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Abstrakt
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A. thaliana Arabidopsis thaliana

ABRC Arabidopsis Biological Resource Center
ADP adenosindifosfat

AHK Arabidopsis histidin kinaza

AHP Arabidopsis histidin fosfopfenasecovy protein
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ATP adenosintrifosfat
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BAP 6- benzylaminopurin
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CKX cytokinin dehydrogenasa

CRE cytokinin response

CRF cytokinin response factors

cZ cis-zeatin

DMAPP dimethylallylpyrofosfat

DNA deoxyribonukleova kyselina

Dz dihydrozeantin

ER endoplazmatické retikulum

FAD flavin adenin dinukleotid

GFP zeleny fluorescencni protein

HK histidin kinaza
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regulatory odpoveédi

Syngenta Arabidopsis Insertion Library

The Arabidopsis Information Resource

dvouslozkovy regulacni systém (Two Component System)
transferova ribonukleova kyselina

trans-zeatin
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Zea mays cytokinin dehydrogenase
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1 UVOD A CiLE PRACE

Cytokininy patfi mezi rostlinné hormony, které ovliviiuji fadu fyziologickych a
vyvojovych procesu, mezi néz patfi napf. regulace bunééného déleni. Cytokininy
jsou rozpoznavany tzv. dvoukomponentovym systémem, v némz kliCovou roli
sehravaji specifické transmembranové receptory Histidin Kinazy (HK), které
nasledné spousti fosforylacni kaskadu. Genom modelové rostliny Arabidopsis
thaliana koduje celkem tfi cytokininové receptory, jmenovité AHK2
(ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 2), AHK3 a WOL1/CRE1/AHK4 (WOODEN
LEG1, CYTOKININ RESPONSEL1). Subcelularni lokalizace téchto receptor neni
dosud zcela jasna, jelikoz se predpoklada, Ze jsou lokalizovany na
endoplasmatickém retikulu, neni vSak vylou¢eno, ze mala populace receptort je i
na plasmatické membrané. Naprosto jednoznacné didkazy pro tato tvrzeni vSak
chybi.

Cilem této bakalarské prace bylo klonovani riznych sestfihovych variant
genu WOL1/CRE1/AHK4 do vektoru pENTR2B ve fuzi s GFP (Green Fluorescent
Protein). Po ovéfeni byly fuzni geny pfeklonovany do cilového vektoru p2GW?7.0
pomoci LR rekombinace metodou Gateway. Tyto konstrukty poslouzi k dalSim
analyzam, jejichz cilem bude ovéfeni funkce a lokalizace téchto novych
transkripCnich variant receptoru CRE1. Vysledky této prace by tak mohly pfispét

k objasnéni vySe popsané problematiky.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Arabidopsis thaliana

HuseniCek rolni (Arabidopsis thaliana) je povazovan za uziteCny modelovy
organismus, vzhledem k jeho kratkému Zzivotnimu cyklu. Béhem S$esti tydnt az tfi
mésicl je schopen vykliCit, dozrat a vyprodukovat dalSi generaci semen.
Jednotlivé rostliny Arabidopsis jsou plodné a schopné produkovat tisice semen.
Jejich vyhodou je maly vzrast okolo 35 cm, coz je dulezité pro snadnou manipulaci
s témito rostlinami. Arabidopsis ma také pomérné maly genom se 125 miliony pary
bazi, a sekvenace tohoto genomu byla dokoncena roku 2000. Tuto rostlinu Ize
snadno geneticky transformovat pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens.
Nasledné po stanoveni sekvence bylo vynalozeno velké usili na funkéni anotaci
genomu (Sowers a Karcher, 2017).

Informacni zdroj arabidopsis.org (TAIR) je zaméfen na genetické a
genomoveé informace o této rostling, vCetné klonl, gend, expresnich dat,
mutantnich alel, fenotypd, atd. Jedna se o velmi uzite€nou databazi organismu pro
tuto modelovou rostlinu. Vyhodou TAIR je, Ze umoziuje pfimy vstup do dalSi
databaze Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) a The Nottingham
Arabidopsis Stock Centre (NASC). Tyto databaze umoZzhuji védecké komunité
poskytnout zasoby semen i plasmidové DNA a pfistup k nim je umoznén pravé
pomoci TAIR (Swarbreck et al., 2007).

DalSi databaze SAIL (Syngenta Arabidopsis Insertion Library) poskytuje
sbirku T-DNA inserénich mutantl, a tato sbirka byla vytvofena z 100 000
transformovanych jedincu rostlin Arabidopsis thaliana (ABRC, 2005).

Databaze T-DNA mutantd predstavuje sbirku, ktera obsahuje inzeréni
mutanty pro vétSinu genu rostliny Arabidopsis thaliana a maiji dualezitou roli
v biologickém vyzkumu rostlin (O’'Malley et al., 2015).

T-DNA se vyskytuje v genomu nékterych bakterii, jednou z nich je napf.
bakterie Agrobacterium tumefaciens. Inzeréni mutageneze je prostfedkem, kterym
dochazi k naruseni funkce gent, coz je zpusobeno nahodnym viozenim cizi DNA

do cilového mista, napf. genu. ViozZeni cizorodé DNA do pozadovaného genu
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neslouzi pouze pro naruseni exprese tohoto genu, ale také slouzi jako marker pro

identifikaci mutace (Krysan, 1999).

2.2 Cytokininy

Cytokininy jsou derivaty adeninu patfici do skupiny rostlinnych hormond. Do
skupiny rostlinnych hormonl nepatfi pouze zmifované cytokininy, ale i auxiny,
gibereliny, kyselina abscisova a etylén a dalSi (Hejnak, 2008). Byly objeveny v 50.
letech 20. stoleti ve Wisconsinu Svédskym fyziologem Foolke K. Skoogem a jeho
spolupracovniky. Obecné jsou to latky, které jsou svymi biologickymi ucCinky
podobné zeatinu, chemicky trans-6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-enylamino) purin
(Pavlova a Fischer, 2011).

V sou€asné dobé je znamo pfiblizné 50 nativnich cytokinint, patfi sem jiz
zminovany zeatin, ale i cytokininy jako dihydrozeatin, isopentenyladenin a
isopentenylaminopurin. V sou€asnosti jsou znamé i syntetické cytokininy napf.
kinetin, coz je prvni izolovany cytokinin.

Cytokininy se v rostlinach podili na mnoha fyziologickych a vyvojovych
procesech, napf. jsou dullezité zejména pro déleni bunék (spolu s auxiny),
potlacuji apikalni dominanci, ¢imz podporuji rist a mimo jiné stimuluji diferenciaci
chloroplastt. Cytokininy zpomaluji rozklad proteint, DNA a RNA ve starnoucich
pletivech a tim dochazi k oddaleni senescence. Jejich schopnosti je také
podporovat vznik pupenu (Pavlova a Fischer, 2011; Hejnak, 2008).

Dle chemické struktury lze cytokininy rozdélit do dvou hlavnich skupin. Prvni
skupinu tvofi derivaty adeninu a druhou skupinu tvofi derivaty mocCoviny a
thiomoCoviny (Tarkowski et al.,, 2004). V biologickém materialu se nejCastéji
vyskytuji cytokininy prvni skupiny, a to sice derivaty adeninu (Frébort et al., 2011).
Mezi cytokininy adeninového typu spadaji dvé podskupiny, a to isoprenoidni a
aromatické, jez se takto oznaduji podle charakteru postranniho fetézce v pozici N®
adeninového kruhu (Tarkowski et al., 2004).

Cytokininy vychazeji strukturné z adeninu substituovaného na amino skupiné
v poloze N8. Tato zminéna konfigurace je podminkou biologické aktivity. Latky,
které maji jako substituent v poloze N® izoprenoidni fetézec s dvojnou vazbou,

jsou povazovany za latky s nejvyS8Si aktivitou a patfi mezi né napf. zeatin.
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SniZenou aktivitu maji ribozidy, které vznikaji dusledkem vazby ribézy v poloze N°,
ale také i ribotidy, které maji snizenou aktivitu dusledkem vazby kyseliny
fosforecné v poloze N° Vin vitro kulturdch je nejCastéji pouzivan spolu

s kinetinem i 6-benzylaminopurin neboli BAP (Prochazka et al., 1998).

2.3 Metabolismus cytokinint

2.3.1 Biosyntéza cytokininu

Cytokininy jsou v rostlinach syntetizovany dvéma cestami. Prvni, neboli primarni
cestou je pfima de novo biosyntéza. Druha, neboli nepfima cesta je
zprostiedkovana degradaci tRNA. Nejvétsi Cast cytokinind je produkovana
syntézou de novo. Prvni krokem této syntézy je tvorba cytokinového prekurzoru
iPR (N6 -(A 2 -isopentenyl) adenin ribosid), ktery na patém konci obsahuje tri-, di-,
nebo monofosfat (iPRTP, iPRDP, iPRMP), pfenosem prenylové skupiny
z dimetylallylpyrofosfatu (DMAPP) na ATP, ADP, nebo AMP do polohy N (Li et
al., 2017). Enzym isopentenyltransferaza (IPT) katalyzuje navazani
isopentenylové skupiny na pozici N® adeninu. Tato reakce vede ke vzniku
produktu, ze kterého je odvozen zeatin i dalSi cytokininy (Pavlova a Fischer,
2011).

Prvni gen kodujici enzym IPT pojmenovan jako Tmr, byl nalezen na Ti
plasmidu (tumor inducing) bakterie Agrobacterium tumefaciens. Tento gen se
vyskytuje v transferové DNA (T-DNA) Ti plazmidu a je integrovan do genomu
hostitelské bunky, kde se podili na indukci tvorby nadord prostrfednictvim
nadprodukce cytokinind. V genomu Arabidopsis thaliana se vyskytuje devét
riznych IPT genU, a to AtIPT1 az AtIPT9. Do tfidy ATP/ADP IPT patfi geny AtIPT1
a AtIPT3 az AtIPT8 (Li et al.,, 2017). Tyto jednotlivé geny jsou rizné silné
exprimovany v konkrétnich typech bunék a pletiv, napf. AtIPT7 v apikalnim
meristému stonku. Exprese AtIPT gend muze byt ovlivnéna napf. hladinou 1AA,
nebo pomoci mineralnich latek, jako je dusi€nanovy a siranovy anion (Pavlova a
Fischer, 2011). Do tfidy tRNA IPT patfi geny AtIPT2 a AtIPT9, které se podileji na
biosyntéze cZ (cis-zeatin). KdezZto geny patfici do tfidy ATP/ADP IPT zodpovidaji

za biosyntézu tZ (trans-zeatin) (Miyawaki et al., 2006).
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Pro prvni krok biosyntézy cytokinind v Arabidopsis thaliana vyuziva IPT
rostliny ATP a ADP pfednostné pfed AMP. Z toho divodu je vétSina pfirozenych
iP ribosidl iPRDP a iPRTP, tudiz iPRMP pochazi vétSinou z iPRDP a iPRTP. Pro
biosyntézu tZ (trans-zeatin) existuji dvé drahy, které jsou bud zavislé na iPRMP,
nebo nezavislé na iPRMP. Syntéza tZ zavisla na iPRMP je katalyzovana
cytochromem P450 monooxygenasou CYP735A (Li et al., 2017).

