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SOUHRN

Predkladana prace je vénovéna optimalizaci metody stanoveni exprese reportérového genu
GUS pro studium rostlinnych hormonti. Teoreticka cast charakterizuje bézné reportérové
systémy a srovnava rozdilné vlastnosti reportérovych genl. Je popsano rozmanité vyuziti
reportéri ve vyzkumu rostlin i jejich role v chemické biologii a genetice. Prace také
nastiiiuje vyznam fytohormona V regulaci signalnich drah a funkci fiznich genovych
konstrukti jako je DR5:GUS s auxin-responzivnim promotorem.

Jednoducha a rychla kvantitativni analyza je zdkladnim piedpokladem uspésného
vyzkumu bioaktivnich latek, ktery v dnesni dobé sméfuje piredev§im k automatizaci,
miniaturizaci a zisku velkého mnozstvi nezkreslenych dat. Na zékladé¢ toho byly
V experimentalni ¢asti provedeny a zhodnoceny rozdilné metody stanoveni aktivity B-
glukuronidazy v transgenni linii Arabidopsis thaliana DR5:GUS. Protoze konvenc¢ni
kvantitativni metoda nabizi jen velmi omezené moznosti pro screening chemickych
knihoven, byl hledan vhodngjsi postup analyzy se stanovenim aktivity GUS in situ.
Optimalizovana metoda byla ovéfena testovanim Sesti béZznych auxint a jejich strukturnich

derivatu.



SUMMARY

The bachelor's thesis deals with optimization of method for determination of GUS reporter
gene expression in phytohormonal studies. The theoretical part introduces common
reporter systems and compares characteristics of the different reporter genes. Various
applications of reporters in plant science are discussed, including their use in chemical
biology and genetics. The thesis also briefly describes the role of phytohormones
in regulation of signalling pathways and the function of fusion gene constructs such us
DR5:GUS containing the auxin-responsive promoter.

Easy and fast quantitative analysis is a basic assumption of a successful
investigation of bioactive compounds. Recent scientific methods rely on automatization,
miniaturization and acquisition of a large amount of reliable data. Based on this approach,
different methods for monitoring the 3-glucuronidase activity in the transgenic Arabidopsis
thaliana DR5:GUS were performed and evaluated in the experimental part of the thesis.
Since the conventional method of the quantification of GUS activity is not much amenable
to screening chemical libraries, optimization of the GUS assay in situ was done to make it
more suitable for this purpose. To confirm applicability of the optimized method, the six

auxins and their derivatives were tested in the assay.



Podékovani:

Na tomto misté¢ bych rada pod€kovala Mgr. Lukasi Spichalovi, Ph.D. za odborné vedeni,
vstficnost a vénovany cas. Velmi si cenim pfedanych zkuSenosti, a zvlast¢ motivace
ke tvir¢imu pfistupu pfi tvorbé bakalaiské prace. Dale bych chtéla podékovat Mgr. Jané
Noskové a Mgr. Zuzané P¢kné za ochotnou pomoc a cenné rady pii praci V laboratofi.
Pod&kovani patii také Astd Zukauskaite Dr., Ph.D. z Oddéleni chemické biologie a

genetiky Centra regionu Hana za nové ptipravené auxinové derivaty.



A w N R

Obsah

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .....cooirimirinmiinissssesisssssssssssssssssssesesssssns 8
UVOD ..ttt 10
CILE PRACE ....coosiiiiiiiei et 11
SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY .....ccococmiivimrriineinniiesesieseennenens 12
4.1  Vyuziti reportérovych SYStEMU .......ocviiviiiiiiiiiiiieiee e 12
4.2  Typy a vlastnosti reportérovych syStemull..........ocvrveiiiiiiiiiiiniiiececece 12
421  Rizend moleKulArni @VOIUCE. ........crveevecvrreerieeeseiieesseeiese s s s sesseneens 13
4.2.2  FOzni 2enoveEe KONSIUKLY ...co.vviiiiiiieiieiiese e 14
4.3  Umélé promotory jako nastroj k fizené genové expresi v rostlinach.................... 15
4.4  Charakteristika riznych gend vyuzivanych v reportérovych systémech.............. 16
441 LUCIHEIAZA ..ooeeiieeee e 16
BA.2  GFP oo s 18
4.43  Chloramfenikol acetyltransferdza (CAT) ...cccoeviiiiiiiiniicie e 20
444  (-galaktosidaza (B-gal) ....ccooereiiiiiiiiii s 20
445  B-glukuroniddza (GUS).......ccooiiiiiiieiiciiee e 21
4.5  Rozdilné vlastnosti fluorescence a bioluminiSCeNCe..........cevvrvriieiiiecineiennnn, 22
4.6  Vyznam reportérovych systémi v chemické biologii a genetice..........cccocuveruenne. 23
4.7  Reportérovy systém pro studium rostlinnych hormonti............cccocevviiirennnnnnn. 25
4.7.1  Fytohormony a bunétnd signaliZace...........cccccverviireerierniieie e 25
A.7.2  AAUXINY oottt a et 26
4.7.3  Auxinova signalni dradha ...........ccooiiiiiiiiiii s 27
4.7.4  Auxin-responzivni promotor DRS ... 28
4.7.5  Reportérovy systém DRS:GUS........cco oo 28
MATERIAL A METODY ...oovvoiiieieeieeeieseeeeesesssssessee s ses s assassassasssessssssn s nssnsenaees 30
5.1  Biologicky Material..........coiiiiiiiiiieiiiie e 30
5.2  Seznam pouzitych chemikalii @ roZtoKl ........ccooovviiiiiiiiiic e 30
5.3  Pfistroje a programoveé VYDAVENT .......ccovveiieiiiiiiiieiiniesieeie e 31
5.4  DRS5:GUS reportérovy test se stanovenim aktivity GUS INVItro ............c.cceeeee. 32
5.4.1  Kultivacni podminky .......cccoveiiiiiiiiiiiii 32
5.4.2  Homogenizace rostlin a extrakce proteinll..........ccocvervveriiieiiienisiecnienesnes 32
5.4.3  Stanoveni aktivity B-glukuronidazy v rostlinném extraktu...............cccceeunn. 33

5.4.4  Stanoveni celkovych proteind v rostlinném extraktu ..........c.ccoevviiiiiiiiinnnnn 33



5.4.5  Stanoveni specifické aktivity ENZYMU .........ccoovviiiiiiiiiiiiie e 34

55 DRS:GUS reportérovy test se stanovenim aktivity GUS iN SitU.........ccoeeverirrnennee. 34
5.5.1  Kultiva¢ni podminky a pracovni poStUP ........ccceererviiieiiiiienieice e 34
B VY SLEDKY .ooiiiimieueeseeseeseesesssssssss st ess sttt 37
6.1  Aktivita reportéru GUS stanovena in VItr0 ........cccccveveiieieeie i 37
6.2  Aktivita reportéru GUS stanovena iN SitU .........ccevvereieesieene s 38
6.2.1  Aktivita GUS v rostlinach po pienosu z 6-jamkové do 96-jamkové desky... 38
6.2.2  Aktivita GUS v rostlinach pfimo kultivovanych v 96-jamkové desce .......... 40
6.2.3  Mira indukce aktivity GUS Sesti latkami v kontrolnim experimentu............ 42
T DISKUZE ...t bbbttt bbb b 44
7.1  Experimentalni uspofadani stanoveni aktivity GUS iN SitU........cccovvreniiinnnnnn. 44
7.2 Spolehlivost vysledki stanoveni aktivity GUS in VItro/in it ...........c.cccceeevnnene 45
7.3 Zhodnoceni naro¢nosti metod stanoveni aktivity GUS in vitro/in situ................. 47
8 ZAVER ..ottt 49
9 SEZNAM POUZITE LITERATURY ...cvivrurimiiiinsinsesessssssssssssssssssssssssssssssnens 50
PRILOHY
A Kultivace rostlin
B Test 6 auxint a jejich derivati



