstvi aktivani snesi, aby vysledny objem byl 20 ml. Vzorek byl vorbeén.
Bakterie byly aktivovany do druhého dne.

Aktivaéni snmes:

10 mM MES

10 mM MgCh

roztok byl sterilizovan,&sre pied aktivaci bylo sterikpridano

0,15 mM acetosyringonu (Aldrich)

(Voinnetet al, 2003, MatouSekt al, 2006 )
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4.4.2 Listova infiltrace

Aktivované bakterie byly infiltrovany do ligt V pfipac kombinaci vzork byly
suspenze aktivovanych bakterii smichany v goni:1 (gipadré 1:1:1). Pro zachovani
stejné koncentrace bakterii s genem pro nukleazly Ibyto bakterie smichany
s bakteriemi LBA 4404, které zadny ,potenctamodifikujici“ gen nenesly. Kombinace

vzorki:

TBN1 wt + LBA 4404
TBN1 wt + ALG3
TBN1 wt + CGL
TBN1 wt + p19
TBN1 wt + I-HIMyb3

TBN1 N119D + LBA 4404
TBN1 N119D + ALG3
TBN1 N119D + CGL
TBN1 N119D + p19
TBN1 N119D + I-HIMyb3

TBN1 wt
TBN1 wt + p19
TBN1 wt + LBA 4404
TBN1 wt + AGC1.7

TBN1 N137D + LBA 4404
TBN1 N137D + ALG3
TBN1 N137D + CGL
TBN1 N137D + p19
TBN1 N137D + |-HIMyb3

TBN1 N211D + LBA 4404
TBN1 N211D + ALG3
TBN1 N211D + CGL
TBN1 N211D + p19
TBN1 N211D + I-HIMyb3

TBN1 wt + PRK2

TBN1 wt + p19 + LBA 4404
TBN1 wt + p19 + AGC1.7
TBN1 wt + p19 + PRK2

Pro infiltraci byly pouzity 6 az 8 cm velké listy. benthamianaVzorky byly

vstifknuty do listu pomoci 1 ml injeki stikacky bez jehly. Bylo provedeno 4 az 6

vpicht do spodni strany 2 az 3 fist

28



4.5 Stanoveni aktivity nukledz metodou radialni difuzemetoda
homogenizace a purifikace nukleaz

(upraveno podle Matouska, 1986)

Paty den od infiltrace byly z ligtvystiZzeny infiltrované zony. Tento sfeny
vzorek kazdé varianty byl homogenizovan ve vychigzl tecich miskach s piskem a
acetatovym extrainim pufrem v por&ru 1 g listi:2 ml pufru. Acetatovy extraki pufr:

200 mM CHCOONa pH 6 (upraveno pomoci gEDOH)

10 % sacharozu

1 mM PMSF

Vzorky byly centrifugovany 30 min 14 000 ot./minéi g °C. Supernantant byl
pirenesen do nové mikrozkumavky.

57,6 ml 1,5 % gelu bylofjpraveno rozpughim 0,864 g agarézy (Cambrex) ve
vodném roztoku 100 mM GI€OONa pH 6. Po ochlazeni na 55 °C byla do géldana
dsDNA o konéné koncentraci 24,3 pg/ml. Gel byl nalit do Petrihesky (120 x 120
mm). Po ztuhnuti gelu vém byly pomoci korkovrtu udany jamky o piiméru 4 mm. Do
jamek bylo napipetovano 25 pilexknych extrahovanych vzoika purifikované nukleazy
se znamou aktivitou. Extrakty byly aplikovany 2,8>6x zedné. Kalibr&ni fada byla
vytvorena nanesenim 2,5x%, 10x, 25%, 50x, 125x a 256ckzé purifikované TBN1 wt.
Jako negativni kontrola bylo aplikovano 25 pketného extraktu z list které byly
infiltrovany A. tumefacien&BA 4404.

Gel byl inkubovén 3 hiip 37 °C. Pak byl barven 5 mirfigppokojové teplat v 50
ml TBE pufru s ethidium bromidem o kam& koncentraci 3 pug/ml. Nukledzova aktivita
byla kvantifikovana pomoci analyzy neobarvenych, Z«aie doSlo k degradaci DNA.

TBE pufr:

0,1 M Tris-boréat pH 8,3

88 mM HBO;

2 mM EDTA

Pro purifikovanou nukleazu byl sestaven graf jakeiglost ptméru neobarvené
zény (v cm) na aktivét nukledzy (v pl ekvivalentu). Jako 1 ul ekvivaleiylo ugeno
mnoZzstvi enzymu odpovidajici 25ke&nému standardu purifikované nukleazy. Aktivita
tohoto vzorkugcinila 5,203 U. Tento graf slouZil jako kalilira kiivka, ze které byly

odeteny ul ekvivalentu pro jednotlivé vzorky.
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4.6 Elektroforetické metody

Pro elektroforetické rozdeni proteiri byla pouzivana elektroforéza SE 260
Mighty Small 1l, Hoefer.

4.6.1 Nativni elektroforeticky systém pro stanoveni egter

(upraveno podle Hotkaet al, 2009)

Paty den od infiltrace byly z ligtvystiZzeny infiltrované zony. Tento sfeny
vzorek kazdé varianty byl homogenizovan ve vychigzl tecich miskach s piskem a
extralkénim pufrem v poréru 1 g listi:2 ml pufru. Ri praci byly vzorky udrzovany na
ledu. Vzorky byly inkubovany 1 hip4 °C. Extrakni pufr:

150 mM Tris-HCI pH 6,8

12,5 % 2-merkaptoetanol

25 % glycerol

Vzorky byly centrifugovany 30 min 14 000 ot./minti g °C. Supernatant byl
pirenesen do nové mikrozkumavky.