V pfipadé druhé nezavislé drahy dochazi ke vzniku tZ pfimo prenosem OH-
skupiny z postranniho fetézce 4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyldifosfatu na kruh
adeninu (Astot et al., 2000; Sakakibara et al., 2005).

Biosyntéza cytokininl se mulze také uskutecnit pfevodem isoprenoidniho
zbytku na molekulu tRNA, a to pomoci tRNA isopentenyltransferazy, ¢imz dochazi
k degradaci molekuly tRNA. Zminéna degradace je zdrojem cZ (Sakakibara,
2006).

2.3.2 Degradace cytokinin

Degradace cytokininl spolu s biosyntézou a aktivaci hraje dullezitou roli
v modulaci hladin cytokininl v rostlinach (Li et al., 2017). Odbouravani cytokininu
je katalyzovano cytokininoxidazou (Prochazka et al., 1998). Jedna se o enzym,
ktery katalyzuje odStépeni postranniho isoprenoidniho fetézce z iP a také ze
zeatinu, ¢imz je pfeméni na adenin a odpovidajici aldehydy (Galuszka et al.,
2005).

Cytokininoxidaza (CKX) byla poprvé izolovana z kukufi¢nych zrn (Zea mays )
a nasledné oznacena jako ZmCKX1. Poté byl gen ZmCKX1 klonovan a nasledné
dosSlo k identifikaci dalSich ¢lent rodiny CKX v riznych vyvojovych stupnich
kukufice (Galuszka et al., 2005). V genomu kukufice je obsaZeno celkem 13
ZmCKX genu. Tyto geny jsou exprimovany v kofenech, listech a zrnech kukufice
(Li etal., 2017).

Enzym cytokininoxidaza je u Arabidopsis thaliana kdédovan rodinou genu
(Pavlova a Fischer, 2011), ktera ma celkem sedm c¢lend AtCKX1 az AtCKX?7.
Geny CKX jsou exprimovany vruznych burikach, organech a pletivech.
Subcelularni lokalizace jednotlivych Elenl této rodiny se znacné liSi. AtCKX1 se

exprimuje pfevazné ve vrcholcich rostliny a je lokalizovan v rostlinné vakuole
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stejné jako AtCKX3, zatimco napf. AtCKX2 je lokalizovan v endoplazmatickém
retikulu. AtCKX4 je exprimovan prevazné v trichomech a kofenovych Cepickach,
zatimco exprese AtCKX5 se vyskytuje hlavné na okrajich vznikajicich nejmladsSich
listd a v kofenovém meristému. Zména exprese gentl CKX ma u pokusnych rostlin
velmi silny fenotypovy projev (Werner, 2003). Pfikladem nadexprese AtCKX1
v Arabidopsis nebo vtabaku pod kontrolou silného konstitutivniho promotoru
CaMV35S (Cauliflower Mosaic Virus 35S Promoter), ktera vedla ke zvétSeni
kofenového systému, zatimco nadzemni €ast rostliny byla zakrsla (Werner et al.,
2001; Werner, 2003). Tato nadmérna exprese zpusobuje vysSi velikost semen u
plodin, tudiz aplikace téchto poznatkl by mohla vést klepSim vynosim

zemeédélsky vyznamnych plodin (Li et al., 2017).

2.4 Signalni draha cytokinint

Cytokininovy signal je v rostlinach prenasen fosforylacni kinazovou kaskadou,
ktera je podobna tzv. dvoukomponentnich systéma bakterii (TCS; Two
Component System) (Kakimoto, 2003). Jak jiz nazev napovida, tento
dvoukomponentni systém obsahuje dvé kliCové signalizacni slozky. Prvni z nich je
senzorova histidin kinaza (HK) lokalizovana v membrané, ktera se podili na
vnimani podnétl z vnéjSiho prostfedi. Druhou kli€ovou slozkou jsou regulatory
odpovédi (RR), které Sifi signal pomoci pfimé regulace transkripce cilovych genu
(Kieber a Schaller, 2018). RR jsou znamy pfitomnosti pfijimacich domén (receiver
domain), které pfijimaji fosfat z HK. VétSina prokaryotnich RR nese i vystupni
doménu, podilejici se na regulaci odpovéedi. V bakteriich jsou vystupni domény
vétSinou charakterizovany jako DNA-vazebné transkripéni faktory, ale mizou mit i
charakter enzymu.

Histidin kinazy patfi mezi transmembranoveé receptory, které obsahuji
doménu detekujici signal, tzv. vstupni doménu, lokalizovanou v extracelularnim
prostoru, a doménu ur€enou k transdukci signalu, nachazejici se v cytoplazmé.
Pokud HK detekuje signal, dochazi na jeji transdukéni doméné k fosforylaci
konzervovaného histidinového zbytku, a plsobenim ATP je fosfatova skupina
pfenesena na asparaginovy zbytek pfijimaci domény, ktera se podili na regulaci
odpovédi a jeji soucasti je i doména vystupni (Obr. 1) (Kakimoto, 2003).
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Vstupni signal TP Pi .
Wystup

\u C%h/ ya
I > I

Vstupni doména  Prenasefova doména Prijimatova domena Vystupni doména

Histidin kinasa Regulator odpovédi

Obr. 1. Zakladni model dvoukomponentniho systému (pfevzato a upraveno podle
Kakimoto, 2003). H znazorfiuje konzervovany Histidinovy motiv, zatimco D oznacuje
konzervovany asparagin. P znazorfiuje prenaseny fosfatovy zbytek, Pi znac&i uvolnény
anorganicky fosfatovy zbytek.

Vg wiv s

dvoukomponentniho systému skladajiciho se z receptorovych histidinovych kinaz
(HK) lokalizovanych v  membrané, histidinovych pfenasecl (histidine
phosphotransfer proteins, HP) pfenasejici na histidinovém zbytku fosfat
z receptoru na regulatory odpovédi (RR) a faktory oznacené jako CRF (cytokinin
response factors) (Pavlova a Fischer, 2011).

V Arabidopsis thaliana ucinil Dr. Kakimoto objev proteinu CKI1 (cytokinin
independent 1). Bylo zjisténo, Zze nadmérna exprese genu CKI1 v explantatové
kultufe rostliny Arabidopsis vedla k ,bunéCnému déleni“ i bez pfitomnosti
exogenniho cytokininu, coz vedlo védce k zavéru, Ze CKI1 funguje jako
cytokininovy receptor (Kakimoto, 1996). V roce 2001 Yamada a kolektiv tuto
hypotézu vzapéti popreli, kdyz prokazali, Ze CKI1 nemulze pusobit jako receptor,
jelikoz neni schopen vazat cytokininy (Yamada et al., 2001). V rostliné Arabidopsis
byly vSak objeveny celkem tfi histidinové kinazy, které splfuji funkci
cytokininového receptoru, a jsou to AHK2, AHK3 (Arabidopsis Histidine Kinase 2,
3) a AHK4/CRE1/WOL1 (Wooden Leg 1/ Cytokinin Response 1) (Pavlova a
Fischer, 2011). V modelové rostliné Arabidopsis byly dale nalezeny i dalSi
komponenty TCS systému, a to proteiny AHP (Arabidopsis Phosphotransmitter 1-
5, HPt proteiny) i ARR (Arabidopsis Response Regulator, regulatory odpovédi) (Li
et al., 2017).
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Podle sou¢asného modelu je cytokininova signalni draha zahajena vazbou
cytokinini na receptory AHK2, AHK3 a AHK4 v membrané, nacez dochazi
k autofosforylaci histidinovych zbytkl, z nichz se fosfatové skupiny pfenesou na
zbytky kyseliny asparagové v pfijimaci doméné a nasledné dochazi k pfenosu na
histidinové zbytky proteini AHP1 az AHP5, umisténych v cytoplazmé (Obr. 2).

Obr. 2: Model signalni drahy cytokinint (prfevzato a upraveno z Li et al., 2017)

V dalSim kroku dochazi k translokaci fosforylovanych AHP proteinG do jadra
a ktransferu fosfatovych skupin na zbytky kyseliny asparagové, umisténych
v pfijimacovych doménach proteinli ARR typu-B nebo typu-A. U ARR typu B je na
N-konci umisténa pfijimaCova doména, zatimco C-konec obsahuje DNA-vazebnou
doménu. Pokud probéhne fosforylace pfijimacové domény, dochazi ke
konformaéni zméné a poté k vazbé na DNA a nasledné expresi cilovych gend,
které se podileji na rlstu a vyvoji rostlin. Oproti vySe popsané situaci, ARR typu-A

potladuji aktivitu ARR typu -B mechanizmem tzv. negativni zpétné vazby, €imz

17



pIni funkci negativnich regulatord cytokininové signalni drahy a umlCuji tak
cytokininovy signal (Li et al., 2017).

Pfi nepfitomnosti cytokininl odstranuje receptor AHK4/CRE1 fosfatové
skupiny z AHP, pusobi tedy jako fosfataza a dochazi tak k deaktivaci signalni
transdukce receptoru (Lomin et al., 2012). CKI1 se podili na signalni draze tim, Ze
zprostfedkovava fosforylaci AHP zpUsobem, ktery je nezavisly na cytokininech (Li
et al., 2017).

Signalni draha cytokininu interaguje i s jinymi signalnimi drahami. Pfikladem
je oxid dusnaty (NO), ktery se podili na regulaci signalizace cytokininové signalni
drahy. Oxid dusnaty je vyznamnou signalni molekulou rostlin, ktera doprovazi
rizné patologické, ale i fyziologické procesy. Mezi dulezitou bioaktivitu NO patfi
modifikace proteini S-nitrosylaci. Jedna se o redoxni posttranslacni modifikaci,
ktera vznika dusledkem kovalentniho navazani NO skupiny na reaktivni cystein
thiol v molekule proteinu, za vzniku S-nitrosothiolu (Li et al., 2017). Bylo zjisténo,
ze AHP1 proteiny jsou S-nitrosylované, ¢imz dochazi k potlaceni jejich fosforylace
a prenosu fosfatové skupiny na ARR1, coz vede opét k atenuaci cytokininového
signalu (Li et al., 2017; Feng et al., 2013). Toto je klasicky pfiklad, kdy redoxni a

cytokininova signalizace spole¢né koordinuji rast a vyvoj rostlin (Li et al., 2017).