1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2,4-D
3'UTR
4-chlor-1AA
4-MU
4-TFMUG
5'UTR

A. thaliana
A. victoria
ABP1
ARF
Aux/IAA
AuxRE
AZ-MD-n
BRET

BSA
CaMV 35S

CAT
CCD
DMSO
DNA
E. coli
EB
ECso
ELISA
FLuc
FMNH:
FRET
GFP
GUS
HTS

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-dichlorophenoxyacetic acid)
3' neptekladana oblast (3' untranslated region)
4-chlor-indolyl-3-octova (4-chloroindole-3-acetic acid)
4-methylumbelliferon
4-trifluoromethylumbelliferyl-B-D-glukuronova kyselina
5' neptekladana oblast (5' untranslated region)
Arabidopsis thaliana

Aequorea victoria

auxin-binding protein 1

auxin response factor

auxin/indole-3-acetic acid

auxin-responzivni elementy

auxinov¢ derivaty

bioluminiscen¢ni resonanéni pienos energie
(bioluminescence resonance energy transfer)

bovinni sérovy albumin

35S promotor viru zilkové mozaiky kvétaku
(Cauliflower mosaic virus 35S promoter)
chloramfenikol acetyltransferaza

charge-coupled device

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

Escherichia coli

extrak¢ni pufr (extraction buffer)

koncentrace latky, ktera vyvola 50% biologickou odpoveéd’
enzyme-linked immunosorbent assay

Firefly luciferaza

redukovany flavinmononukleotid

Forsteriv rezonanéni prenos energie (Forster resonance energy transfer)
zeleny fluorescenéni protein (green fluorescent protein)
B-glukuronidaza

vysokokapacitni screening (high-throughput screening)
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IAA kyselina indolyl-3-octova (indole-3-acetic acid)

IBA kyselina indolyl-3-maselna (indole-3-buturic acid)

MES kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonova

miRNA mikro ribonukleova kyselina

MS Murashige & Skoog

MUG 4-methylumbelliferyl-B-D-glukuronid

NAA 1-naftyloctova kyselina (1-naphtalenacetic acid)

PAA kyselina fenyloctova (phenylacetic acid)

PCR polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
RFU relativni fluorescen¢ni jednotky (relative fluorescence units)
RLuc Renilla luciferaza

SCF Skpl-Cullins-F-box-protein E3 ubiquitin ligase

SDS dodecylsiran sodny

SKP2A S-phase kinase-associated protein 2A

Ti plazmid Tumor-inducing plazmid

TIR1/AFB transport inhibitor resistant 1/auxin signaling F-BOX

uv ultrafialova oblast spektra

X-gluc 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-glukuronid

B-gal pB-galaktosidaza



2 UVOD

Reportérové systémy piedstavuji nastroj vyuzitelny v Siroké skale metod v molekularné
biologickém vyzkumu rostlin, zivo¢ichti i mikroorganismt. Své hlavni uplatnéni nalezly
v analyzach genové exprese, uzitecné jsou vSak také pii popisu spletitych signalnich drah
¢i zobrazovani bunéénych procest in vivo.

Reportérové geny jsou vnasSeny do zivych bunék pomoci transgennich technologii.
Produkty téchto geni jsou proteiny poskytujici signal rtznorodého charakteru. Mezi
soucasné reportéry patii predevsim fluorescen¢ni protein GFP nebo enzymy, jako jsou
luciferaza, p-galaktosidaza (B-gal), chloramfenikol acetyltransferaza (CAT) ¢i B-
glukuronidaza (GUS).

Pravé B-glukuronidaza je nejvice vyuzivanym reportérem v rostlinné biologii.
Umoziuje jednoduché histochemické barveni pletiv nebo piesné spektrofotometrické a
fluorimetrické stanoveni i pies vysoky obsah chlorofylu v rostlinnych organismech.

Reportérovy konstrukt DR5:GUS byl vytvofen fuzi genu GUS kodujiciho B-
glukuronidazu s auxin-responzivnim promotorem. Dany systém podava informace
o transportu a distribuci auxinu v rostlinach, a vyznamné tak pfispiva k poznatkim
0 signaliza¢nich kaskadach fizenych timto klicovym fytohormonem. Dalsi mozZnosti
pfinaseji reportérové systémy V rozvijejicich se metodach chemické biologie a genetiky,
piedevsim pak v analyzach potencidlnich bioaktivnich slou€enin.

Konvenéni  zplsob  kvantitativniho  stanoveni  aktivity  B-glukuronidazy
Vv transgennich rostlinach je sice jiz ovéfenou, funkéni a velice citlivou metodou, zato vsak
také pracnou a Casové naroCnou. Jak bude rozebrano dale v této praci, existuje vhodna
alternativa stanoveni aktivity GUS reportéru v rostlinach, ktera vyzaduje mensi mnozstvi
jednotlivych krokt analyzy, vede ke zrychleni celého postupu a soucasné neovliviluje

kvalitu vystupni informace.
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3 CILE PRACE

e Zpracovani literdrni reSerSe tykajici se problematiky reportérovych gent
vyuzivanych v biologii a rostlinnych biotestech.

e Analyza vyhod/nevyhod pouziti rtiznych experimentalnich uspofadani a metod
stanoveni aktivity reportérovych gend.

e Pfenos metody stanoveni aktivity GUS reportéru z in vitro do in situ podminek
v mikrotitracni desce na modelu DR5:GUS.
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
4.1 VyuZiti reportérovych systémii

Hlavni uplatnéni reportérovych systémi se tyka studia genové exprese. Reportérové geny
poskytuji dilezité poznatky o trans-aktivnich faktorech a cis-regula¢nich sekvencich (Jiang
et al., 2008). Mezi n¢ patii transkripéni faktory, promotory a zesilovace, které se spolecné
podileji na Casoprostorové regulaci gent (Kai et al., 2013). Jejich studium je klicové
pro porozuméni procesim vyvoje, diferenciace a morfogeneze. Analyzou transkripcnich
reportért a jejich odpovédi na vnéjsi stimuly mohou byt zkoumany bunécéné signalni drahy
¢i hledany nové bioaktivni latky (Kimura et al., 2001; Fan et Wood, 2007).