Izozymy byly od@leny pouzitim nativni diskontinualni vertikalni kleoforézy na

polyakrylamidovém geluip4°C. Kazeta s gelem bylaguchlazena v lednici.

De¢lici gel (7,5%; 10 ml): Zaostovaci gel (5%; 5 ml):

4,5 ml HO 3,6 ml KO

3 ml 0,36 M Tris-CHCOOH pH 6,4 0,5ml 0,5 M Tris-CHCOOH pH 6
2,5 ml 30% akrylamidu 0,83 ml 30% akrylamidu

5 ul TEMED 5 ul TEMED

32 pl 10% APS 15 pul 10% APS

30% akrylamid:
29,1% akrylamid
0,9% N,N‘-metylenbisakrylamid

Katodovy a anodovy pufr byl vychlazeny. Po sestaveerlektroforézy byl
katodovy pufr (80 mM tricin, Sigma, pH 7,1; uprageft M Trisem) nalit do horni
komory a anodovy (75 mM Tris, pH 6,4; upravenozCBOH) do spodni.

10 ul vzorku bylo smiché&no s 5 pl nanaSeciho pufru.
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Nanaseci pufr:
0,15 M Tris-CHCOOH pH 6
30 % sacharéza

0,1 % bromfenolova mad

Vzorky byly naneseny do jamek gelu. Elektroforépabjhala pi 4 °C a 150 mA.
Elektroforéza byla ukarena, kdyz barva dosahla spodniho okr&jeitho gelu.

Potom byl dlici gel prenesen do Petriho misky zakryté alobalem, kde byl
inkubovan 30 min f pokojové teplat v barvicim roztoku. Barvici roztok:

50 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 6,2

50 mg Fast Blue RR Salt (Sigma)

pied barvenim byloijdano 1,5 mgr-naftyl acetat rozpud&hého v 1,5 ml acetonu

0,1 M fosfatovy pufr:

0,08 M NaHPQ, - 12HO

0,02 M NaHPQ, - 2H0O

pH 6,2 bylo upraveno pomoci HCI nebo NaOH

Barvici roztok byl vylit a pozadi bylo odbarvenodaw.

4.6.2 Denaturadni SDS elektroforéza

(upraveno podle Sambrookaal, 1989)

Paty den od infiltrace byly z ligtvystizeny infiltrované zony. Tento sfeny
vzorek kazdé varianty byl homogenizovan ve vychigzl tecich miskach s piskem
trisovym extraknim pufrem v porru 1 g list:2 ml pufru. Ri praci byly vzorky
udrZzovany na ledu. Trisovy extrak pufr:

50 mM Tris-HCI pH 7,5

10 % sacharozu

1 mM PMSF

Vzorky byly centrifugovany 30 min 14 000 ot./minéi g °C. Supernantant byl

pienesen do nové mikrozkumavky.
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10 pl vzorku bylo smichano s 5 pl 4x koncentrovanéanaseciho pufru. Vzorky
a 15 ul pedbarveného markeru (Serva) byly denaturovanyodnivliazni pi 100 °C
4 min. Pak byly vzorky ponechanyipokojové teplat. Po vychladnuti byly kréatce
centrifugovany, aby sefijpadna kondenzovana voda n&kui spojila se vzorkem {pd

nanesenim byly vzorky promichany pipetou).

4x koncentrovany nanaseci pufr: zaostovaci gel (5%, 5 ml):

200 mM Tris-HCI pH 6,8 3,425 ml HO

400 mM DTT 0,83 ml 30 % akryamidu (29,2:0,8)
8 % SDS 0,63 ml 1 M Tris-HCI pH 6,8

0,4 % bromfenolova madSigma) 25 ul 20 % SDS

40 % glycerol 5 ul TEMED

50 pl 10 % APS
delici gel (12 %, 10 ml)

3,35 ml HO 30 % polyakrylamid (30:0,8):
4 ml 30 % akryamidu (29,2:0,8) 29,2 % akrylamid

2,5ml 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 0,8 %bis-akryamid

50 pl 20 % SDS

4 ul TEMED

100 pl 10 % APS

Po sestaveni elektroforézy byl 1x elektroforetigkyr (pfipraven zedénim 10x
Tris/glycine/SDS Buffer, BioRad) nalit do horni posini komory. Do jamek v gelu bylo
napipetovano 15 pl jednotlivych vzdrk 15 pl pedbarveného markeru (Serva).

Elektroforéza probihalaipl0 °C a 80 V . Po migraci vzailkdo ctliciho gelu bylo
napti zvySeno na 150 V. Elektroforéza byla ukena, kdyZz barva dosahla spodniho

okraje ¢liciho gelu.

4.6.3 Western blot pro detekci nukleaz

(upraveno podle Sambrookaal, 1989)

Gel byl vyndan ze skel elektroforézy a byl inkubov&db min v blotovacim pufru.
Membrana (0,45 uM Immobilon-NC Transfer membrand]ipdre) o stejné velikosti

jako gel byla inkubovana 5 min ve wbd 15 min v blotovacim pufru. Blotovaci papiry
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(Whatman 3MM) nasaklé blotovacim pufrem byly nadeastras o 1 cm ¥tSi nez gel.
Zaporna elektroda blotovaci aparatury (OWL) byll&ena blotovacim pufrem.