2.4.1 Receptory cytokinint

Cytokininové receptory jsou histidinové kinazy (HK), které jsou lokalizované
v lumen endoplazmatického retikula rostlinné bunky (Caesar et al., 2011).
Donedavna se predpokladalo, ze jsou cytokininové receptory lokalizovany
v plazmatické membrané. Tato hypotéza byla podpofena pozorovanim transientni
exprese AHK3-GFP v protoplastech Arabidopsis thaliana, kde se signal vyskytoval
prevazné na plazmatické membrané (Kim et al., 2006). Pfi dalSich studiich, které
byly zaméfeny na lokalizaci cytokininovych receptorl v Zea mays a modelové
rostliné Arabidopsis thaliana, bylo pomoci stabilni exprese HK-GFP zjisténo, Ze
jsou cytokininové receptory lokalizovany na membrané endoplazmatického
retikula (Lomin et al.,, 2011; Caesar et al., 2011; Wulfetange et al., 2011).
Nicméné, neni vylouceno, Zze mala frakce receptorl se nachazi i na plasmatické

membrané, nebo v jinych membranovych organelach.
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Prvni cytokininovy receptor WOL1/CRE1/AHK4 byl objeven v modelové
rostliné Arabidopsis thaliana (Yamada et al., 2001). Schopnost rozpoznat
hormonalni (cytokininovy) signal byla potvrzena pomoci bakterialniho respektive
kvasinkového expresniho systému (Suzuki et al., 2001). V genomu modelové
rostliny A. thaliana se vyskytuji tfi geny kodujici histidinové kinazy, které maiji
funkci cytokininového receptoru. Jedna se o AHK2, AHK3 (Arabidopsis Histidine
Kinase) a AHK4, ktera byla popsana jako CRE1 (Cytokinin Response 1) a
nasledné se ukazalo, Ze je totozna s proteinem WOL1 (Woodenleg 1; podle nazvu
mutanta, ktery ma zkraceny kofen s redukovanym stélé bez floému). Cytokininové
histidin kinazové receptory obsahuji vazebna mista, ktera jsou znama jako tzv.
extracelularni CHASE doména (cyclase/histidine kinase-associated sensory
extracelular) (Kieber a Schaller, 2018). Tato CHASE doména se nachazi na N-
konci proteinu, ktery je lokalizovan v cytosolu. Receptory HK obsahuji také dvé az
tfi transmembranové domény a cytosolovou ¢ast (Obr. 3), jejiz soucasti jsou dvé
funkéné dulezité domény. Prvni, histidin kinazova doména ma autofosforylacni
katalytickou aktivitu a obsahuje konzervovany histidinovy zbytek, v druhé
prijimaCové doméné se vyskytuje konzervovany zbytek kyseliny asparagové
(Pavlova a Fischer, 2011; Li et al., 2017).

™ LB ™ HE RD

Obr. 3: Struktura cytokininovych HK receptori v Arabidopsis. TM -transmembranova
doména, LB - ligand-vazebna (ligand-binding) doména, HK - histidinkinasa, RD —
pfijimacova (receiver) doména (pfevzato a upraveno z Li et al., 2017).

Receptor AHK4/CRE1/WOL1 je pfitomen zejména v kofenech, zatimco
receptory AHK2 a AHKS jsou pfitomny v listech (Paviova a Fischer, 2011). Bylo
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prokazano, ze receptor AHK3 ma vyznam pfi senescenci listd, kde fosforyluje
ARR2. Receptory cytokininl maji odliSnou afinitu k riznym druhdm cytokinind.
Receptory AHK3 a AHK4 vazi prednostnétZ a iP, ale jejich afinita je velmi
rozdilnd pfi vazbé na jiné cytokininy. Napfiklad vysoka aktivita tZa iP byla
prokazana u receptor0 CRE1/AHK4 a AHK3, zatimco volné baze c¢cZ a DZ
(dihydrozeatin) nebyly v nizkych koncentracich receptorem CRE1/AHK4
rozpoznany, kdezto u receptoru AHK3 aktivitu projevily. Velmi slabou reakci
s CRE1/AHK4 projevila i desetinasobné vetSi koncentrace cZ. Aromatické
cytokininy, mezi néz patfi BA (N %-benzyladenine) a K (kinetin) se vyznacuji
podstatné nizSi aktivitou u obou receptorl oproti isoprenoidnim cytokininim
(Spichal et al., 2004). CHASE doména u receptoru AHK2 se projevuje také
vysokou afinitou k tZ i k iP (Stolz et al., 2011).

Receptory s obdobnou strukturou, jako u Arabidopsis, byly prokazany také u
kukufice a ryze (Lomin et al., 2011). V kukufici (Zea mays) se vyskytuji ftfi
receptory cytokinin oznacené jako ZmHK1, ZmHK2 a ZmHKS, jejichz sekvence
jsou homologni k AHK2, AHK3 a AHK4 (Lomin et al., 2011). Na zakladé ligand-
vazebnych studii bylo prokazano, ze ZmHK1 a ZmHKS jsou citlivéjSi k iP, cZ a tZ,
zatimco ZmHK2 je nejvice citlivy na tZ a tZ ribosidu. Mimo jiné vazba cytokininl k
receptorim zavisi také na hodnoté pH, vazba ligandu k AHK2, AHK3 a AHK4 je

snizena pfi kyselém pH. Totéz plati i pro receptor ZmHK1 (Lomin et al., 2015).

2.4.2 Proteiny AHP

AHP jsou proteiny, které se prenaseji fosfat mezi histidin kinazami lokalizovanymi
v lumen ER a regulatory odpovédi nachazejicimi se v jadfe (Tanaka et al., 2004).
Jsou povazovany za pozitivni regulatory cytokininové signalni drahy. V genomu
Arabidopsis thaliana se nachazi Sest AHP genu. Proteiny AHP1 az AHP5 obsahuji
konzervovany histidinovy zbytek, ktery je dulezity pro fosforylaci (Li et al., 2017).
Tyto proteiny obsahuji také vysoce konzervovany motiv XHQXKGSSXS, diky
némuz dochazi k pfenosu fosfatové skupiny z HK receptoru na RR (Sun et al.,
2014). Protein AHPG6 patfi k tzv. pseudo-AHP, protoze misto konzervovaného
histidinového zbytku, obsahuje neaktivni formu asparaginu, ¢imz je znemoznén

pfenos fosfatové skupiny (Mahonen et al., 2006; Li et al., 2017). Tento protein se

20



vaze na receptory HK, ale i na regulatory odpovédi, ¢imz inhibuje jejich interakci
s fosfotransmitery a pusobi tedy jako negativni regulator cytokininové signalni
drahy (Lomin et al., 2012). Proteiny AHP1 az AHPS5 obsahuji pfiblizné 150

aminokyselin a jejich sekvence jsou vysoce homologni (Tanaka et al., 2004).

2.4.3 Regulatory odpovédi ARR

Regulatory odpovédi jsou lokalizovany pfevazné v jadfe a tvofi vystupni bod
signalni drahy cytokinina (Li et al., 2017). V genomu Arabidopsis se vyskytuje
celkem 21 genu regulatord odpovédi, které se na zakladé podobnosti
aminokyselinové sekvence déli do dvou skupin ARR typu-A a typu-B. Skupina
ARR typu-A ma deset zastupcu a jejich aminokyselinova sekvence obsahuje
pouze pfijimaci doménu (Kakimoto, 2003; Li et al., 2017). Naproti tomu skupina
ARR typu-B je tvofena jedenacti zastupci, ktefi obsahuji N-koncovou pfijimaci
doménu a C-koncovou DNA-vazebnou doménu (Li et al.,, 2017). Funkce obou
skupin ARR je rozdilna. Exprese ARR typu-B neni zavisla na cytokininech, kdezto
exprese ARR typu-A je silné a transientné indukovana cytokininy (Kakimoto,
2003). V Arabidopsis se vyskytuje také ARR typu-C a skupina tzv. pseudo-
regulatorovych proteind. Zminény typ-C je podobny svou strukturou ARR typu-A,
avSak neni cytokininy indukovan a nema vyznamnou roli pfi pfenosu
cytokininového signalu (Lomin et al., 2012).

ARR typu A funguji jako negativni regulatory cytokinové signalizace.
V genomu Arabidopsis se vyskytuje celkem deset ARR typu A, jmenovité se jedna
0 ARRS3, ARR4, ARR5, ARR6, ARR7, ARR8, ARR9, ARR 15, ARR16 a ARR17.
VétSina téchto zastupcl je lokalizovana v jadfe, s vyjimkou ARR3 a ARR16
lokalizovanych v cytosolu (Li et al., 2017). ARR typu A se sklada z pfijimaci
domény a kratkého variabilniho motivu na C- konci (Kakimoto, 2003). Zminény
motiv nese signal zodpovédny za jadernou lokalizaci (Imamura et al., 2001).
Exprese genll ARR typu A je indukovana cytokininy, z ¢ehoz vyplyva, ze se jedna
o0 primarni geny odpovédi cytokinini (Kakimoto, 2003). Pfi nadmérné expresi
nékolika genl ARR typu A doslo ke snizeni sensitivity k cytokininu ve smyslu
prodluzovani primarnich kofenu, z ¢ehoz vyplyva, Zze ARR typu-A maji negativni

regulacni roli v transdukci signalu cytokininu. JelikoZz ARR typu A nesou pouze N-
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terminalni pfijimaci doménu, zatimco DNA-vazebna doména zcela chybi, jsou
tedy je schopny pfijimat fosfat, ale nedokaze indukovat typickou transkripCni
odpovéd. Regulatory typu-A maji schopnost potlacit signaini transdukci cytokinint
z proteini AHP, jelikoz kompetuji o vazbu fosfatu s regulatory typu-B, tim je
zajisténa negativni zpétna vazba (Lomin et al., 2012).