K identifikaci gent je mozné vyuzivat tzv. genové pasti (gene traps). Tyto techniky
jsou zalozeny na vneseni reportérového genu do genomické DNA, ktery je aktivovan cis-
regulacnimi sekvencemi V blizkosti mista vlozeni. Reportérovy gen je poté exprimovan
ve stejnych buiikach a vyvojovych stadiich jako gen, do kterého byl nahodné zaclenén
(Springer, 2000).

Za hranicemi studia samotné genové exprese jsou fuzni konstrukty nedocenitelnym
nastrojem pii subcelularni lokalizaci proteinli, sledovani proteinovych interakci a
zobrazovani buné¢né anatomie ¢i bunéénych procest in vivo.

Reportérové geny, podobné jako selekéni markery, umoznuji sledovat efektivitu
transfekce. Selekéni markery chrani transfekované buniky proti selekénimu ¢inidlu, které
by bunky jinak usmrtilo, nebo zamezilo jejich rastu. Oproti tomu Ize pomoci reportérovych
gend odlisit tspeésné transfekované bunky vizualné (Ziemienowicz, 2001).

Stale nevycCerpany potencidl reportérovych genli dokazuje také jejich vyuZiti
ve studiich RNA interference (Ji et Li, 2013). Reportérové systémy tak nalézaji svij
vyznam ve vyzkumu biologickém, medicinsko-farmaceutickém 1 v biotechnologickych

aplikacich (Ziemienowicz, 2001; Jiang et al., 2008).

4.2 Typy a vlastnosti reportérovych systému

Prestoze s pokrokem védeckého vyvoje nékteré typy reportérovych systéml zacinaji
dominovat nad ostatnimi, dodnes zadny z nich nenabizi vSechny vyhodné vlastnosti
analyzy dohromady. Je proto zasadni zvolit si vhodny reportér podle konkrétnich
pozadavkl daného experimentu.

Reportérovy systém by mél umoziiovat levnou, snadno proveditelnou analyzu a

poskytovat kvantitativné métitelny signal. Je rozhodujici, zda je cilem experimentu detekce
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genové exprese na organové, bunécné nebo podbunécné urovni. Typem analyzovanych
bun¢k je urCeno také pozadi, které muze nezanedbateln¢ interferovat se signdlem
reportérového proteinu. Idedlni reportérovy gen se ve studovanych buikach piirozené
vubec nevyskytuje, nebo je od pfirozené formy genu snadno odliSitelny. Reportér by také
nem¢l ovliviiovat normalni fyziologii transfekovanych bunék (Ziemienowicz, 2001).

Jedno ze zakladnich déleni reportérovych systému vychazi ze zptisobu detekce
vysledného signalu. MuzZe se stanovovat enzymaticka aktivita (B-gal, CAT, GUS a
luciferaza) nebo detekovat reportérovy protein piimo (GFP). Reportérové proteiny
s enzymatickou aktivitou signdl mnohonasobné amplifikuji, avSak difuze fluorescen¢niho
produktu predstavuje uréité omezeni (Mantis et Tague, 2000).

Jina charakteristika zohlednuje, zda je analyza provedena v in vitro nebo in vivo
podminkach. V experimentech s zivymi organismy jsou nejvyuzivangjs$imi reportéry GFP a
luciferaza. Naopak v reportérovych systémech B-gal, CAT a GUS je bézné¢ provadéna
histochemie nezivych preparati nebo méfena enzymova aktivita, kterou piedchazi lyze
bunék. Jednoznacnou vyhodou téchto destruktivnich metod je vysoka citlivost, ktera
umoznuje detekovat signal s rozlisenim na urovni jednotlivych bunék (Jefferson, 1987).

V¢St stabilita reportérového proteinu nemusi byt vzdy pro experiment vyhodna. Pii
sledovani zmén transkripcni aktivity, které jsou dynamicky spfazené s bunéénymi procesy
a signalizaci, je prioritou vysoky proteinovy obrat (turnover rate). Proteinovy obrat
ptredstavuje rovnovahu mezi rychlosti, s jakou je protein syntetizovan a rychlosti, s jakou je
odbourdvan. Zméfeny signal je tvofen celkovou populaci reportérovych proteind, které
byly syntetizovany v rozdilném case, a které se pred svym odbouranim staily akumulovat
ve vzorku (Fan et Wood, 2007). Vysokym proteinovym obratem dominuje luciferaza, ktera
je proto na rozdil od GUS nebo GFP vhodnym reportérem piechodné transkripcni aktivity
(Yamamoto et al., 2003). Luciferaza byla pro tyto ucely dale zdokonalena ptidanim
degrada¢niho signalu k proteinu, ktery jesté snizil jeji polocas rozpadu (Fan et Wood,
2007).

4.2.1 Rizena molekularni evoluce

Jednou z nejvétsSich prekdzek molekularné biologickych studii a biotechnologickych
aplikaci je umlCovani nebo potlacovani (down regulace) transgenové exprese v mnoha
rostlinnych druzich. Tak dochazelo v reportérovych systémech napi. k uml¢ovani gena luc
a GUS v cukrové titiné nebo genu gfp v tabaku a Arabidopsis (Chou et Moyle, 2014).

Bylo vSak vyvinuto jiz mnoho modifikaci reportérovych geni, které podpoiily
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transgenni expresi a stabilitu. Tzv. fizend molekularni evoluce je zalozena na in vitro
rekombinacnich metodach, jako jsou nahodna mutageneze pomoci PCR (error-prone PCR)
a ,,DNA shuffling“ (Xiong et al., 2012).

4.2.2 Fuzni genové konstrukty

Genovou fuzi mohou byt vytvoreny transkripéni nebo translacni reportéry, které se 1isi

pfesnosti i charakterem informace, kterou o genové expresi poskytuji (Obr. 1).

A
ATG STOP

promoter 3'UTR
B ATG STOP

promoter i 3'UTR

~ *
-~ -
~ - *

Obr. 1: Stavba fiiznich genovych konstruktii na prikladu reportéru GFP: (A) transkripcni reportéry
a (B) translacni reportéry. Nekodujici DNA sekvence jsou vyznacené cernou linii. Modra barva
reprezentuje exony pivodniho genu, zelend barva sekvence gfp. Prevzato z: Boulin et al., 2006
Transkripni reportéry piedstavuji fizi reportérového genu a promotorového useku
cilového genu nachazejiciho se proti sméru transkripce (upstream). Transkripce
reportérového genu je fizena cis-regulacnimi sekvencemi cilového genu. Protoze vSak tyto
konstrukty nezahrnuji regula¢ni informace, které mohou byt pfitomny v intronech a 3'
nepiekladanych oblastech (3' UTR), nejsou promotorové fuze presnou reprezentaci genoveé
exprese. Interakce 3' UTR oblasti s mMiIRNA se ukazala byt dialezitou soucasti
posttranskripcni regulace.