Blotovaci pufr (Semi-dry Transfer buffer):

0,05 M Tris

0,04 M glycin

pH 9,0 (upraveno pomoci NaOH)

20% metanol

0,04% SDS

Na zapornou elektrodu byly poloZeny dva blotovaagipy, gel, membrana a dva
blotovaci papiry. Kladna elektroda byla ztd¢ha blotovacim pufrem. K aparg&tubyl
pripojen zdroj TESLA BS 554. Blotovani probihalo 3thrpii 0,8 A.

Potom byla membranargnesena do kadinky s 5% roztokem mléka (Laktino)
v PBS-Tween pufru. Membrana byla inkubovabesmoc i 4 °C.

PBS-Tween pufr:

0,08 M NaHPQ, - 12HO

0,02 M NaHPQ, - 2HO

0,1 NaCl

1% Tween 20

pH 7,5 (upraveno NaOH)

Membrana byla fgnesena do Petriho misky rfepgaku a byla inkubovanaikrat
po 10 minutach v pufru PBS-Tween. Pak byla membidkiabovana postugnl h ve 40
ml pufrem 200x #ediné purifikované protilatce 1Gg proti TBN1 ze séradlika
(Matouseket al, 2010b) do roztoku 50% glycerinu, 3x 10 min v puRBS-Tween, 1 h
ve 40 ml 30 000x PBS-Tween pufremedné sekundarni protilatce Anti-rabbit 1gG
(Sigma) zn&ené alkalickou fosfatdzou a 3x 10 min pufru PBS-@nve

Membrana byla fgnesena do nové Petriho misky a byla inkubovanan2vra0
ml deteknim pufru (beziepani).

Detelkeni pufr:

100 mM NacCl

100 mM Tris-ClI (pH 9,5)

Membrana byla inkubovana s barvicim roztokem 2hk-\8Petriho misce zakryté

alobalem.
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Barvici roztok:

30 ml detekniho pufru
135 pl NBT

105 ul BCIP

1 ml roztoku NBT (Nitrotetrazolium Blue chlorideigina)
75 mg NBT

700 pl dimethylformamid

300 ul KO

1 ml roztoku BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phdsye p-toluidine salt,
Sigma)

50 mg BCIP

700 pl dimethylformamid

1 mlHO

Po obarveni byla membrana inkubovana 5 min ve.vod
Podle pozice nukledz na memhtdoyla vypaitana jejich relativni molekulova

hmotnost.

4.7 Fenologicka pozorovani a fotodokumentace

Paty den od infiltrace byly popsany a vyfotograimy&ymptomy infiltrovanych

listy.
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5. VYSLEDKY

5.1 Vybér modifikator a pro systém ,leaf factory”

Nativni elektroforéza esteraz byla vybrana jakedpEzny indika&ni systém pro
sledovani zrn v systému ,leaf factory“. Pro expresi sledovanyploteimi byla
provedena infiltrace tabakiN. benthamiangpomoci bakteriiA. tumefacienskteré nesly
klonované geny zahrnujici vybrané supresory geleangu, transkrigni faktory a

glykosyltransferazy.

5.1.1 Supresory gene silencingu

Supresory gene silencingu byly do systému ,leafigt zahrnuty jako aktivatory
genové exprese, pomoci kterych by bylo dosazenoSivyg/iznosti proteinu
koinfiltrovaného genu. S@asré byla hodnocena moznost vybrat takovy supresorykte
nevede ke zemam spektra izozyth Déale byly supresory gene silencingu sledovany
v pfitomnosti kmene AS1 viroidu PSTVd (potato spindiber viroid), protoZze bylo
zjisttno na zakladl nepublikovanych vysledklaboratde, Ze viroidni patogenezetie
menit expresi gkterych ged pii interakci se supresory gene silencingu (obr. E3h
koexpresi v systemu ,leaf factory* byl ze sledovelmysupresdr gene silencingu
vylou¢en p15, u kterého byly pozorovany jak kvantitatigminoritni prouzek navic) tak
kvantitativni zmgny spektra esterdz. fifomnost viroidu vedla u vSech vzdrk
k nepatrnému zvySeni exprese esteraz, ale néjmépl9. pl9 nejménmodifikoval
spektrum esteraz, proto byl vybran pro koinfiltracnukleazami pro zvySeni jejich

exprese.
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MES + PSTVd AS1 +
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silencingu. PSTVd AS1 - rostliny infiltrované
kmenem AS1 viroidu PSTVd, MES - rostliny
infiltrované aktiv&ni snesi, 4404 = LBA 4404,
supresory gene silencingu. Plna Sipka -
kvantitativni zn¢na, prazdnad Sipka -
kvalitativni zn€na.

bt }d 41| |-De
: -— o Obr. 13: Spektrum esterdz — supresory gene
S A

5.1.2 Transkripéni faktory a glykosyltransferazy

Naopak u transkrimich faktofi a glykosyltransferaz bylo cilem prace gg@igat
moznost indukce z#ém. Transkrigni faktory HIbZIP1A, HLbZIP2 a bHLH nezgobily
zmeny spektra esteraz. Ale u I-HIMyb3 byly pozorovaalitativni (prouzek navic) i
kvantitativni zn&ny (obr. 14), a proto byl vybran pro koinfiltracingkleazami. U
glykosyltransferaz ALG3 a CGL dochazelo ke kvaiMaim zmEnam, a proto byly
zahrnuty do dalSich exprerimér(bbr. 15).