Typ-B ARR patfi mezi transkripcni faktory, které se podileji na iniciaci
exprese genu regulovanych cytokininem. V genomu Arabidopsis se vyskytuje
jedenact zastupcl ARR typu-B. Tento typ je soucasti rodiny transkripénich faktor(
MYB, které obsahuji na N-konci pfijimaci doménu, ve které se vyskytuje lysin (K) a
dva zbytky kyseliny asparagové (D), tudiz se tento motiv nazyva DDK. Druhy
zbytek kyseliny asparagové muze vazat fosfatovou skupinu (Li et al., 2017). Tento
typ obsahuje také C-koncovou DNA-vazebnou doménu, ktera je oznaCovana jako
GARP (Lomin et al.,, 2012). GAPR doména byla pojmenovana podle vyskytu
v GOLDEN2 kukufici a Psr1 Chlamydomonas reinhardii (Kakimoto, 2003). ARR
jsou lokalizovany v jadfe. Protein AHP pfenasi fosfatovou skupinu do jadra na B-
typ ARR, ktery obsahuje zbytek kyseliny asparagové. Fosfatové skupiny se
nasledné navazou na cis-regulacni elementy vyskytujici se v promotorech cilovych
genu zahrnujici napfiklad geny, které koduji ARR typu-A (Li et al., 2017). Geny
ARR1, ARR2 a ARRI10 jsou povazovany za transkripéni aktivatory. Gen ARR2
omezuje rychlost odezvy na cytokinin, a podporuje proliferaci meristému, podili se
i na diferenciaci listd a oddaluje senescenci listu (Hwang & Sheen, 2001). Geny
ARR1, ARR10 a ARR12 jsou zcela necitlivé k exogenné aplikovanym cytokininim

a jsou klicovymi komponentami cytokininové odpovédi (Li et al., 2017)

2.5 Zeleny fluorescenéni protein (GFP)

Zeleny fluorescenéni protein byl objeven roku 1962 a poprvé byl izolovan jako
produkt aequorinu z meduzy Aequorea victoria (Kumar et al., 2016). GFP je
schopen transformovat luminiscenéni modré svétlo, které je pomoci aequorinu
emitovano do zeleného svétla (Hraska et al., 2006).

GFP je spolu s jeho homology vyuzZivano v bunécné biologii jako univerzalni

fluorescencéni znacka slouzici ke zna&eni studovanych proteinQ a jejich naslednou
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lokalizaci v zivych bunkach. Gen kodujici zeleny fluorescencni protein lze
spojit/fuzovat s genem koédujici studovany protein, bud na N-konci, nebo na C-
konci. Vyhodou GFP je vysoka odolnost vici denaturaénim latkam, teploté do
65°C, ale i skute€nost, Ze neovliviiuje lokalizaci €i funkci fuzniho proteinu. Jeho
vyhodou je mimo jiné i nizka toxicita pro bunky. Protein GFP spolu s homology s
odliSnou barevnou strukturu se v soucasnosti vyuzivaji také ve strukturni biologii
ke studiu organizace a funkce zivych systému. Je také vyuzivan jako reportérovy
gen pro studium promotorové aktivity na pletivové/tkanové urovni (Kumar et al.,
2016).

Molekula GFP se sklada z 238 aminokyselin, jeho molekulova hmotnost Cini
27 kDa a ma tvar valce/soudku. GFP ma dvé absorp&ni maxima, prvni pfi 395 nm
a druhé pfi 475 nm. Sklada se z jedenacti beta-skladanych listd a jedné alfa-helix
Sroubovice, ktera nese fluorescenéni centrum. Fluorescenéni centrum - chromofor
se sklada ze tfi sekvenci aminokyselin: serin-tyrozin-glycin, nékdy je serin
nahrazen threoninem, ktery ma podobnou strukturu jako serin (Kumar et al.,
2016). Primarni sekvence téchto aminokyselin neni v denaturovaném stavu nijak
zajimava, ale po sbaleni zeleného fluorescencniho proteinu do tzv. soudku,
dochazi k prudkému zakfiveni, které vyvola chemickou reakci. Fluorescencni
zeleny protein vtakové konformaci nefluoreskuje, teprve v pfFitomnosti
molekularniho kysliku, vznika dalSi chemicka reakce a dochazi ke vzniku aktivniho

fluorescenéniho proteinu (Cerny, 2009).

Obr. 4: Terciarni struktura GFP sloZena z jedenacti 3-skladanych listt a jedné a-helix
Sroubovice s fluorescenénim centrem — chromoforem (prevzato z Remington, 2011).
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3 EXPERIMENTALNi CAST

3.1 Material

3.1.1 Antibiotika

- Ampicilin 200 mg/l (Sigma, USA)
- Kanamycin 50 mg/l (Sigma, USA)

3.1.2 Pufry

- 5x Phusion HF pufr (NEB, USA)

- 5x Go Taq Flexi Buffer (Promega, USA)

- 10x CutSmart pufr (NEB, USA)

- 10x Ligacni pufr (Thermo Scientific, USA)
- 50x TAE (Tris/Acetat/EDTA)

3.1.3 Biologicky material

- Chemokompetentni buriky Escherichia coli TOP10 (NEB, USA)

3.1.4 Komeréni Kity

- Gateway® LR Clonase® Il enzyme kit (Invitrogen, USA)
- NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kit (Machenery Nagel, Némecko)
- QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Némecko)
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3.1.5 Software

- ImageLab (Bio-Rad, USA)
- SnapGene (GSL Biotech LLC, USA)
- BioEdit (Ibis Therapeutic, USA)

3.1.6 Material pro elektroforézu

- 1% (w/v) agarosovy gel (5 g agarosy rozpusténo v 500 ml 1x TAE pufru,
rozpusténo pomoci mikrovinné trouby)

- 5x Loading Dye (QIAGEN, Némecko)

- ethidium bromid (NeoLab, Némecko)

- GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, Litva).

- 1x TAE pufr (1 mmol/l EDTA, 20 mmol/l kyselina octova, 40 mmol/l Tris; pH 8.5)

3.1.7 Roztoky a média

- LB médium (15,5 g LB Broth; 9,5 g chlorid sodny; doplnéno do 1 | destilovanou
vodou, sterilizace autoklavovanim)

- SOC médium (0,5% (w/v) extrakt z kvasnic; 2% (w/v) trypton; 0,05% (w/v) NacCl;
0,01 mol/l MgCl2; 0,02 mol/l glukéza; 0,01 mol/l MgSO4; 0,0025 mol/l KCI)

3.1.8 Chemikalie

- 10mM dNTP (Sigma Aldrich, USA)

- Agarosa (Sigma Aldrich, USA)

- dNTP smés 10 mmol/l (Fermentas, Kanada)
- Chlorid hofe¢naty 25 mmol/l (Promega, USA)
- Nuclease free voda (QIAGEN, Némecko)
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3.1.9 Restrikéni endonukleasy

- Eagl (NEB, USA)

- ECcoRI-HF - 20 000 U/ml (NEB, USA)
- ECORV-HF - 20 000 U/ml (NEB, USA)
- Notl - 20 000 U/ml (NEB, USA)

- Sall (NEB, USA)

- Spel-HF - 20 000 U/ml (NEB, USA)

- Xhol (NEB, USA)

3.1.10 DalSi enzymy

- Alkalicka fosfatasa Fast AP (1000 U/ml) (Thermo Scientific, USA)
- GoTag G2 Flexi DNA polymerasa (5000 U/ml) (Promega, USA)

- Phusion HF DNA polymerasa (2000 U/ml) (NEB, USA)

- T4 DNA ligasa (Thermo Scientific, USA)

3.1.11 Primery
VsSechny primery byly syntetizovany spolecnosti Sigma-Aldrich, Némecko.

Tab. 1: Sekvence primerd pro analyzu pfitomnosti inzertu

Primer Sekvence (5°- 3")

eGFP_seq_revl GGTGGTGCAGATGAACTTCAGG
eGFP_seq_fw CAACCACTACCTGAGCACC
pDONR_rev GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC
PENTR_seq_fw CTACAAACTCTTCCTGTTAGTTAG
CRE1_ex3_r3885 GCTCAAACATCTCCCTCTC

35s_F CCACTATCCTTCGCAAGACCCTTC
M13 20 TGTAAAACGACGGCCAGTG
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Tab. 2: Sekvence primert pro PCR amplifikaci genu GFP, CREla, CRE1lb, CRElc a

genlt CRE1b s introny 4 az 9

Primer

Sekvence (5°- 3")

pENTR_fw_Not1
GFP_rev_Eagl

CREla_fw_Sall
CRElb_fw_Sall

CRElc_fw_Sall

CRElabc_rev_Notl
CRE1_i4 Notl
CRE1_i5 Notl
CRE1_i6_Notl
CRE1_i7_Notl
CRE1_i8 Notl

CRE1_i9 Notl

ATTCGCGGCCGCACGGAGGTGGAGGT
TCTATGGTGAGCAAGGGCGAGG
GGTCTAGATATCTCGAGTGCGGCCGITT
ACTTGTACAGCTCGTCCATGC
ATTCAGTCGACTGATGAACTGGGCACT
CAACAATCATC
AATTCAGTCGACTGATGAGAAGAGATTT
TGTGTATAATAATAATGC
CCAATTCAGTCGACTGATGCAATGTTCA
ATCCTCTCACAACTCATTACAGatATGAA
CTGGGCACTCAACAATC
CTCCGTGCGGCCGCGACGAAGGTGAG
ATAGGATTAGG
ACCTCCGTGCGGCCGCGCCcCCTGCAGT
GGCTGCAATAC
ACCTCCGTGCGGCCGCGCgatatcagagag
tattttagctttaagattttc
ACCTCCGTGCGGCCGCGCaaacagaatcttt
gaggcagtttgag
TCCACCTCCGTGCGGCCGCGC ttccttggat
tgaaaacttacCTCAATGC
ACCTCCGTGCGGCCGCGCaacaaaaatcat
atacacaagctgcc
CGTGCGGCCGCGCCcCCGTCCATCTGTG
GCATTTG
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3.1.12 Vektory

- pPENTR2B dual selection (Thermo Fisher Scientific, USA)

(3753) NspI

(3749) AfIIII - Pcil Nhel (44)
(3647) DrdI \\ /B"";r(:lg)(s i
(3576) BssSal [/ 7 _Aatm (s6)

(3551) BeiVI_ \ _BbsI (134)

—BmrI (141)

—— BsrBI (199)
_AIIT (343)

“ KasI (458)

- Q ‘/Narl (459)
rrnB T1 termjp, _ Sfol (460)
Skor PIuTI (462)

Xmnl (469)
—Acc65I (489)
KpnI (493)

(3207) Acul_
.

__— BspEI (818)

(2830) Asel —— PENTR2B dual selection

3755 bp Bpml (944)

T PasI (1054)

(2631) AsiSI-Pvul~ T BtgI- NcoI - StyI (1123)

(2543) EcoNI™ <
Scal (1239)

\\
- " BssHII (1315)
BStZ17I (1356)

(2288) Nrul

o BspHI/ \ N\ TspMI - Xmal (1690)

| \ \_ . Smal-SrfI (1692)
/] \  BsaBI* (1705)
(1977) EcoRV /[ ‘ \ BmgBI (1726)

(1970) PaeR7I - Xhol | BstXI (1809)
(1936) BfuAI - BspMI Bsal (1830)

Obr. 5: Mapa plazmidu pENTR2B dual selection
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Obr. 6: Mapa destinacniho plazmidu p2GW?7.0 (pfevzato a upraveno z Karimi et al.,
2002).