V transla¢nich reportérech je reportérovy gen fizovan ve stejném ¢tecim ramci (in-
frame) s cilovym genem. Translacni reportér tak zahrnuje 5' nepiekladanou oblast (5'
UTR), exony, introny i 3' UTR. Vzhledem k tomu, Ze se reportérovy gen zaclenuje bez
terminacniho kodonu, vznika po genové expresi chiméricky protein. Reportérovy gen miize
byt vlozen do kteréhokoliv mista v otevieném ctecim rdmci, pfednostné tam, kde
nedochazi k naruSeni funkce nebo topologie proteinu. ProtoZe translacni reportéry
pokryvaji dal$i regula¢ni sekvence, které se mohou nachazet po sméru transkripce
(downstream), reprezentuji genovou expresi piesnéji nez promotorové fize. Intragenické

vlozeni gfp v8ak muze narusit funkci proteinu nebo vést dokonce k toxicité chimérického
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produktu (Boulin et al., 2006).

Pro vneseni fuznich genovych konstruktt do rostlinnych bun¢k byly vyvinuty rizné
fyzikalni a biologické techniky (Gallagher, 1992). Transgenni rostliny mohou byt ziskany
zavedenim Ti plazmidu z Agrobacteria tumefaciens nesouci reportérovy konstrukt nebo
mutagenezi pomoci transpozond (Ramachandran et Sundaresan, 2001). Dalsimi b&zné
provadénymi metodami jsou elektroporace a ,,gun bombardment®. Volba konkrétni metody
zavisi mimo jiné na tom, zda je cilem piechodna transfekce, nebo pfiprava stabilnich

transgennich organizmu (Ow et al., 1986).

4.3 Umélé promotory jako nastroj k Fizené genové expresi v rostlinach

wewvr

specifickou pro jednotliva pletiva, orgdny nebo vyvojova stadia organismu.

Do genomu rostlin mohou byt vneseny konstitutivni promotory, které fidi expresi
exogennich geni ve vSech pletivech transgenni rostliny po celou dobu jejiho vyvoje.
Konstitutivni promotory, jako je 35S promotor viru zilkové mozaiky kvétaku (CaMV 35S,
Cauliflower mosaic virus 35S), patii v soucasnosti mezi nejvyuzivangjsi promotory
Vv rostlinném genovém inzenyrstvi. Konstitutivni exprese exogennich genli ma vSak
tendenci zpasobovat abnormality v morfologii, ristu a vyvoji rostlin. VEtsi pozornost je
proto zaméfovana na inducibilni nebo tkanové specifické promotory, které umoziuji
kontrolovanou expresi exogennich gent Vv rostliné (Liu et al., 2015).

Inducibilni promotory jsou Siroce vyuzivané pro studium bunétnych odpovédi
na ptisobeni bioaktivnich latek nebo stimuld vné&jsiho prostfedi. Pivodni promotorové
oblasti vSak obsahuji mnoho regulacnich sekvenci, které mohou spoustét odpoveéd
na signaly rtznorodé povahy. Indukce promotoru sledovanym signdlem je tak obtizné
odlisitelna od vlivu dalsich rusivych faktord (Chen et al., 2013).

Alternativou jsou uméle vytvofené inducibilni promotory, které v soucasné dobé
umoziuji presnou kontrolu transgenni exprese a jeji manipulaci v mnoha kontextech (Zhu
et al., 2015). Umélé promotory se odvozuji z charakteristickych sekvenci cis-aktivnich
elementll nachazejicich se v pfirozenych inducibilnich promotorech. Regula¢ni funkce
konkrétnich cis-aktivnich elementi pak muze byt sledovana pomoci reportérovych gent,
které jsou k umélym promotoram fuzovany (Chen et al., 2013). V soucasnosti jsou pomoci
téchto systémil intenzivné studovany promotorové sekvence genli zapojenych v signalnich

drahach aktivovanych fytohormony a stresovymi faktory (Zhu et al., 2015).
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4.4 Charakteristika riiznych geni vyuZivanych v reportérovych systémech
441 Luciferaza

Luciferaza obecné oznacuje bioluminiscencni proteiny, které oxidaci substratu kyslikem
produkuji svétlo. Vzhledem K tomu, ze luciferaza umoznuje vysoce citlivou, rychlou a
jednoduchou kvantitativni analyzu, stdvd se jednim z nejvice vyuzivanych reportéra
soucasnosti (Jiang et al., 2008). Prestoze uplatnéni tohoto enzymu spada piedevSim
do vyzkumu zivoéisnych bunék, byla to pravé luciferaza, kterd dala vzniku prvni
svétélkujici rostliné (Ow et al., 1986).

Vsechny typy luciferaz spojuje stejny typ katalyzované reakce, vyvinuly se vsak
nezavisle v nékolika vzdalen¢ ptibuznych druzich. Mezi nejvice vyuzivané luciferazy patii
bakterialni luciferaza pochazejici z Vibria Harveyi a eukaryotické luciferazy, jako jsou
Firefly luciferaza a Renilla luciferaza.

Bakterialni luciferaza je heterodimericky enzym skladajici se z a-podjednotky o 40
kDa a B-podjednotky o 37 kDa. Tyto monomery jsou kodovany luxA a luxB geny. Enzym
katalyzuje oxidaci redukovaného flavinmononukleotidu (FMNH>) a alifatickych aldehydu
s dlouhymi fetézci za produkce modrého svétla (Jiang et al., 2008). Piednosti bakterialni
luciferazy v reportérovych systémech je dostupnost substratii nutnych pro pribéh reakce
pfimo v bufice. Pfipadnou moznosti je také snadné dodani substratu dekanalu, ktery
difunduje skrze bunééné membrany. Dany systém vSak v eukaryotickych bunikach
neumoziuje nepretrzitou emisi svétla, vzhledem k tomu, Ze je FMNH:2 rychle zoxidovan.
FMNH2 v rostlinnych bunikdch navic neni dostupny v dostatecném mnozstvi volné
Vv cytoplazmé, ale je lokalizovan do bunéénych kompartmentii. Tento problém by mohl byt
vyfeSen zacilenim bakterialni luciferazy do organel pomoci signalni sekvence na N-konci
molekuly. Mezi dalsi nevyhody, které znemoznuji efektivni vyuziti bakterialni luciferazy,
patii nizkd mira exprese lux genti v eukaryotickych buiikach, nedostate¢na termostabilita a
nizky kvantovy vytézek. Dale ma tato luciferaza zké pH optimum v bazické oblasti, pfi
jehoz ptekroceni dochazi k prudkému oslabeni enzymové aktivity. Pro zvySeni exprese
Vv eukaryotickych bunkach byl vytvoien fizni gen IuxAB. Luminiscenci dale podpofila
optimalizace kodont a mutageneze (Cui et al., 2014).