HIbZIP1A
HIbZIP2
I-HIMyb3
bHLH
kontrola
LBA 4404

g
£ F
=] -+
St
= -
5 =
zZ2 4

ALG3
CGL

p19

Obr. 14: Spektrum esteraz -
transkrigni faktory. PIna Sipka —
kvantitativni zm¢na, prazdna
Sipka — kvalitativni zréna

Obr. 15: Spektrum esteraz —
glykosyltransferazy.Prazdna
Sipka — kvalitativni zréna
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5.2 Fenologicka pozorovani
Paty den od infiltrace byly listy vyfotografovanyenme Zadné zrény v porovnani
s listy infiltrovanymi pouzeéA. tumefaciend BA 4404 (obr. 16) se nevyskytovaly u fist

s pl9 (obr. 17). Listy s ALG3 (obr. 18) byly pokmené. U lisi s CGL (obr. 19)
dochazelo ke krabaceni a krouceni. Infiltracetumefacienss I-HIMyb3 vedla krom

krabaceni a krouceni lisaz 1ézim (obr. 20).

Obr. 18: ALG3 Obr. 19: CGL

Obr. 20: I-HIMyb3
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5.3 Exprese ,wild type* a modifikovanych rekombinantnich nukleaz

v definovaném systému ,leaf factory*

5.3.1 Hodnoceni aktivity nukledz metodou radialni difuze

Aktivita ,wild type" a modifikovanych rekombinantch nukleadz v definovaném
systému byla zjivana metodou radialni difuze. Pro porovnéani atiyeédnotlivych
nukleadz pi koinfiltraci s ALG3, CGL, p19 a I-HIMyb3 byly vgdnotlivych skupinach
jako 100 % wueny vzorky nukleadz koexprimované s LBA 4404, kieadné ,potenciakh
modifikujici“ geny nenesly. NeftSi aktivita rekombinovanych nukleaz byla pozoravan
pii koinfitraci se supresorem gene silencingu pl9opd&k nejmensi aktivitu &y
nukleazy pi koexpresi s transkrimim faktorem I-HIMyb3 (obr. 21). #® koexpresi
glykosyltransferaz ALG3 a CGL byla aktivita nukledzensi nez aktivita samotnych

nukleaz.

m TBN1 wt + B TBN1 N119D + @ TBN1 N137D + O TBN1 N211D +

194

190 | 186

170 ~
150 +
130 - 124

108
110 4 100100100100 100

90 - 81
1 g7 71
70 + 58

50 - 43 41| ;1

procenta aktivity [%]

30 +

LBA 4404 ALG3 CGL p19 I-HIMyb3

Obr. 21: Porovnani vlivu ,modifikatai“ (ALG3, CGL, p19 a I-HIMyb3) na aktivitu rekombininich
nukleaz pi spole&né expresi v listiN. benthamiangTBN1 wt, TBN1 N119D, TBN1 N137D, TBN1
N211D). Jako 100 % byly eny vzorky s LBA 4404.

38



Nejvétsi aktivitu neéla TBN1 wt. Nejmensi aktivita byla zji&ta u TBN1 N137D (obr. 22).
Stejné vysledky byly pozorovany iigkoinfitraci nukleaz s p19, ALG3, CGL a I-HIMyb3.

B LBA 4404 + BALG3 + OCGL + Op19 + OI-HIMyb3 +

110 -
100100100100100
100 -

90 - 85

81 _ 81
80 - 78 78 78

70 A

57 57 57
53 54

47 47

60 -
50 +

procenta aktivity [%6]

30 -
TBN1 wt TBN1 N119D TBN1 N137D TBN1 N211D

Obr. 22: Porovnani aktivity rekombinantnich nukleaz sanjomwt, TBN1 N119D, TBN1 N137D,
TBN1 N211D (koinfiltrace s LBA 4404) a aktivity nlgadz g koinfiltraci s ,modifikazory* (ALG3,
CGL, p19 a |-HIMyb3). Jako 100 % bylydeny vzorky s TBN1 wt.

Obr. 23: Priklad zji¥ovani aktivity nukleaz TBN1
koexprimovanych s ,modifikatory* metodou
radialni difuze.

1. LBA 4404, 2. purifikovana TBN1 wt. 250x
ziekna, 3. purif. TBN1 wt. 125% #ed., 4. purif.
TBN1 wt. 50x #ed.,5. purif. TBN1 wt. 50x #ed.,
6. purif. TBN1 wt. 25x ¥ed., 7. purif. TBN1 wt.
10x #ed., 8. purif. TBN1 wt. 25x ¥ed., 9. purif.
TBN1 wt. 2,5x Zed., 10. TBN1 N119D + LBA
4404 2,5x #ed.,11. TBN1 N119D + LBA 4404 5x
zied., 12. TBN1 N137D + ALG3 2,5x i&d., 13.
TBN1 N137D + ALG3 5x #d.,14. TBN1 N211D
+ CGL 2,5% ¥ed.,15. TBN1 wt. + LBA 4404 2,5x
zied., 16. TBN1 wt. + LBA 4404 5x #d., 17.
TBN1 N119D + ALG3 2,5x ied., 18. TBN1
N119D + ALG3 5% #ed.,19. TBN1 N137D + CGL
2,5% #Zed.,20. TBN1 N137D + CGL 5x i&d.,21. TBN1 N211D + CGL 5% ied.,22. TBN1 wt. + ALG3
2,5x% Zed.,23. TBN1 wt. + ALG3 5x #ed.,24. TBN1 N119D + CGL 2,5xied.,25. TBN1 N119D + CGL
5x Zed.,26. TBN1 N137D + p19 2,5xied.,27. TBN1 N137D + p19 5xird.,28. TBN1 N211D + p19
2,5x #ed.,29. TBN1 wt. + CGL 2,5x #d.,30. TBN1 wt. + CGL 5x #ed.,31. TBN1 N119D + p19 2,5x
zted.,32. TBN1 N119D + pl19 5xied.,33. TBN1 N137D + |-HIMyb3 2,5x #ed.,34. TBN1 N137D + |-
HIMyb3 5x Zed.,35. TBN1 N211D + p19 2,5xied.,36. TBN1 wt. + p19 2,5xied.,37. TBN1 wt. + p19
5x zed.,38. TBN1 N119D + I-HIMyb3 2,5x #ed.,39. TBN1 N119D + |-HIMyb3 5x #ed.,40. TBN1
N211D + LBA 4404 2,5xied.,41. TBN1 N211D + LBA 4404 5xied.,42. TBN1 N211D + |-HIMyb3
2,5% #ed.,43. TBN1 wt. + I-HIMyb3 2,5x #ed.,44. TBN1 wt. + |-HIMyb3 5x %ed.,45. TBN1 N137D +
LBA 4404 2,5x ¥ed.,46. TBN1 N137D + LBA 4404 5xied.,47.TBN1 N211D + ALG3 2,5% ied.,48.
TBN1 N211D + ALG3 5x #ed.,49. pufr
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Dale byla zjifovana moZznost ovlivmi aktivity TBN1 wt @i koinfiltraci
s kinazami AGC1.7 a RPK2.