3.1.13 Pristrojové vybaveni

- Centrifuga SCANSPEED 1730R (LaboGene, Dansko)

- Elektroforeticka komurka na horizontalni elektroforézu (Biometra, Némecko)
- Flowbox (MERCI, CR)

- Gel Doc EZ imager (BioRad, USA)

- Inkubator (37°C) (Medline Scientific limited, Némecko)

- NanoDrop Lite spektrofotometr (Thermo Scientific, USA)
- Termoblok (BIOER, Cina)

- TProfessional Termocykler (Biometra, USA)

- Tfepacka (Kiihner, Svycarsko)

- Vortex (Labnet, USA)
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3.2 Metody

3.2.1 PCR amplifikace genu

Pomoci polymerazoveé fetézoveé reakce vyuzivajici Phusion HF DNA polymerazu,
byly amplifikovany geny GFP, CREla, CRElb, CRElc, a také alternativni
transkripty CRE1b nesouci jednotlivé introny Cislo 4 az 9. Jako templat poslouzily
expresni konstrukty pINIll nesouci vySe uvedené geny (poskytl Dr. David
Zalabak). PCR reakce probihala v objemu 20 pl a nasledné byla amplifikace

ovéfena pomoci elektroforézy v 1% agarosovém gelu.

Tab. 3: SloZeni reakéni smési pro PCR amplifikaci genu

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent (ul)
5x Phusion buffer HF 4

dNTP (10pM) 0,4

Forward primer 10 uM 1

Reverse primer 10 pM 1

Templat (10 ng/pL) 1

Phusion DNA polymerasa 0,25

voda 12,35

Celkovy objem 20 i

Tab. 4: Podminky PCR reakce

Krok Teplota (°C) Cas (min) Opakovani
1 Pocateéni denaturace 98 1:30 1x

2 Denaturace 98 0:20

3 Nasednuti primeru variabilné 0:30 32x

4 Elongace 72 variabilné

5 Koneéna elongace 72 5:00 1x
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3.2.2 Precisténi fragmenti DNA

Purifikace PCR produktld po PCR reakci a restriknich produktd byla provedena
pomoci kitu NucleoSpin Gel and PCR clean-up (Machery Nagel) podle navodu
vyrobce. Eluce byla provedena 25 pl NE pufru.

3.2.3 Stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky za ucelem ovéfeni
ucinnosti izolace ¢i precisténi DNA za pomoci pfistroje NanoDrop (Thermo

Scientific) pfi vinové délce 260 nm.

3.2.4 Elektroforéza v agarosovém gelu

Elektroforéza byla provadéna v 1% agarosovém gelu v horizontalnim usporadani v
1x TAE pufru. Do jamek byly naneseny 2 ul standardu molekulové hmotnosti (1 kb
Plus DNA Ladder, Thermo Scientific) a 7 ul vzorku, které byly pred aplikaci
smichany se vzorkovacim pufrem 5x Loading Dye (Thermo Scientific).
Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 100 V po dobu cca 30 minut. Po
ukonceni elektroforézy byl gel vizualizovan pomoci pfistroje Gel Doc EZ Imager a

programu ImageLab (BioRad).

3.2.5 lzolace plasmidu
Nejprve bylo sklizeno 10 ml tekuté bakterialni kultury Escherichia coli pfi 5000 g

po dobu 10 minut. Plasmidy byly purifikovany pomoci komeréniho kitu QlAprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen) podle manualu vyrobce.
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3.2.6 Restrikce

Tato metoda byla vyuzZivana jak pro PCR produkty, tak i pro vektory vyuzité ke
klonovani konstruktl. Kontrolni restrikce byla rovnéz vyuzivana Kk ovéreni
spravnosti pfipravenych konstruktl. Reakce probihaly v prostfedi pufru CutSmart
za pritomnosti restrikCnich enzymu a objemu 20 pl. Poté byly reakce inkubovany
pres noc pfi 37 °C. V pfipadé plasmidu urCeného ke klonovani byl do restrikéni
smési pfidan 1 pl alkalické fosfatazy FastAP, aby dosSlo k defosforylaci vzniklych

fragmentu.

Tab. 5: Restrikéni smés PCR produktu a vektort

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent (ul)
10x CutSmart pufr 2
Restrikéni enzym 1 0,5
Restrikéni enzym 2 0,5
PCR produkt / vektor variabilni
Nuclease free voda variabilni
Celkovy objem 20 ul
3.2.7 Ligace

Metoda byla vyuzita k ligaci nastépenych PCR produktt do vektoru pENTR2B dual
selection. Reakce probihaly v objemu 10 pl v prostfeni ligacniho pufru za ucasti
enzymu T4 DNA ligasy. Reakce probihala bud pfi pokojové teploté po dobu 2-3
hodin, popfipadé pfes noc pfi 16°C.

Tab. 6: Smés pro ligaci PCR produktt do vektoru pENTR2B dual selection

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent (ul)
10x Ligaéni pufr 1

Vektor cca 200 ng

PCR produkt variabilni

T4 DNA ligasa 1

voda variabilni

Celkovy objem 10 pl
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3.2.8 Transformace Escherichia coli

Chemokompetentni bakterialni buriky Escherichia coli TOP10 byly transformovany
teplotnim Sokem. Nejprve byly z mrazaku vyjmuty buriky E. coli a ponechany
rozmrznout na ledu. Poté k nim bylo pfidano 5 pl ligaCni smési a bunky byly
ponechany po dobu 5 minut na ledu. Nasledné byl proveden teplotni Sok po dobu
jedné minuty pfi 42 °C. Poté byla mikrozkumavka s bakterialni suspenzi vloZena
na 3 minuty zpét do ledu. Nasledné bylo pfidano 300 yl SOC média a smés byla
tfepana pfi 37 °C po dobu jedné hodiny. Bakterie byly nakonec natfeny na Petriho

misku s LB médiem obsahujici kanamycin.

3.2.9 Colony PCR

Tato metoda byla pouzita k ovéfeni pfitomnosti klonovanych fragmentl ve
vektorech. Pro colony PCR byla pouZita Go Taq DNA polymeraza a jako templat
slouzily bakterialni buriky odebrané pomoci sterilni SpiCky z kolonie na Petriho
misce. Kombinace primerQ byla vzdy volena tak, aby jeden z primer( nasedal na
klonovany PCR produkt, zatimco druhy na vektor. Reakce probihaly v objemu 15
pl, pfi 24 PCR cyklech. Nejprve byl vzdy pfipraven master mix, ktery obsahoval
jednotlivé komponenty (Tab. 7), ten byl rozdélen do PCR zkumavek po 15 pl, a
poté byly do jednotlivych reakCnich smési pfidany vzorky bakterialnich kolonii
pomoci sterilni SpiCky. Souasné byl vzorek bakterialni kolonie nanesen na tzv.
“replica“ misku, coz je zalozni miska slouzici k uchovani testovanych bakterialnich
klonu. PCR reakce byly poté analyzovany pomoci elektroforézy v 1% agarosovém

gelu.
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Tab. 7: Slozeni reakéni smési pro colony PCR

Komponenta smési Objem jednotlivych komponent (pl)
5x Go Taq Flexi Buffer 3

10x dNTP 15

25 mM MgCl, 15

10 uM Forward primer 0,75

10 pyM Reverse primer 0,75

Templat — vzorek kolonie -

Go Taq polymerasa 0,05

Nuclease free voda 7,45

Celkovy objem 15 i

Tab. 8: Podminky reakce colony PCR

Krok Teplota (°C) Cas (min) Opakovani
1 Po¢atec¢ni denaturace 95 2:00 1x

2 Denaturace 95 0:20

3 Annealing 55 0:20 24X

4 Elongace 72 Variabilné

5 Koneéna elongace 72 10:00 1x

3.2.10 Sekvenace DNA

Sekvenace DNA byla provedena firmou SEQme (Dobfi§, Ceska Republika). Pred
odeslanim vzorku na sekvenaci, byla plazmidova DNA zifedéna na potfebnou
koncentraci (~ 100 ng/ul) a celkovy objem vzorku uréeny pro sekvenaci €inil 10 pl
(5 ul templatu + 5 pyl 5 ymol/l primeru). Prostfednictvim programu BioEdit verze

7.2.5 byla vysledna sekvenace srovnana s oCekavanou sekvenci.

3.2.11 LR reakce

LR rekombinace byla provedena mezi pfipravenymi vstupnimi konstrukty
PENTR2B, nesoucimi klonované geny ohrani€ené tzv. attL rekombinacnimi misty,
a cilovym vektorem p2GW?7.0 obsahujicim rekombinaéni attR mista. Vyslednym

produktem reakce je expresni vektor. K této reakci byl pouZit vstupni vektor (150
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ng), linearizovany cilovy vektor (150 ng), ktery byl dopInén do finalniho objemu 10
pl 10 mM TE pufrem pH 8.0. Po zahfati smési na 45°C po dobu 5 minut bylo do
smési pfidano 1,5 pl LR clonase Mix Il a smés byla inkubovana pfi 25 °C pfes noc.
Nasledné byla reakce zastavena pfidanim 1 pl proteinazy K a inkubovana pfi
teploté 37 °C po dobu 20 minut. Nakonec bylo 5 yl smési transformovano do E.

coli TOP 10 a natfeno na LB misku s ampicilinem.
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4 VYSLEDKY

4.1 Priprava vektoru pENTR2B s GFP

Nejprve byla provedena izolace plazmidi pENTR2B dual selection a pKLG50
(templat) pomoci QlAprep Spin Miniprep Kit z kultury E. coli. Poté probéhla PCR
amplifikace GFP za ucasti primeri pENTR_fw_Not1 a GFP_rev_Eag1, jako
templat slouzil pKLG50 (~50 ug). PCR produkt byl analyzovan pomoci gelové
elektroforézy v 1% agarosovém gelu a jeho velikost odpovidala pfiblizné 800 bp
(Obr. 7).

M  GFP
5000 bp -—
1500 bp -

- -

500 bp ! -

Obr. 7: Elektroferogram z gelové elektroforézy pro analyzu amplifikace PCR produktu
nesouciho GFP. M — marker molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder. Separace byla
provedena v 1% agarozovém gelu.