Firefly luciferaza (FLuc) pochazi ze svétlusky Photinus pyralis. Monomerni enzym
o molekulové hmotnosti 62 kDa katalyzuje oxidaci specifického substratu D-luciferinu (6-
hydroxybenzothiazol) za pritomnosti kysliku a ATP. Pfi reakci vznika viditelné svétlo

v Sirokém pasmu spektra od 530 do 640 nm (modré az zlutozelené svétlo) s emisnim
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maximem pii 560 nm (Jiang et al., 2008). Kvantovy vytézek Firefly luciferazy je mezi
znamymi luciferazami nejvyssi - bakterialni luciferazu pfevysuje az 60krat. Jako substrat
muze slouzit také koenzym A, ktery vede k jeSté vyssi svételné intenzité¢ (Wood, 1991;
Ziemienowicz, 2001). Inkubace protoplastii v roztoku substratu umoziuje provadét
experimenty in vivo. Dalsi zptsob, jakym mize byt luciferin zaveden do neposkozenych
pletiv, je péstovani rostlin na agaru nebo pisku spole¢né s luciferinem (piijem koteny).
Velikost péstovanych rostlin je vsak limitujici a rozlozeni bioluminiscencniho signalu
v pletivech mtze byt zkreslené. Rychlejsi a jednodus$si provedeni piedstavuje postiik
rostliny slabym detergentem obsahujici luciferin. Po 10minutové inkubaci je mozné méfit
emisi svétla (Ziemienowicz, 2001).

Renilla luciferaza (RLuc) byla klonovana z kolonialniho Zzahavce Renilla
reniformis. Substratem tohoto monomerniho enzymu s molekulovou hmotnosti 36 kDa je
koelenterazin. Oxidacni reakci je emitovano modré svétlo s emisnim maximem pii 480 nm.
Na rozdil od Firefly luciferazy neni béhem daného procesu spotiebovavano ATP. Dtive
byla citlivost RLuc systému omezovana vyskytem neenzymatické autoluminiscence, av§ak
s vyvojem novych védeckych ptistupti se Renilla luciferaza svymi vlastnostmi vyrovnava
Firefly luciferaze. Pro zpfesnéni méfeni se Casto vyuziva systém dualnich reportérovych
gend, kdy se stanovuje aktivita FLuc i RLuc ve stejnych buiikkach nebo lyzatu. Tak mohou
byt normalizovany vedlejsi vlivy miry exprese, jako napt. rozdily v efektivité transfekce
mezi vzorky (Jiwaji et al., 2010).

Jednoznacnou piednosti reportérovych systémil vyuzivajici luciferazu je moznost
analyzy genové exprese v nedestruktivnim in vivo uspotadani, kdy je luminiscence
vizualizovana pomoci ultracitlivych CCD kamer (Alvarado et al., 2004). Nejvice
provadénym zplUsobem analyzy je vSak kvantitativni stanoveni enzymové aktivity
Vv bunéénych lyzatech za pouziti luminometru (Luehrsen et al., 1992). Detekce
luminiscence tak vyzaduje ndkladné vybaveni laboratotfe, stejné¢ jako drahé chemikalie
(Gallagher, 1992).

Luciferaza postrada posttranslacni modifikace, vykazuje vysokou rychlost
enzymatické interakce a stanoveni bioluminiscence neni ruseno endogenni aktivitou. Diky
vysokému proteinovému obratu (rychla maturace proteinu 1 jeho odbourani) luciferaza
dynamicky kopiruje zmény transkripcni aktivity, a pfedstavuje tak vhodny zplsob studia
hormondlni regulace nebo bunéénych reakci na podméty vnéjsiho prostiedi (Alvarado et
al., 2004). Prikladem takové studie je analyza signalni drahy v odpovédi na svételny stres

v Arabidopsis (Kimura et al, 2001). Luciferaza také umoznuje sledovat prostorové
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specifickou genovou expresi v jednotlivych Castech rostliny s uplatnénim zejména pfi
analyze vyvojovych procesit (Yamamoto et al. 2003). Detekovana bioluminiscence vsak
nedosahuje rozliSeni na urovni jednotlivych bunék (Koo et al., 2007).

Vyrazna optimalizace pavodnich FLuc a RLuc gent podpotila jejich vyuzitelnost a
nékolikandsobné zvysila miru exprese v analyzovanych bunkach (Fan et Wood, 2007).
Bylo ovéfeno, Ze je reportérovy systém S luciferazou vhodny pro vice rostlinnych druhti
v¢etné Arabidopsis, tabaku ¢i cukrové titiny (Alvarado et al., 2004; Ono et al., 2011; Chou
et Moyle, 2014). Pocet rostlin s aktivnimi fiznimi konstrukty v ramci testovanych populaci
Arabidopsis byl vSak nizsi nez v GUS exprimujicich liniich (Alvarado et al., 2004).

Luciferazu lze stejné jako GFP pouzit ke zviditelnéni proteinovych interakci. Mezi
tyto metody patii bioluminiscenéni resonan¢ni pfenos energie (BRET) a jeho obdoby, které

jsou zalozeny na komplementaci proteinovych fragmentti (Chen et al., 2008).

442 GFP

Zelené fluorescenéni proteiny (green fluorescent proteins, GFPs) jsou zodpovédné
za zelenou bioluminiscenci mnohych Zzahavcu. Gen gfp byl vSak klonovan pouze z meduzy
Aequorea victoria (Prasher et al., 1992). K fluorescenci meduzy A. victoria dochazi
po excitaci GFP proteinu modrym svétlem, které je vyzafovano aequorinem — jinym
fotoproteinem nachazejicim se v tkani spolecné s GFP (Morise et al., 1974).

Gen gfp kéduje monomerni protein o molekulové hmotnosti 27 kDa. Chromofor p-
hydroxybenzylideneimidazilonin je zanofen v cylindrické struktufe B-barelu a je utvaren
zbytky tfi aminokyselin (Ser65, Tyr66 a Gly67) spontanné za piistupu kysliku. GFP
protein odolava denaturaci a konforma¢nim zménam zavislym na pH (Tsien, 1998).
Unikéani strukturalni vlastnosti tohoto proteinu maji za nasledek jeho pomalé skladani,
které¢ je dale omezovano teplotou nad 25 °C. GFP vykazuje Siroké spektrum s dvéma
excitaénimi maximy pii 395 nm a 470 nm a emisnim maximem pii 508 nm (Jiang et al.,
2008).

Mala velikost proteinu, intenzivni fluorescence a neobvykla stabilita - to vse
preduruje mimotfadné vyuziti GFP proteinu v reportérovych systémech. Oproti jinym
reportérum (luciferaza, B-gal, CAT nebo GUS) navic detekce signalu nevyzaduje pridani
zadného substratu, a GFP je proto vhodny ke studiu dé&ju a struktur v zivych bunkach
(Ziemienowicz, 2001).

Fuazi GFP k N-konci nebo C-konci cilovych molekul Ize sledovat lokalizaci a osud

proteinit zname 1 neznamé funkce. Vzniklé chimérické proteiny zacilené do bunécnych
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organel mohou poskytovat poznatky o endomembranovém systému, o jeho struktuie a
mechanismech bunécného transportu. Dohromady tak GFP nabizi nebyvaly pohled
do regulace bunéénych signalnich drah (Newman et al., 2011).

Mnohocetné modifikace GFP dosazené mutagenezi vedly k potlac¢eni vétSiny jeho
nezéadoucich vlastnosti. Bylo omezeno jeho shlukovani ve vyssi proteinové koncentraci a
podpofena termostabilita pfi 37 °C. Dal§i pozménéné formy GFP vykazuji G€inng&jsi
formaci chromoforu, intenzivnéjsi fluorescenci a mensi nachylnost k vysvicovani
(photobleaching). V rostlinnych buikach je mozné vyuzit Zlutou variantu GFP (yellow
fluorescent protein, YFP) nebo cerveny fluorescenéni protein z koralovnika (Discosoma
red fluorescent protein, DsRed). Soucasna exprese vice spektralnich variant reportérovych
genu tak oteviela nové moznosti studia komplexnich déji v buiice (Welsh et Kay, 1997;
Berg et Beachy, 2008).