Kindzy ativitu TBN1 wt @iliS neovlivnily, pouze u vzorku TBN1 wt + RPK2
doSlo k mirnému sniZeni aktivity a u vzorku TBNtLl-wp19 + AGC1.7 doSlo k mirnému
zvySeni aktivity TBN1 wt (Obr. 24).

O TBN1wt+ mTBN1 wt + pl9 +

140 -
130 - 128
S 120 -
P
-,E 110 -
@© 100100 10 100
S 100 -
c
()
8 90 4
s 82
80 - Obr. 24: Porovnani aktivity TBN1 wt ib
koinfiltraci s AGC1.7 a RPK2. Jako 100 % bhyla
70 urcena samotna nukleadza (koinfitrace s LBA
‘ 4404).

LBA 4404  AGCl.7 RPK?2

Obr. 25: Priklad zji¥ovani aktivity TBN1 wt
koinfinfiltrované s kindzami metodou radiélni
difuze

1. purifikovana TBN1 wt.,3. purif. TBN1 wt. 2,5x
zted.,5. purif. TBN1 wt. 5% Zed., 7. purif. TBN1
wt. 10x Zed., 9. purif. TBN1 wt. 250x #ed., 11.
purif. TBN1 wt. 125% ¥ed., 12. purif. TBN1 wt.
50x Zed.,13. purif. TBN1 wt. 50% red.,14. purif.
TBN1 wt. 25x #ed.,15. TBN1 wt. + LBA 4404
2,5x #ed.,17. TBN1 wt. + LBA 4404 5x #d.,19.
TBN1 wt. + p19 + LBA 4404 2,5xied.,21. TBN1
wt. + p19 + LBA 4404 2,5xied.,22. TBN1 wt. +
AGC 2,5% Zed.,24. TBN1 wt. + AGC 5x red.,26.
TBN1 wt + p19 + AGC 2,5%ied.,28. TBN1 wt +
pl9 + AGC 5x ¥ed.,29. TBN1 wt. + RPK2 2,5x
zfed.,31. TBN1 wt. + RPK2 5x #ed.,33. TBN1 wt.
+ pl9 + RPK2 2,5xied.,35. TBN1 wt. + p19 +
RPK2 5x #ed.,43. TBN1 wt. + TBN1 wt 2,5%
zied.,45. TBN1 wt. + TBN1 wt 5x #ed.,47. TBN1 wt. + p19 2,5xied.,49. TBN1 wt. + p19 5x #&d.,2,,
4,6.8,10,16, 18, 20, 23, 25, 27, 30, 32, 34.,36. — 42,44, 46, 48. pufr
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5.3.2 Analyza nukleaz metodou western blot

Aby byly kvalitativni vysledky radialni difuze pateny a aby byl potvrzen nebo
vyvracen pimy vliv glykosyltransferaz ALG3, CGL, supresorungesilencingu pl9 a
transkrigniho faktoru I-HIMyb3 na expresi a molekulovou hmudt nukledz TBN1 wt,
TBN1 N119D, TBN1 N137D a TBN1 N211D, byla provedesérie western bléat
s pouzitim séra proti divoké (wt) fosmTBN1 (obr. 26 — 29). Jak vyplyva &chto
experimeni, ALG3, CGL, pl9 ani I-HIMyb3 p koinfitraci s nukledzami TBN1
neovliviiovaly molekulovou hmotnos¢¢hto nukleaz.

Pro odhad zminy exprese nukledzy TBN1 wt a jejich modifikadi koexpresi
ALG3, CGL, p19 a I-HIMyb3 v porovnani s nukleazakainfiltrovanymi s LBA 4404
byly membrany naskenovany. Hloubka pixgerouzki na membrahpak byla porovnana
pomoci ImageQuaNT, Version 4.2 (Molecular Dynamid¢&anada). Jak vyplyva
z intenzity prouzl pii spole&né infiltraci p19 a nukledz byla exprese nukleazsvy
(prameérné o 250 %) nez i koinfiltraci nukleaz s LBA 4404. Naopak nizSi egpe
(pramérneé pouze 16 % z exprese nukleaz koinfiltrovanych #143104) byla pozorovana
pii koexpresi s I-HIMyb3. Koinfiltrace nukleaz s ALGf&ntla na expresi vyznamny vliv
(snizeni exprese fomérné asi 0 5 %). Vzorky s CGL #ly expresi sniZzenou fimérné o
27 %.
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Obr. 26: Western blot nukleaz koinfiltrovanych Obr. 28: Western blot nukleaz koinfiltrovanych
S ALG3 s CGL
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marker [kDa]
TBN1 wt+ LBA 4404
TBN1 wt+pl9
TBNI1 N119D + LBA 4404
TBN1 N119D + p19
TBN1 N137D + LBA 4404
TBN1 N137D +p19
TBN1 N211D + LBA 4404
TBN1 N211D + p19
TBNI1 wt + LBA 4404
marker [kDa]
TBN1 wt + LBA 4404