Poté nasledovala purifikace PCR produktu pomoci NucleoSpin Gel and PCR
clean-up a dale také restrikce, jak PCR produktu, tak i plazmidu pENTR2B.
Restrikce PCR produktu probéhla v pfitomnosti restrikéniho enzymu Not1 po dobu
jedné hodiny, poté byl pfidan chlorid sodny (5 mol/l) spolu s restrikénim enzymem
Eag1. U vektoru pENTR2B byl pouzit béhem restrikce pouze enzym Not1 a
nasledujici den byla k vektoru pfidana alkalicka fosfataza FastAP. Poté byla
gelovou elektroforézou provedena analyza nastipaného PCR produktu a vektoru,
kde velikost PCR produktu odpovidala 745 bp a velikost vektoru pENTR2B
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odpovidala 2295 bp (Obr. 8). U vektoru doSlo k vystépeni fragmentu o velikosti

1460 bp mezi klonovacimi misty Notl, obsahujici ccdB gen a CmR kazetu.

M 1 2
5000bp | e
1500 bp o ® '
500 bp -

Obr. 8: Elektroferogram pro kontrolu restrikce PCR produktu a vektoru. 1 — GFP, 2 —
PENTR2B, M — marker molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder. Separace byla
provedena v 1% agarozovém gelu.

Nasledovala purifikace a poté ligace pomoci T4 DNA ligazy za vzniku vektoru
PENTR2B-GFP. Ligatni smés byla teplotnim Sokem transformovana do
kompetentnich bakterii E. coli TOP 10 a bakterialni suspenze byla natfena na
Petriho misku s LB médiem obsahujicim kanamycin. Pomoci colony PCR byly
bakterialni kolonie testovany na pfitomnost inzertu GFP ve vektoru pENTR2B za
ucasti primerd pPENTR_fw a eGFP_seq_revl, poté byly PCR reakce analyzovany
gelovou elektroforézou (Obr. 9).
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Obr. 9: Elektroferogram z gelové elektroforézy pro analyzu colony PCR, provedené pro
oveéreni pfitomnosti inzertu GFP ve vektoru pENTR2B. M — marker molekulové hmotnosti
1 kb Plus DNA Ladder. Cisly jsou oznadeny individualni bakteriéini klony. Separace byla
provedena v 1% agarozovém gelu.

Na zakladé colony PCR byly vybrany klony €. 1, 2, 4, 8, 15, 20, 25, 26, 27,
29, 33, 39, 40, 41. Tyto klony byly nasledné testovany pomoci dalsi colony PCR s
primery pPENTR_fw a pDONR _rev. Colony PCR byla analyzovana elektroforézou
v 1% agarozovém gelu (Obr. 10).

B 7 76 I 20 78 &5 &

Obr. 10: Elektroferogram analyzy druhého kola colony PCR, provedené pro potvrzeni
pfitomnosti inzertu GFP ve vektoru pENTR2B. M — marker molekulové hmotnosti 1 kb
Plus DNA Ladder. Separace byla provedena v 1% agarozovém gelu.

Poté byly vybrany pozitivni klony €. 1, 2, 4, 8. Ze zminénych klon0 byl
izolovan plazmid a ovéfen kontrolni restrikci pomoci enzym( Not1-HF a EcoRV.
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RestrikCni smési byly analyzovany pomoci elektroforézy v 1% agarozovém gelu
(Obr. 11) a doslo k potvrzeni pfitomnosti fragmentu odpovidajiciho GFP (760 bp)
a zbytku vektoru (2280 bp).

M 1 2 4 8
5000 bp - u u H = u :
[S——
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— — —
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Obr. 11: Elektroferogram restrikce vybranych klont pENTR2B nesouci gen GFP enzymy
Notl-HF a EcoRV. M — marker molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder. Separace
byla provedena v 1% agarozovém gelu.

4.2 Klonovani riznych sestrihovych variant genu CRE1 do
vektoru pENTR2B ve fuzi s GFP

Jako prvni byla provedena PCR amplifikace sestfihovych variant CREla, CRE1lb
a CRE1c za ucasti primerd CRE1a_fw_Sal1, CRE1b_fw_Sal1, CRE1c_fw_Sal1 a
univerzalniho reverse primeru CRE1abc _rev_Not, jako templat byl pouzit
CRE1b_pINIll.4xMyc (~20 pg). Pomoci gelové elektroforézy v 1% agarosovém
gelu byly PCR produkty analyzovany a jejich velikosti odpovidaly cca 3300 bp
(Obr. 12).
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Obr. 12: Elektroferogram PCR amplifikace sestfihovych variant CREla, CRE1b a CRE1c.
M — marker molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder. Separace byla provedena v 1%
agarozovém gelu.

Poté nasledovala purifikace PCR produktd pomoci NucleoSpin Gel and PCR
clean-up a dale restrikce, jak PCR produktl, tak i plazmidu pENTR2B-GFP.
Restrikce PCR produktll a vektoru probéhla v pfitomnosti restrikCnich enzyma
Notl-FD a Sall-HF. U vektoru pENTR2B-GFP byla nasledujici den pfidana
alkalicka fosfataza FastAP. Restrikce vektoru a PCR produktl byla opét ovéfena

pomoci gelové elektroforézy (Obr. 13).

M pENTR2B 1 2 3 M
5000 b S ' L
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Obr. 13: Elektroferogram pro kontrolu restrikce PCR produkti a vektoru pENTR2B. 1 —
CREla, 2 — CRE1lb, 3 — CRE1lc, M — marker molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA
Ladder. Separace byla provedena v 1% agarozovém gelu.
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Nasledovala purifikace fragmentl a ligace sestfihovych variant CRE1 do
vektoru pENTR2B-GFP pomoci T4 DNA ligazy za vzniku tfi konstruktd pENTR2B-
CREla-GFP, pENTR2B-CRE1b-GFP a pENTR2B-CRE1lc-GFP. Nasledné byla
ligaéni smés transformovana teplotnim Sokem do chemokompetentnich bakterii E.
coli TOP 10 a bakterialni suspenze byla natfena na Petriho misku s LB médiem
obsahujicim kanamycin. Pomoci colony PCR byly bakterialni klony testovany na
pritomnost inzertd v plazmidu pENTR2B-GFP za ucasti primerd pENTR fw a
CRE1_ex3 r3885, amplikony byly poté analyzovany pomoci gelové elektroforézy
(Obr. 14).

A1 2 3 4 567 8 M9 10111213141516B 1 2 3 45 6 78 M
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Obr. 14: Elektroferogram colony PCR, provedené pro ovéfeni pfitomnosti inzertu CRE1a,
CRE1b a CRE1c ve vektoru pENTR2B-GFP. A (1-16) — CREla, B (1-16) CRE1b, C (1-
16) CRE1c, M — marker molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder.

Na zakladé colony PCR byly pro CRE1a vybrany klony €. 1, 5 a pro CRE1c
klony €. 2, 7, jejichZ velikost Cinila 817 bp, resp. 853 bp. Colony PCR na klonech
PENTR2B-CRE1b-GFP nebyla prili§ uspésna, tudiz byly testovany dalSi klony
(Obr. 15).

1718 192021222324 M2526 27 282930 31 32 M 3334 3536 37383940 M
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Obr. 15: Elektroferogram colony PCR, provedené pro ovéreni pritomnosti inzertu CRE1b
ve vektoru pENTR2B-GFP. M — marker molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder.
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V pripadé konstruktu pENTR2B-CRE1b-GFP byly vybrany klony ¢. 17 a 18,
jejichz velikost Cinila 886 bp. Ztéchto kultur byl izolovan plazmid a ovéfen
kontrolni restrikci enzymem EcoR1 a analyzovan pomoci gelové elektroforézy

(Obr. 16). Spravnost vybranych konstruktl byla ovéfena sekvenaci.

M 1 5 17 18 2 7 M

5000 bp

1500bp = oo
500 bp
Obr. 16: Elektroferogram restrikce pozitivnich kloni pENTR-CREla/b/c-GFP. 1,5 —

PENTR-CREla-GFP; 17,18 — pENTR-CRE1b-GFP; 2,7 — pENTR-CRE1lc-GFP; M —
marker molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder.
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=

pENTRIB-OFF
Hr

Obr. 17: Vysledné konstrukty pENTR2B-CRE1a/b/c-GFP a pENTR2B-GFP. 1 — konstrukt
PENTR2B-CRE1a-GFP o velikosti 6193 bp, 2- konstrukt pENTR2B-CRE1b-GFP o
velikosti 6262 bp, 3 — konstrukt pENTR2B-CRE1c-GFP o velikosti 6229 bp, 4 — konstrukt
PENTR2B-GFP o velikosti 3040 bp.
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4.3 Klonovani novych sestrfihovych variant CRE1b nesouci
introny do vektoru pENTR2B ve fuzi s GFP

Nejprve byla provedena PCR amplifikace novych sestfihovych CRE1b variant
nesouci introny ¢. 4 az 9 (dale oznaCované jako CRE1b™* az CRE1b"?), za Ucasti
primert forward CRE1b_fw_Sal1 a reverse CRE1_i4 Not1 az CRE1_i9 Not1
(Tab. 2). Pro amplifikaci kazdé sestfihové varianty CRE1b nesouci introny 4-9 byl
pouzit jiny templat (Tab. 9).

Tab. 9: Templaty k sestfihovym variantam CRE1b s introny 4-9

Sestiihové varianty CRE1b s introny 4-9 Templat

CRE1b_i4 pINIIl_CRE1b

CRE1b_i5 pINIll_CRE1b™S

CRE1b_i6 pINIll_CRE1b™®

CRE1b_i7 pBLUESCRIPT_ CRE1b™ (AHK4mut)
CRE1b_i8 pINIIl_CRE1b™®

CRE1b_i9 pINIIl_CRE1b

PCR produkty byly pomoci elektroforézy v 1% agarosovém gelu analyzovany
a jejich velikosti odpovidaly 1020, 1281, 1554, 1728, 1863 a 3012 bp (Obr. 18).
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Obr. 18: Elektroferogram z gelové elektroforézy pro analyzu amplifikace PCR, provedené
pro ovéreni pritomnosti sestfihovych CRE1b variant s introny ¢. 4 aZz 9. M — marker
molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder, 4 — CRE1b™, 5 — CRE1b™5, 6 — CRE1b™™5,
7 — CRE1b"", 8 — CRE1b™8, 9 — CRE1b™,
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Poté nasledovala purifikace PCR produktd pomoci NucleoSpin Gel and PCR
clean-up a dale restrikce PCR produktu i plazmidu pENTR2B pomoci restrikEnich
enzymU Not1-FD a Sall-HF. U vektoru pENTR2B-GFP byla nasledujici den
pfidana alkalicka fosfataza FastAP. Restrikce vektoru a PCR produktd byla

ovéfena pomoci gelové elektroforézy (Obr. 19).