V nékterych druzich véetné A. thaliana dochazelo k velmi slabé nebo nestabilni
expresi GFP kvili aberantnimu $§t€peni mRNA koédujici GFP. Nova éra zobrazovani
dynamickych dé&jii v zivych rostlinnych buiikdch zapocala pravé pired dvéma desetiletimi,
kdyz byly uspésné odstranény kryptické sekvence v intronech gfp genu (Haseloff et al.,
1997; Held et al., 2008). K dosazeni u¢inné regenerace transgennich rostlin z bunék
vykazujicich fluorescenci bylo navic nutné GFP zacilit do endoplazmatického retikula
(Haseloff et al., 1997).

Kombinovanim vice modifikaci GFP sou¢asné miize byt tento reportér fuzovan také
ke slabym promotorim. V nékterych rostlinnych druzich dosahuje exprese az 20nasobku
puvodné detekovatelného GFP, jak bylo ukdzano napt. ve studiich s protoplasty listi
kukufice (Chiu et al.,, 1996). Pfesto je pro stanoveni slabé promotorové aktivity
Vv rostlinach v§eobecné vhodnéj$im reportérovym genem GUS, kde je signdl enzymatickou
reakci amplifikovan a neni rusen vysokym pozadim zelené fluorescence rostlinnych pletiv
(Mantis et Tague, 2000). Dalsim nedostatkem GFP je pomérné nakladné pfistrojové
vybaveni vyzadované pro detekci signalu, predevsim pak fluorescencni mikroskop (Xiong
etal., 2011).

GFP je wvyuzivan ke sledovani proteinovych interakci ¢i proteinovych
konformac¢nich zmén in vivo pomoci metody Forstertiv rezonanéni pienos energie (FRET).
Tato metoda je zaloZena na pifenosu energie mezi dvéma fluorescencnimi molekulami,
které spolu nekovalentné interaguji. AvSak vice nez ve vyzkumu rostlin pfispéla metoda
FRET k mnoha dulezitym objeviim ve studiich zaméfenych na sav¢i bunky (Chen et al.,
2008).
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4.4.3 Chloramfenikol acetyltransferaza (CAT)

Chloramfenikol acetyltransferaza (CAT) ptedstavuje jeden z nejdéle znamych reportért,
ktery se uplatnil zejména ve studiu transkripéni regulace. Strukturni gen pro
chloramfenikol acetyltransferazu byl izolovan z transpozonu Tn9 (Ziemienowicz, 2001).
Enzym CAT katalyzuje formaci acetylovanych derivatii chloramfenikolu, které postradaji
inhibi¢ni 0¢inek na proteosyntézu. Transpozon Tn9 tak udéluje bakteriim rezistenci
k chloramfenikolu (Alton et Vapnek, 1979). Pivodni metoda je zaloZena na radioaktivné
znaGenych substratech CAT, jako je [**C]chloramfenikol. Produkty reakce jsou rozdéleny
pomoci tenkovrstvé chromatografie a vizualizovany autoradiografii. V soucasnosti bylo
popsano vice variant stanoveni reportéru CAT, naptiklad metodou ELISA nebo s pouzitim
fluorescenénich derivati chloramfenikolu (Kain et al., 1996; Davis et al., 1992).

CAT reportér je vyuzivan predevsim v experimentech s pfechodné transfekovanymi
buitkami. Enzym je velmi stabilni, avSak hlavni pfednosti tohoto reportéru je nizka
endogenni aktivita ve vétSing rostlin. Stanoveni aktivity CAT je kvantitativni, provadéné
pouze v bunéénych extraktech (Davis et al., 1992). Analyza je pracna, relativné malo
citliva a obnasi klasické problémy spojené s pouzitim radioisotopu (piisna legislativa,
problematicky odpad, zdravotni rizika). Prestoze CAT reportér patfil ve své dobé mezi
nejvyuzivanéjsi, je nahrazovan jinymi reportérovymi systémy (Suto et Ignar, 1997; Jiang et
al., 2008).

4.4.4 f3-galaktosidaza (p-gal)

Gen lacZ z E. coli se fadi mezi nejbézné&jsi reportéry, avsak v rostlinach nabizi jen
omezené vyuziti. Produktem genu lacZ je dobie charakterizovany enzym B-galaktosidaza
katalyzujici hydrolyzu rozmanitého mnozstvi B-galaktosidi. Strukturné se jedna o tetramer
s podjednotkami 0 znac¢né velikosti 116 kDa. B-galaktosidaza akceptuje vyjimeéné Sirokou
Skalu deleci a substituci na N-konci molekuly, a je proto uziteCnym transla¢nim
reportérem. Aktivita enzymu je stanovena za pouziti chromogennich ¢i fluorogennich
substratd. (Ziemienowicz, 2001; Jiang et al. 2008). Vzhledem Kk vysoké stabilité se B-
galaktosidaza velmi hodi pro histochemickou analyzu. Enzym miZe byt zafixovan
Vv rostlinném pletivu pomoci glutaraldehydu bez ztraty aktivity a detekovan piidavkem
indigogenniho substratu (Teeri et al., 1989). (-galaktosidaza se ptesto v rostlinach pfilis

nepouzivé vzhledem k endogenni aktivité interferujici s reportérovym signdlem.
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445 B-glukuronidaza (GUS)

Bakteridlni enzym B-glukuroniddza (GUS) je Siroce vyuZzivanym reportérem v rostlinné
biologii. Monomer s molekulovou hmotnosti 68 kDa je kodovany genem UuidA
z Escherichie coli bé&zné¢ oznatovanym jako gen GUS. Enzym, aktivni ve formé
homotetrameru, hydrolyzuje rozmanit¢é mnozstvi glukuronidd. Konjugaty kyseliny
glukuronové jsou Castym produktem detoxikacnich procesti obratlovei. E. coli je bézna
bakterie stfevni mikroflory, ktera ma diky enzymu GUS schopnost konjugaty
metabolizovat a vyuzivat jako zdroj energie. Rostliny upfednostiiuji jiny mechanismus
detoxikace, a proto pletiva vykazuji minimalni endogenni aktivitu GUS (Wilson et al.,
1992). Mezi dalsi vyznamné vlastnosti tohoto reportéru patii netoxické ucinky na rast a
vyvoj transgennich rostlin, stejné¢ jako nepozorovany negativni vliv na zivotni prostiedi
(Miki et McHugh, 2004).

Bakterialni GUS je aktivni v Sirokém rozmezi hodnot pH, stanoveni se vSak provadi
pti pH optimu 7-8. Pti daném pH je mozné potlacit pfipadnou endogenni aktivitu GUS
nejen v rostlinach, ale také v zivo¢isnych tkanich (Naleway, 1992).