- TBN1 wt + I-HIMyb3
TBNI1 N119D + LBA 4404
TBN1 N119D + I-HIMyb3
TBN1 N137D + LBA 4404
TNB1 N137D + I-HIMyb3
TBNI1 N211D + LBA 4404
TBN1 N211D + I-HIMyb3
TBN1 wt + LBA 4404
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Obr. 27: Western blot nukleaz koinfiltrovanych Obr. 29: Western blot nukledz koinfiltrovanch
s pl9 s I-HIMyb3

U mutovanych forem nejmensi molekulovou hmotno&tanTBN1 N137D (32,4
kDa), jejiz pozice fblizné odpovida spodnimu prouzku (32 kDa) TBN1 wt. U TBN1
N119D (33,5 kDa) a TBN1 N211D (34,3 kDa) byla zjist také menSi molekulova
hmotnost nez u TBN1 wt (35,5 kDa) (obr. 30). Naopé&t§i molekulovou hmotnost nez
TBN1 wt méla TBN1 D61S, jejiz spodni prouzekéhpriblizné stejnou molekulovou
hmotnost jako TBN1 wt (obr. 31).
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Obr. 30: Western blot nukleaz TBN1 Obr. 31: Western blot nukleaz TBN1
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6. DISKUSE

Cilem diplomové préace bylo sledovat produkci a ifitalpiirozené (TBN1 wt) a
modifikovanych (TBN1 N119D, TBN1 N137D, TBN1 N211Dykleaz pi jejich expresi
v systému ,leaf factory”. Pro mozné ovliém nukledz byly vybrany supresory gene
silencingu, glykosyltrasferdzy a transkmyp faktory. Sledované proteiny byly
exprimovany v listeciNicotiana benthamianakteré byly infitrovany suspenzi bakterii
Agrobacterium tumefaciensesoucimi expresni vektor obsahujici sekvenci aryfch
supresakl gene silencingu, transktipich faktofi, glykosyltransferaz nebo
rekombinantndch nukleaz. Transientni exprese jedyé, protoze je rychla, flexibilni,
neovliviiuje chromosomalni poaii efekt a nize byt pouzita v pk diferenciovanych
rostlinnych pletivech (Voinnett al, 2003). BakteriéAgrobacteriummohou nést dlouhé
geny (delSi nez 2 kb), které jsou geneticky nebtabie virovych vektorech. Dalsi
vyhodou pouziti kombinadhgrobacteriaje moznost dodani¢kolika transget do stejné
buiky. Koexprimované transgeny jsokitpmny v fiznych kulturachAgrobacteria které
jsou smichanyied infiltraci (Voinnetet al, 2003).

Pro sledovani zem zpisobenych samotnymi supresory ,gene silencingu®,
glykosyltransferazami a transkéipmi faktory byla vybrana nativni elektroforézaezéy
jako jednoduchy marker. Posttransknp genovy silencing (PTGS) je obecna odfbv
rostlin, ktera omezuje ¢innost transientni exprese pomokgrobacteria Transientni
koexprese virového supresoru PTGS v divokém typbenthamianamensuje intenzitu
»silencingu” hostitele (Voinnet, 2003). Pr&pro vyssi vygznost nukledz byly do ,leaf
factory“ zahrnuty supresory ,gene silencingu®. Saaré ale bylo pozadovano, aby
vybrany samotny supresor bez nukledZisgboval nejmensi zény. Podle vysledk
nativni elektroforézy byl vybran supresor p19, ktepisoboval nejmensi zény spektra
esterdz a tudiz i mozné #ny exprese dalSich hydrolytickych enzym

Naopak glykosyltrasferazy a transkmp faktory byly do systému ,leaf
factory* zahrnuty pro jejich potencionalni indukarnén v expresi nukleazy TBN1 a jejich
modifikaci. Zmény ve spektru esteraz a vzhledu dists overexeprimovanymi
glykosyltransferazami ALG3 a CGL nazfgi, Ze ke zindm metabolismu dochazi.

Transkrigni faktor I-HIMyb3 vede k morfologickym zémdm u chmelédumulus
lupulus A. thaliang Petunia hybridaa N. benthamiangMatouSeket al, 2007a), proto
bylo sledovano, zda povede ke & spektra esteraz. Na rozdil od ostatnich chmelovych
transkrignich faktod HIbZIP1A, HLbZIP2 a bHLH u I-HIMyb3 dochazelo jake
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kvalitativnim tak kvantitativnim zeémam. Na jeho negativni vliv ha metabolismus listu
navic ukazovaly i fenologicka pozorovani, kdi @ho overexprimovani v listech.
benthamiana dochéazelo ke kadeni listt a v rekolika piipadech az ke vzniku
nekrotickych lézi.