M 4 5 6 7 8 9 pPENTR2B-GFP
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Obr. 19: Elektroferogram restrikce PCR produkti a vektoru pENTR2B-GFP. M — marker
molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder, 4 — CRE1b™, 5 — CRE1b™, 6 — CRE1b™™5,
7 — CRE1b"", 8 — CRE1b"®, 9 — CRE1b™®,

Poté byla provedena purifikace a ligace PCR produktt do vektoru pENTR2B-
GFP pomoci T4 DNA ligazy za vzniku péti konstruktd: pENTR2B-CRE1b"*-GFP,
PENTR2B-CRE1b™-GFP, pENTR2B-CRE1b™¢-GFP, pENTR2B-CRE1b""-GFP,
PENTR2B-CRE1b"8-GFP, pENTR2B-CRE1b™°-GFP. Nakonec byla liga¢ni smés
transformovana teplotnim Sokem do chemokompetentnich bakterii E. coli TOP 10
a bakterialni suspenze byla natfena na Petriho misku s LB médiem obsahujicim
kanamycin. Pomoci colony PCR byly bakterialni kolonie testovany na pfitomnost
inzertd CRE1b s introny v plazmidu pENTR2B-GFP za ucasti primerd pENTR_fw
a CRE1_ex3 r3885, poté byly amplikony analyzovany elektroforézou v 1%

agarozovém gelu (Obr. 20).

44



A1 2 34 56 7 8

—
tevwve - ww

-

9 1011 12 1314 15 165BRI8 28 3t 4t 5. 6 7 8

-

9 10111213141516C 1 2 3 45 6 78 M

-

-
W YTwWwww
.

D1 2 3 456 7 8 M910111213141516

-

—

.

Cal

(

9 10111213141516 F 1 2 3 4 5 6 78 M

-

Bl
I o~~~y o o~

~

-~

91011121314 1516 M

~
-

123 4567 8M

s

.-

W e -

910111213 141516 M

—
e

Obr. 20: Elektroferogram colony PCR, provedené pro ovéreni pritomnosti inzertid CRE1b
s introny 4-9 ve vektoru pENTR2B-GFP. A (1-16) - CRE1b™* B (1-16) - CRE1b"™®, C (1-
16) - CRE1b™®, D (1-16) - CRE1b™, E (1-16) - CRE1b™®, F (1-16) - CRE1b™ , M —

marker molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder.

Na zakladé colony PCR byly pro pENTR2b-CRE1b"™4-GFP vybrany klony ¢.
4, 10, pro CRE1b" klony ¢. 3, 13, pro CRE1b"® klony ¢&. 13, 15, pro CRE1bnt
klony ¢. 6, 13 a pro CRE1b"® klony €. 1, 8, jejichz velikost ¢inila 886 bp. Colony

PCR nebyla na pfitomnost inzertd CRE1b"® pfili§ uspésna, tudiz byly testovany

dalSi nezavislé klony (Obr. 21).
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Obr. 21: Elektroferogram colony PCR, provedené pro ovéfeni pritomnosti inzertu

CRE1b™ ve vektoru pENTR2B-GFP. M — marker molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA
Ladder.

Z druhé colony PCR byly vybrany klony €. 5, 23, 26, jejichz velikost Cinila 886
bp a byl z nich izolovan plasmid. Nasledné byly vybrané pozitivni klony otestovany
kontrolni restrikci enzymy Sall a Notl pro pENTR2B-CRE1b"™-GFP aZ
PENTR2B-CRE1b™8-GFP. V pfipadé konstruktu pENTR2B-CRE1b™°-GFP byl
pouzit enzym EcoR1. Pomoci gelové elektroforézy byla restrikce ovéfena (Obr. 22
a 23). Velikost vystépenych fragmentl velikosti odpovidala predpokladu.

K ovéfeni spravnosti konstruktl byla provedena sekvenace firmou SEQme.

CRE1b™ CRE1b™ CRE1b"® CRE1b"" CRE1b"®

4 10 3 13 1315 6 13 M 1 8 pENTR2B
— -GFP
e———— -
e ey Gy ey Sy o S S -
— .
— ——-— -—

Obr. 22: Elektroferogram kontrolni restrikce pozitivnich klond pENTR2B-CRE1b-GFP
sintrony 4-8. M — marker molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder. Cisly jsou

oznaceny konkrétni testované klony, prazdny vektor pENTRZ2B-GFP slouZil jako
negativni kontrola.
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Obr. 23: Elektroferogram kontroini restrikce pozitivnich klonii pENTR2b-CRE1b™-GFP.
Cisly jsou oznacdeny konkrétni testované klony. M — marker molekulové hmotnosti 1 kb
Plus DNA Ladder.
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Obr. 24: Vysledné konstrukty pENTR2B-CRE1b-GFP nesouci introny 4-9. 1 — konstrukt
PENTR2B-CRE1b™-GFP o velikosti 4045 bp, 2- konstrukt pPENTR2B-CRE1b™®-GFP o
velikosti 4306 bp, 3 — konstrukt pENTR2B-CRE1b™.-GFP o velikosti 4579 bp, 4 —
PENTR2B-CRE1b™-GFP o velikosti 4753 bp, 5 — konstrukt pPENTR2B-CRE1b™8-GFP o
velikosti 4888 bp , 6 — konstrukt pPENTR2B-CRE1b™°-GFP o velikosti 6037bp.

4.4 Klonovani fuznich genti CRE1-GFP do destina¢niho
vektoru p2GW?7.0

Mezi vstupnimi vektory pENTR2B-GFP, obsahujicimi sestfihové varianty CRE1la,
CRE1b, CRE1c, a cilovym vektorem p2GW?7.0 byla provedena LR rekombinace.
SoucCasné byla provedena LR reakce i pro kontrolni vektor pENTR2B-GFP
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nesouci samotné GFP. Vysledkem reakci jsou konec¢né, tzv. destinaCni expresni
konstrukty p2GW7.0 nesouci vySe uvedené inzerty. Nasledné byla vysledna smés
transformovana do bakterie E. coli TOP 10 a bylo provedeno naoCkovani na
Petriho misky obsahujici LB médium s ampicilinem. Nasledovala colony PCR, za
pritomnosti forward primeru eGFP_seq_fw a reverse primeru M13-20, pomoci
které byly bakterialni kolonie testovany na pfitomnost inzertl v cilovém vektoru
p2GW7.0. Ocekavana velikost amplikonu €inila 481 bp.

V pripadé kontrolniho konstruktu p2GW?7.0-GFP byly vybrany klony €. 2 a 4,
pro p2GW7.0-CRE1a-GFP klony €. 3, 5 a 8, pro p2GW7.0-CRE1c-GFP klony €.
15 a 16 (Obr. 25). V pfipadé konstruktu p2GW7.0-CRE1b-GFP byla provedena
druha colony PCR (Obr. 26), na jejimz zakladé byl vybran klon ¢&. 62.

A12 3 45 67 8 @ 910111213141516 &« 1718192021222324 +
- Twowwew- TTeww --e - "o w

B12 3 456 7 8 M910111213141516 M1718 192021222324 +

- -
- -

C12345678 M910111213141516 M 17 18 192021222324 +

- -

D123 45678M910111213141516M 171819202122 23 +

-

—

Obr. 25: Elektroferogram colony PCR, provedené pro ovéfeni pfitomnosti inzertt GFP,
CRE1la, CRE1lb a CRE1c ve vektoru p2GW7.0-GFP. A (1-24) — p2GW7.0-GFP, B (1-24)
— p2GW?7.0-CRE1la-GFP, C (1-24) — p2GW7.0-CRE1b-GFP, D (1-23) — p2GW7.0-CRE1c-
GFP, M — marker molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder, fragmenty oznacené jako
»1“ symbolizuji pozitivni kontrolu.
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Obr. 26: Elektroferogram colony PCR, provedené pro ovéfeni pritomnosti CRE1b ve
vektoru p2GW7.0-GFP, M — marker molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder.

Vybrané pozitivni klony byly ovéfeny kontrolni restrikci enzymem EcoR1
(Obr. 27). Na zakladé vysledkl kontrolni restrikce byly pro konstrukt p2GW?7.0-
GFP vybrany klony €. 2 a 4, v pfipadé p2GW7.0-CRE1a-GFP klony €. 3 a 8,
v pfipadé p2GW7.0-CRE1b-GFP klon ¢. 62 a pro p2GW7.0-CRE1c-GFP klony €.

15 a 16. VSechny vySe uvedené konstrukty byly ovéfeny sekvenaci.

GFP CRE1la CRE1c CRE1lb

M ZEEEEEEE S M 15 16 82 M
S0005P . o i N O —
~— T e e mam
~— -— —

1500 bp — P
_— —
500bp - -
- =

Obr. 27: Elektroferogram pro kontrolu restrikce pozitivnich kloni GFP, CREla, CRElb a

CRE1c ve vektoru p2GW?7.0-GFP, za pomoci enzymu EcoR1. 2, 4 — p2GW7.0-GFP; 3,5

a 8 - p2GW7.0-CRE1a-GFP, 62 - p2GW7.0-CRE1b-GFP, 15,16 - p2GW7.0-CRE1c-GFP ;
M — marker molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder.
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Obr. 28: Vysledné konstrukty p2GW7.0-CREla/b/c-GFP a p2GW7.0-GFP. 1 — konstrukt
p2GW?7.0-CRE1la-GFP o velikosti 8258 bp, 2- konstrukt p2GW7.0-CRE1b-GFP o velikosti
8327 bp, 3 — konstrukt p2GW7.0-CRE1c-GFP o velikosti 8294 bp, 4 — konstrukt
p2GW7.0- GFP o velikosti 5105 bp.

4.5 Klonovani faznich genti CRE1b-GFP s introny do
destinac¢niho vektoru p2GW7.0

Byla provedena LR rekombinace mezi vstupnimi vektory pENTR2B-GFP nesouci
sestfihové varianty CRElb sintrony 4 az 9, a cilovym vektorem p2GW?7.0.
Vysledkem reakci jsou konec€né, tzv. destinaéni expresni konstrukty p2GW?7.0
nesouci vySe uvedené inzerty. Poté byla vysledna smés transformovana do
bakterie E. coli TOP 10 a nanesena na Petriho misky obsahujici LB médium
s ampicilinem. Nasledovala colony PCR za pfitomnosti forward primeru 35s_F a
reverse primeru CRE1_ex3_r3885, pomoci které byly bakterialni kolonie testovany
na pritomnost inzertd ve vektoru. O¢ekavana velikost amplikonu €inila 927 bp. Pro
p2GW7.0-CRE1b™4-GFP byly vybrany klony &. 1, 2, pro p2GW7.0-CRE1b"">-GFP
klony ¢&. 5, 6, pro p2GW7.0-CRE1b™6-GFP klony ¢&. 9, 10, pro p2GW7.0-CRE1b™"’-
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GFP klony ¢. 19, 20, pro p2GW7.0-CRE1b™8-GFP klony &. 13, 15, 16, a pro
p2GW7.0-CRE1b™-GFP klony ¢&. 2, 6, 9, 10 (Obr. 29 a 30).