B-glukuronidaza je velice stabilni a N-termindlni fize nenaruSuji enzymovou
aktivitu. Transkripéni i1 translacni fuze jsou vyuzivany k charakterizaci genové exprese
specifické pro jednotlive tkdn€, organy ¢i vyvojova stadia. GUS reportér je vhodny
ke studiu cis-aktivnich element, a uplatiuje se také v metodach ,,gene trapping*
(Springer, 2000).

Enzym nabizi snadnou a levnou histochemickou metodu bez pozadavku
specializovaného vybaveni (Xiong et al., 2011). Princip stanoveni je zalozen na §tépeni 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glukuronidu  (X-gluc) a formaci modie zbarveného
precipitatu. Standardni postup zahrnuje fixaci rostlinného materialu v paraformaldehydu,
naslednou infiltraci pomoci vakua a inkubaci v pufrovacim X-gluc roztoku obsahujicim
0,1% Triton X-100. Pted detekci modrého zbarveni jsou pletiva zbavena chlorofylu
promyvanim v ethanolu. Popsana procedura vSak poskytuje pouze kvalitativni data (Martin
etal., 1992).

Kvantitativni stanoveni genové exprese l1ze provadét pomoci spektrofotometrickych
a fluorimetrickych metod. VSechny vyuzZivané substraty obsahuji cukernou slozku D-
glukopyranosiduronovou kyselinu propojenou glykosidovou vazbou s hydroxylovou
skupinou chromogenni ¢i fluorogenni molekuly. Fluorescence umoziuje fadové citlivejsi

méfeni nez absorbance, a proto v reportérovych systémech fluorimetrie nad
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spektrofotometrii vyrazné pifevladd. Vibec nejvyuzivanéjSim substratem GUS je 4-
methylumbelliferyl-3-D-glukuronid (MUG). MUG, tak jako ostatni fluorogenni substraty,
poskytuje fluorescenci az po hydrolyze (Obr. 2). Produkt 4-methylumbelliferon (4-MU) ma
excitatni maximum pifi 365 nm (UV) a emisni maximum pii 455 nm (modra).
Fluorescenc¢ni vlastnosti 4-MU vyrazné ovliviiuje pH. Maximalni fluorescence je dosazeno
nad jeho pKa (8,2), naopak pii fyziologickém pH je fluorescence 4-MU relativné nizka.
Stop roztok (uhlicitan sodny) tak nejenom ukoncuje enzymatickou reakci, ale zajist'uje také
plnou fluorescenci produktu. Pro kontinualni méteni aktivity GUS se proto vyuziva jiny
substrat, 4-trifluoromethylumbelliferyl-3-D-glukuronova kyselina (4-TFMUG), ktery
po enzymatické hydrolyze vykazuje fluorescenci pii pH samotné analyzy (Jefferson, 1987,
Naleway, 1992).

Analyza je pro rostliny letdlni, coz ptedstavuje hlavni nevyhodu pouziti

reporétového systému GUS.

OH OH OH  OH

MUG D-glukuronova 4-MU
kyselina

Obr. 2: Hydrolyza fluorogenniho substratu MUG za vzniku fluorescencniho
produktu 4-MU katalyzovand enzymem GUS.

4.5 Rozdilné vlastnosti fluorescence a bioluminiscence

Fluorescence i bioluminiscence jsou luminiscencni procesy, pfi kterych dochazi k emisi
fotonu v disledku pfechodu z excitovaného stavu molekuly do stavu zdkladni (klidové)
energie. Rozdilny je vSak zptisob, jakym je excitovany stav vyvolavan. V piipade
fluorescence se molekula dostava do excitovaného stavu pohlcenim zafeni o kratsi vinové
délce, nez jaka je vlnova délka zafeni vyzatfeného. Pfi bioluminiscenci je molekula
excitovana exotermickou chemickou reakci (Fan et Wood, 2007).

Tato skuteCnost se také odrazi na vysledné citlivosti luminiscen¢nich metod.
Vysoky jas fluorimetrického méfeni mize byt jednoduse docilen intenzivnim ozafenim
vzorkll, zatimco mnoZzstvi fotonli emitovanych pifi chemické reakci je podstatné niZsi.

Citlivost vSak neni rovnocenna jasu, ale odrazi pomér mezi relativnim signalem (zméteny

22



signal po odecteni pozadi) a pozadim vzorku. Prestoze fluorimetry vyuzivaji filtry pro
detekci emitovaného svétla pouze o urcité vinové délce, neni tato bariéra dostatecnd, a
fluorimertrie je proto zatizena mnohem vys$Sim pozadim neZ bioluminometrie. Navic jsou
v pletivech zna¢né zastoupeny autofluorescencni molekuly, jako je lignin, fenolické
slouceniny a pfedevsim chlorofyl, které omezuji vyuziti fluorescen¢nich metod v rostlinach

(Billinton et Knight, 2001; Talamond et al., 2015).

4.6 Vyznam reportérovych systémii v chemické biologii a genetice

Malé bioaktivni molekuly se staly G¢innym ndastrojem pfi studiu komplexnich zivych
systémi, a zapocaly tak novy védecky smér Oznacovany jako chemicka biologie a
genetika.

Chemicka biologie miize byt chapana jako vSeobecnd strategie aplikace a
identifikace malych chemickych sloucenin, ktera napomaha objasnit mechanismy
biologickych procest. Chemicka genetika pak predstavuje alternativni piistupy k metodam
klasické genetiky, kdy je s vyuzitim malych bioaktivnich molekul ziskavan definovany
fenotyp.

V Kklasické genetice je mozné genlim piifazovat jejich funkci na zékladé
pozménéného fenotypu, ktery vznikl v disledku genovych mutaci. Metody klasické
genetiky vSak maji sva omezeni, ktera vychazeji ze tii zakladnich skutecnosti: 1) vice genti
muze vykonavat stejnou funkci, 2) jeden gen miiZze byt zodpovédny za vice fenotypovych
ucinki (pleiotropie genové funkce), 3) mutace sledovaného genu muiiZe byt neslucitelna se
Zivotem organismu (Serrano et al., 2015).

ProtoZe bioaktivni latky interaguji predevsim s proteiny, a ptimo tak méni funkci
genovych produktii, umozituje chemicka genetika tyto limity obejit. Uginek bioaktivnich
molekul v§ak miize vést také ke zmeéné genové exprese, a to v piipade¢, pokud jsou zacileny
trans-aktivni faktory (Halder et Kombrink, 2015)

V chemické genetice jsou podle zptisobu zkoumani funkce proteint rozliSovany
pfistupy genetiky ptimé a reverzni (Obr. 3). V piimé genetice je provadén screening
chemickych knihoven pro identifikaci bioaktivnich latek zplsobujici fenotypové zmény.
Po nalezeni takovych latek je snaha identifikovat cil jejich ptsobeni, a to bud’ genetickymi
metodami, nebo nékterym typem biochemické purifikaéni strategie. Screening reversni
genetiky je zaloZen na identifikaci slouceniny, ktera ovliviiuje aktivitu vybraného proteinu.
Tato sloucenina je aplikovana na rostliny s naslednym uréenim fenotypovych zmén, které

vyvolava (Serrano et al., 2015).
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Obr. 3: Schematické znazornéni rozdilného pristupu (A) primé a (B) reverzni genetiky.
Prevzato a upraveno z: Serrano et al., 2015

V soucasnosti je automatizace, miniaturizace a efektivni detekéni technologie
nezbytnou soucasti metod chemické biologie a genetiky. Pristup oznacovany jako
vysokokapacitni screening (high-throughput screening, HTS) je tak vyuzivan nejen
V biochemické analyze homogennich vzorkd, ale i v analyzéach zivociSnych a rostlinnych
buné¢k. Metody bunétné analyzy zahrnuji monitorovani signalnich molekul a pfenosu
signalu v bunce, studium bunécné proliferace a reportérové systémy.