Nukleaza TBNL1 je glykoprotein (Podzimek al, 2011). N-vazané glykany sdn
ovliviuji konformaci, stabilitu a biologickou aktivitu yioproteini (nag. prehledny
¢lanek Lerougest al, 1998). Aby byl zji&n vliv glykosylace na stabilitu a funkci TBN1,
byly vytvoreny modifikované nukleazy TBN1 N119D, TBN1 N137DTBN1 N211D
zanmenou aspartatu za asparagin v pozici 119, 137 a @bista pirozenych N-
glykosylanich domén nukleazy) aminokyselinové sekvence TBMN1 Western blot
potvrdil, Ze nukledza TBN1 a jeji modifikace TBN11MD, TBN1 N137D, TBN1
N211D jsou pi expresi Vv listechN. benthamianastabilni. Western blot také ukazal, ze
modifikované nukleazy maji nizSi molekulovou hmahaoz by mohlo byt Zsobeno
negitomnosti  N-glykanu. Navic dend molekulovA hmotnost jednotlivych
modifikovanych nukledz by naz¥avala, Ze v jednotlivych doménéach jsaizm velké
N-glykany. Nejmensi molekulovou hmotnost ma TBN13ND, proto by v doménl137
mohl byt navazany nejdelSi cukerpgtézec. TBN1 wt ma jeden spodni a jeden horni
prouzek. Térs shodné pozice spodniho prouzku s TBN1 N137D bylanohznaovat,
Ze modifikovana forma TBN1 N137D vznikéinpzers.

Radialni difuzi bylo zji&no, Ze modifikované nukledzy maji nizsi aktivituzne
TBN1 wt. Nejwtsi aktivitu z modifikovanych nukleaz da TBN1 N119D a nejnizsi
TBN1 N137D, coZz by off nazn&ovalo, Ze nejvice z modifikovanych nukledz setitvo
TBN1 N119D. To by mohlo souviset s ifgpmnosti N-glykosylace v jednotlivych
doménéch.

Mnoho rostlinnych nukleaz je zapojeno do vyvojetiv(nag. prehlednyclanek
Alexandrushkina a Vanyushin, 2009). Kinazy AGC1.RRK2 jsou nutné pro spravny
vyvoj a fertilitu pylu (Zhanget al, 2009; Mizunoet al, 2009). ACG1.7 je homologem
kindzy PKV (Hammond a Zhao, 2000), kterA& ma zvy8eegpresi V listech régte
infikovanych viroidem PSTVd stejnjako nukledza TBN1 (MatouSedt al., 2007b).
Proto byla zkoumana moznost ovléim nukleazové aktivity TBN1 wt kinazami AGC1.7
a RPK2 i spolené koinfiltraci do list N. benthamianaJak bylo zji&no MatouSkenet
al. (2010c), koexprese této kindzy v ndvaznosti na pl9iroid PSTVd modifikuje
aktivitu transkrignich faktofi — diferencial&@ zvySuje aktivitu promotoru VSF
(promotoru pro bZIP transkripi faktor VSF-1) az o 100 % (obr. 32), coZdii o jeji
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aktivit¢ v pouzitém systému ,leaf factory“. Ale aktivita NB wt neni kinazami AGC1.7
a RPK2 vyznam& ovlivnéna. Zachovani aktivity TBN1 wt by mohla byt vyhodpii
produkci této nukleazy v rostlinnych systémech predicinské &ely. Bude ale jest
nutné proveést dalsi testy pro z#ist, zda tyto kindzy neémi strukturu TBN1.
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Obr. 32: Aktivita promotoru VSF (pVSF)iinterakci s kinazou
AGC1.7 (AtAGCkin) a viroidem PDTVd. AS1, C3, Mild —
kmeny viroidu PSTVd, C — kontrola (MatouSekal., 2010c)

Z western blal je vidkt, Ze nukledzy koinfiltrované s p19, ALG3, CGL nebo
HIMyb3 jsou stabilni a tyto geny neovlivnily moldkaou hmotnost nukleaz. Nukleazy
koexprimované s p19 byly produkovany vice nez samoiukledzy. Naopak mé&mez
samotné nukleazy se t#o pii koinfiltraci s I-HIMyb3. Produkce nukledz nebyla
ovlivnéna i koexpresi s ALG3 a CGL, coz &ki o zn&né konzervované determinaci
glykosylace zkoumanych nuklea# fejich biogenezi v listecN. benthamianaSpektrum
téchto enzyni je navic zn&né podobné se spektrem zfisem v gibuzném druhu ragti
Solanum lycopersicuifMatouseket al, 2010b).

Podle Voinnetaet al. (2003) byl nejdinnéjSim supresorem protein p19 kédovany
virem TBSV. Tento protein zvysil transientni exprésoké Skaly proteil dovolujici

v nekolika pripadech ziskat vytek, ktery byl vice nez 50nasobek (Voineetl, 2003).
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Podle vysled radialni difuze takového Witku dosazeno nebylo, alégsto bylo nukleaz
pii koinfiltraci s p19 produkovano vice ne# mfiltraci samotnymi nukleazami. Naopak
nejmensi aktivitu iy nukledzy koinfiltrované s I-HIMyb3. Na rozdil osestern blotu
radialni difuze ukazala, Zerfigkoinfiltraci s ALG3 a CGL se nukleaz tiito méns nez
samotnych enzym

Diky jejich stabilitit by mohly byt tyto nukledzy pouzitelné v meditin
Rekombinantni proteiny jsotiasto exprimovany v bakterialnich systémech dikichej
snadnému uziti, snadné dostupnosti vektarvysokym vyzkam, kterych nize byt
dosazeno. Tyto systémy ale majtkalik potencionalnich nevyhod prokaryotického
expresniho systému. Postradaji posttra@nslanodifikace nalézané u eukaryotickych
burgk, které mohou vést Kiznému sklddani proteinu, vyttemi jiné sekundarni a
tercialni struktury nativniho proteinu. Overexprivaoé proteinycasto segreguji do
nerozpustnych agredgaiznamych jako inkluzni¢tiska. Proteiny mohou byt uvainy
silnymi denaturgnimi ¢inidly, ale potom vyZaduji sprdvné znovusloZenieébet al,
2010).