A1 2 34 56 78 M910111213 14 1516

"J..’-“o?‘-.‘--ﬁ-

-
B1 23 4 5.6 78M910111213141516 M
4 v .4
H .
T wdwewred ewvewmew
. - -
C12345678M910111213141516
- -»
‘- v ‘
 Sewwwvewpw weteovhee
- -

Obr. 29: Elektroferogram colony PCR, provedené pro ovéfeni pritomnosti inzertt
CRE1b™, CRE1b™ a CRE1b™® ve vektoru p2GW7.0-GFP. A (1-16) — p2GW?7.0-
CRE1b™4-GFP, B (1-16) — p2GW?7.0-CRE1b™-GFP, C (1-16) — p2GW?7.0-CRE1b™-GFP,
M — marker molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder.

D123456 78M910111213141516 M
4 -4

3.‘-.---‘?------.&:

E1 23 4 56 78M910111213141516 M
4 1 v .4
- - -
:.d.‘.-.‘?-iﬂtuﬂtﬁé
. -

F12 3 4 56 78M9 10 1112 13 14 1516

Obr. 30: Elektroferogram colony PCR, provedené pro ovéfeni pritomnosti inzertt
CRE1b™, CRE1b™ a CRE1b™ ve vektoru p2GW7.0-GFP. D (1-16) — p2GW?7.0-
CRE1b™"-GFP, E (1-16) — p2GW7.0-CRE1b™-GFP, F (1-16) — p2GW?7.0-CRE1b™°-GFP,
M — marker molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder.
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Vybrané klony byly ovéfeny kontrolni restrikci s enzymy Spel a Xhol (Obr.

31 a 32). Spravnost konstruktt byla ovéfena sekvenaci.

M CRE1b™ M CRE1b™ CRE1b™® CRE1b™ M
— 1 2 5 6 9 10 19 20
5000 bp --—-—_— — — —
—_—  — — S— e — —
1500 bp - -— =
500 bp S — —
. E —

Obr. 31: Elektroferogram restrikéni analyzy finalnich destinaénich konstrukti p2GW?7.0-
GFP ve fuzi s introny 4-7. 1,2 - p2GW7.0-CRE1b™-GFP, 5,6 - p2GW7.0-CRE1b™-GFP,
9, 10 - p2GW7.0-CRE1b™-GFP, 19, 20 - p2GW7.0-CRE1b™-GFP. M — marker
molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder.

CRE1bin® M CRE1b"® M
13 15 16  TEEPE "
=== i’.ﬂ _
— :.
' -

Obr. 32: Elektroferogram restrikcni analyzy vektory p2GW?7.0-GFP ve fuzi s introny 8 a 9.
13, 15 a 16 - p2GW7.0-CRE1b™-GFP, 2, 6, 9, 10 - p2GW7.0-CRE1b™-GFP. M — marker
molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder.
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Obr. 33: Vysledné konstrukty p2GW?7.0-CRE1b-GFP ve fuzi s introny 4-9. 1 — konstrukt
p2GW7.0-CRE1b™-GFP o velikosti 6110 bp, 2- konstrukt p2GW7.0-CRE1b™-GFP o
velikosti 6371 bp, 3 — konstrukt p2GW?7.0-CRE1b™-GFP o velikosti 6644 bp, 4 —
konstrukt p2GW?7.0-CRE1b™-GFP o velikosti 6818 bp, 5 — konstrukt p2GW?7.0-CRE1b™™®-
GFP o velikosti 6953 bp, 6 — konstrukt p2GW?7.0-CRE1b™-GFP o velikosti 8102 bp.
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5 DISKUZE

V modelové rostliné Arabidopsis thaliana se vyskytuji celkem tfi cytokininové
receptory oznacované jako AHK2, AHK3 a CRE1/AHK4. Pravé CRE1/AHK4 je
predmétem studia této bakalafské prace. Funkce téchto receptorl je velmi dobfe
popsana, avsak jejich subcelularni lokalizace zUstava stale sporna, jelikoz dle
nékterych praci je CRE1 receptor lokalizovan v membrané endoplasmatického
retikula (Wulfetange et al., 2011; Caesar et al., 2011), zatimco jiné zdroje
naznacuji, Zze by mala frakce téchto receptorl mohla byt pfitomna na plasmatické
membrané. V literatufe jsou popsany dvé sestfihoveé varianty zvané jako CREla a
CRE1Db (Inoue et al., 2001), jejichz funkce nebyla doposud detailné prostudovana.
Varianta CREla je kratS§i a kéduje protein o velikosti 1057 aminokyselin, kdezto
varianta CRE1b je na N-konci delSi o 23 aminokyselin. Na tomto N-konci je
pfitomen tzv. retenni motiv pro endoplazmatické retikulum. V nedavné dobé se
nam podafilo naklonovat dalSi nové sestfihové varianty. Jedna z téchto variant
oznacovana jako CRE1c vznika v dusledku alternativniho sestfihu prvniho intronu
a v dusledku toho je CRE1c protein na N konci del$i o 11 aminokyselin oproti
proteinu CREla (D. Zalabak, nepublikovana data). Domnivame se, ze pravé
pritomnost i absence N-terminalnich peptidi nesouci rizné motivy by mohla hrat
zasadni roli v subcelularni distribuci CRE1 receptoru.

Dale se nam podafilo naklonovat nové sestfihové varianty, které v kodujici
sekvenci CRE1 obsahuji vZzdy pouze jeden intron, jmenovité se jedna o introny C.
4 az 9 (D. Zalabak, nepublikovana data). Rostlinné introny jsou bohaté na
nukleotidy adenosin a thimidin a jejich zachovani v kodujici sekvenci ¢asto vede
k tvorbé predCasného terminaéniho kodonu. Toto je i pfipad vySe popsanych
novych CRE1 variant. Domnivame se, Zze pokud dojde k translaci takového
transkriptu, mize vznikat fragment CRE1 receptoru, jehoz funkce se muze
zasadné liSit od klasického CRE1 receptoru. Na zakladé pfedbéznych vysledku
ziskanych z bakterialniho testu se domnivame, Ze takové receptory mohou vazat
ligand, av8ak nespoustéji signalni drahu (D. Zalabak, nepublikovana data).
Domnivame se, ze toto by mohl byt novy regulacni mechanismus vedouci
k atenuaci cytokininové signaini drahy.

Pro ucely studia vy$e popsanych sestfihovych variant receptoru CRE1 jsme

pripravili nejprve tzv. entry klony ve vektoru pENTR2B nesouci CRE1 ¢teci ramce
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ve fuzi s GFP. Poté byly tyto fuzni geny klonovany z entry klonu do destina¢niho
vektoru p2GW7.0 pomoci LR rekombinace (metoda Gateway). Tento konstrukt
umozniuje provést expresi cilového proteinu v rostlinném pletivu pod kontrolou
silného konstitutivniho promotoru CaMV35S (Cauliflower Mosaic Virus 35S).
Podafilo se nam pfipravit vSechny pozadované destinaéni konstrukty, které do

budoucna poslouzi ke studiu lokalizace, jakoz i funkce receptoru CRE1 in planta.
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6 ZAVER

Predkladana bakalarska prace sestava z teoretické a experimentalni ¢asti. V ramci
teoretické Casti byla vypracovana literarni reSerSe na téma metabolismus
cytokininu, pfesnéji jejich biosyntéza a degradace. Dale je zde detailné popsana
signalni draha cytokininl, se zaméfenim na receptory cytokinint, proteiny AHP a
regulatory odpovédi ARR. V teoretické Casti je popsan i zeleny fluorescenéni
protein, pouzivany v zivych bufkach pro znaceni proteinl za ucCelem jejich
lokalizace. K tomuto ucelu byl zminény protein vyuzit i v této praci.

Uspésné byl pfipraven vektor pENTR2B nesouci gen GFP, ktery byl vyuZit
pro dalSi klonovani. Do pfipraveného vektoru pENTR2B-GFP byly klonovany geny
CREla, CRE1lb, CRE1c a byly tak ziskany tfi konstrukty pENTR2B-CRE1a-GFP
PENTR2B-CRE1b-GFP a pENTR2B-CRE1lc-GFP. U variant CREla, CRE1lb a
CRE1c se podafilo uspésné provést LR rekombinaci do destinacniho vektoru
p2GW7.0 metodou Gateway a byly tak ziskany tfi finalni konstrukty p2GW?7.0-
CRE1la-GFP, p2GW7.0-CRE1b-GFP a p2GW7.0-CRE1c-GFP, spolu s kontrolnim
vektorem p2GW7.0-GFP, nesoucim samotné GFP.

Do vektoru pENTR2B-GFP byly také klonovany CRE1b varianty nesouci
jednotlivé introny €. 4 az 9 a bylo tak ziskano celkem Sest konstruktit pENTR2B-
CRE1b™-GFP, pENTR2B-CRE1b"5-GFP, pENTR2B-CRE1b"6-GFP, pENTR2B-
CRE1b"-GFP, pENTR2B-CRE1b"8-GFP a pENTR2B-CRE1b"™-GFP. Opét byla
uspésné provedena LR rekombinace metodou Gateway do destinaéniho vektoru
pP2GW?7.0 a bylo tak ziskano celkem $est finalnich konstruktd p2GW7.0-CRE1b"*-
GFP, p2GW?7.0-CRE1b">-GFP, p2GW?7.0-CRE1b"6-GFP, p2GW?7.0-CRE1b"-
GFP, p2GW7.0-CRE1b"8-GFP a p2GW7.0-CRE1b"°-GFP.

VSechny vySe popsané konstrukty ve vektoru p2GW7.0 umoznuji transientni
expresi pod silnym CaMV35S promotorem v ruznych rostlinnych expresnich
systémech.

Plavodné bylo také naplanovano provést transientni expresi riznych CRE1-
GFP fuaznich proteinl v protoplastech Arabidopsis thaliana, ale z ¢asovych
divodu nebyl tento experiment proveden. Do budoucna planujeme s vyuzitim
téchto konstruktl ovéfit lokalizaci vySe popsanych sestfihovych variant receptoru

CRE1 a rovnéz otestovat jejich funkci in planta.
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