TBN1 pravépodobr pro zachovani spravné struktury a funkce vyzagugee
N-glykosylaci. Podob# jako je toxicita onkonazy vysSi u N-glykosylovaioemy (Kim
et al, 2004) je rejm¢ aktivita TBN1 také vyssi u pirN-glykosylované TBNL1.

ProtoZze TBN1 je rostlinnd nukledza bylo by nejvygsi ji produkovat
v rostlinach. Rostlinna produkce nabizi vyhodycpajici nagiklad v nizkych nakladech
kultivace, vysoké produkci biomasy, relattvnychlému penosu informace z genu do
proteinu a zmensSeni rizikdgnosu lidskych patogéra endotoxifi (Raskinet al, 2002),
ale také zachovaniatbzitych znak rostlinné glykosylace (na rozdileba od produkce
v sa¥ich buikach), kdy by v pibéhu maturace v Golgiho komplexu byla u rostlin
zajistna takeé adice(1,3)-fukozy (mista(1,6)-fukozy) na GICNAcP(1,2)-xylozy (ktera
v savich buikach neexistuje) na manog(l,4)-fukozy ap(1,3)-galaktdézy (mist@(1,4)-
galaktozy) na GIcNAc (Pujdt al, 2007).

Pro pouziti v medicithma TBN1 i vyhodu v pogrné mirnych vedlejSich dinka
po injikaci do mySi. Oproti BS-RNaze a onkonazeabybzorovana mensi toxicita pro

embryonalni biikky a nizsi stupgaspermatogeneze (Matousskal, 2010b).
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7. ZAVER

Cilem prace bylo sledovat produkci a stabilitdirgzené (TBN1 wt) a
modifikovanych (TBN1 N119D, TBN1 N137D, TBN1 N211bykleaz. Pro jejich mozneé
ovlivnéni byly predkEzné vybrany supresory gene silencingu, glykosyltrardsfe a
transkrigni faktory. Geny jednotlivych proteinbyly exprimovany v listectNicotiana
benthamianado kterych byly vpraveny pomoci infiltrace balkitéy. tumefaciens

Systém ,leaf factory® byl sestaven ze supresoru egesilencingu pl9,
glykosyltransferaz ALG3 a CGL a transknpho faktoru I-HIMyb3. Térs zadné
morfologické zngny listh nebyly pozorovany ip overexpresi pl9. ALG3 a CGL
morfologii listi, ve kterych byly overexprimovane, nepatrovlivnily. Nejvétsi zmeny
zpasoboval |-HIMyb3, kdy jeho transientni expresestdchN. benthamianavedla az
k nekrotickym lézim. DalSi zémy pi overexpresi ALG3, CGL a I|-HIMyb3 byly
detekované v olivni spektra esterdz. Tyto Zny byly pouze minoritni. | kdyZz jsme
pozorovali pouzeiast zngén, presto s¥dci o ovlivreni metabolismu listu. Do ff$tich
experimeni bude ale pdeba systém doplnit i o koinfiltrace geny, které dawdmit
vyrazrejSi vliv na pozorované zény.

NejvétSi aktivita rekombinovanych nukleaz byla pozoravg@h koinfitraci s p19.
Naopak nejmenSi aktivitu &y nukledzy pi koexpresi |-HIMyb3. B koexpresi
glykosyltransferaz ALG3 a CGL se méraktivita sniZila.

Navic byla zji§ovana moznost ovlivimi aktivity TBN1 wt rostlinnymi kinazami
AGCL1.7 a RPK2, které maji vliv na vyvoj a fertilipylu. Radiélni difuze ale ukazala, Ze
tyto kinazy aktivitu TBN1 wt vyznaminneovliviiuji.

Provedené experimenty s pouzitim analyzy westeoh uazuji, Ze molekulova
hmotnost jednotlivych rekombinantnich nukleaz fe produkci v daném systému ,leaf
factory* stabilni. Dale pokusy ukazuji, Zze jedngdlimutované nukleazy maiji rozdilnou
molekulovou hmotnost, coz naznge, Ze by v jednotlivych N-glykosyaich doménéach
mohly byt cukerné&etézce stiznou deélkou. Délk&etzce ma pravepbodobr vliv i na
miru zachovaniipodni nukledzové aktivity TBN1 wit.

Pouzité nukleazy vykazovaly velkou stabilitu v daingystému ,leaf factory” iip
aplikaci iiznych ,modifikatofi“ meénicich metabolismus listu. Detekovany byly pouze
kvantitativni zngny. Proto se vyuZiti standartni expreseplantas gipadnym vyuZzitim
supresoru gene silencingu p19 pro zvySeni prodaiéebyt vhodné i pro jejichifpravu

pro studium protinadorové aktivity.
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9. POUZITE ZKRATKY

Asn — asparagin (N)

Ara - arabindza

Dol — dolichol

ER — endoplasmatické retikulum
ERAD - endoplasmatic reticulum associated degradati
Fuc — fukdza

Gal - galaktoza

GalNAc — N-acetylgalaktosamin
GDP - guanosindifosfat

Glc - galaktoza

GIcNAc — N-acetylglukosamin
RNé&za — ribonukleaza

Man - manéza

dsDNA — double strand DNA
Ser — serin (S)

ssDNA - single strand DNA

Thr — threonin (T)

UDP - uridindifosfat

Xyl - xyl6za
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