V  reportérovych systémech a proliferatnich analyzach typicky samotné
kolorimetrické, fluorescen¢ni ¢i luminiscenéni stanoveni predchazi nékolikahodinové
inkubac¢ni kroky. Pro ziskani maximalniho mnozstvi dat je provadén vétsi pocet analyz
V paralelnim uspofadani.

Screening chemickych knihoven dominuje piedevsim ve vyzkumu Ié¢iv, kde byla
nyni dosazena rychlost az 100 000 otestovanych latek za jeden den. Miniaturizace objemi
a nartist poctu paralelné testovanych vzorkl byl zapocat formatem 96-jamkovych desek.
96-jamkovych desky jsou stale Siroce vyuzivané, piesto trend sméfujici k vyssi hustoté a
mens$im objemim pokracuje a své uplatnéni nachazeji i 384- nebo 1536-jamkové desky
(Sundberg, 2000; Klumpp et al., 2006).

Také v rostlinné biologii ma screening bioaktivnich chemickych slouc¢enin nesporné

velky potencidl pfi studiu komplexnich signalnich drah a proteini v nich zapojenych.
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V ramci téchto metod mize byt bioaktivita latek vyhodnocena na zakladé pozorovatelnych
morfologickych zmén, nebo na molekuldrni Grovni stanovenim enzymové ¢i reportéroveé
aktivity.

Reportérové geny jsou pro screening vhodné zejména proto, ze poskytuji
kvantitativni nebo alespoil semikvantitativni data umoznujici rozliSeni mezi latkami

s vysokou a nizkou bioaktivitou (Meesters et Kombrink, 2014).

4.7 Reportérovy systém pro studium rostlinnych hormonu
4.7.1 Fytohormony a bunécna signalizace

Rostlinné hormony nebo také fytohormony jsou organické nizkomolekularni signalni latky,
které v rostlindch koordinuji rastové, vyvojové a metabolické procesy. Diky nim mohou
rostliny odpovidat na vngjsi podnéty, jako jsou abioticky stres ¢i napadeni patogeny.
Endogenné se v rostlinach vyskytuji v nizkych koncentracich a je pro né typické
spolupiisobeni: kazdy fytohormon ovliviiuje vice procestt a jeden proces muze byt
ovlivitovan vice fytohormony. Dodnes byly charakterizovany riizné skupiny fytohormonti
s odli$nou strukturou, mezi které patii auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova,
ethylen, brassinosteroidy, jasmonaty, kyselina salicylova a nov¢ i strigolaktony (Sauer et
al., 2013).

Funkce fytohormonti je dana jejich schopnosti pfenaset signal po rostling, a to bud’
vodivymi pletivy, apoplastickou nebo symplastickou cestou. Rostlinné hormony figuruji
jako prostfednici mezibunééné komunikace, které spousti signalizatni kaskady
Vv jednotlivych buiikdch, a vyvolavaji tak ptislusné odpovédi na rtiznorodé vnéjsi i vnitini
podméty.

Pro specifickou odpovéd cilovych bunék je rozhodujici koncentrace a délka
pusobeni fytohormont. Dynamické fizeni €¢inkil signalnich latek je proto dano nejen jejich
biosyntézou nebo aktivaci ptivodni neaktivni formy, ale také rychlosti, S jakou jsou tyto
latky deaktivovany a odbourany. Kromé koncentrace u€inky hormont zavisi také na stafi,
fyziologickém stavu, druhu rostliny a citlivosti pfislusného rostlinného pletiva (Hopkins et
Hiiner, 2008).

Aktivace signalizacni kaskady je podminéna vazbou fytohormonu na membranovy
receptor ¢i receptor nachazejici se voln¢€ v cytoplazmé. Signal mize byt dale pfenasen
systétmem druhych posli s naslednou aktivaci enzymt, nebo je vyvolana zména genové

exprese komplexem hormon-receptor ptimo v jadre.
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Pti hledani funkce a mechanizmii ucinku fytohormont se uplatiuji piistupy
Klasické genetiky, v nichZ se vyuzivaji mutanti S naruSenou syntézou nékterého hormonu.
Ziskat mutanty S nedostatkem auxini a cytokinind je vSak velmi problematické. Diivodem
muze byt nenahraditelna role téchto hormonti v rostlinach, a tedy letalita mutaci, které maji
dopad na jejich syntézu (Prochazka et al., 1998). Vyzkum fytohormonl proto znac¢né

postoupil s rozvojem metod chemické biologie a genetiky.

4.7.2 Auxiny

Auxin je nejdéle zndmym rostlinnym hormonem, ktery byl pojmenovan podle své
schopnosti stimulovat prodluzujici rist (z feckého auxein - rist, zvétSovat se). Tento
fytohormon je vSak zapojen v nevidané Siroké Skale biologickych mechanismt. Kontroluje
zakladni bunécéné procesy, jako jsou endocytdza, bunécna polarita, bunéény cyklus ¢i
bunécna diferenciace. Na makroskopické trovni pak reguluje embryogenezi, formaci pletiv
a novych organt, oddaluje senescenci a podmiiiuje fototropismus. Fyziologicky ucinek
auxinu je dan pfedevSim poldrnim transportem, ktery ustavuje gradient auxinu v ramci
bunék i pletiv.

Nejvice zastoupenym endogennim auxinem je Kyselina indolyl-3-octova (indole-3-
acetic acid, IAA). Kromé¢ ni jsou znamy pouze tii dalsi pfirozené se vyskytujici auxiny, a to
kyselina indolyl-3-maselna (indole-3-buturic acid, IBA), 4-chlor-indolyl-3-octova (4-
chloroindole-3-acetic acid, 4-chlor-IAA) a kyselina fenyloctova (phenylacetic acid, PAA)
(Sauer et al., 2013).

Pii vyzkumu latek s ristové regulacni aktivitou byla nalezena fada syntetickych
sloucenin s G€inky podobnymi uCinkiim auxinli. Patfi mezi né napt. kyselina 1-
naftyloctova (1-naphtalenacetic acid, NAA) a kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-
dichlorophenoxyacetic acid, 2,4-D). Spole¢nym znakem struktury latek s auxinovou
aktivitou je aromaticky kruh, v jehoZ postrannim fetézci je umisténa karboxylova skupina.
Déle musi byt mezi -COOH skupinou a aromatickym kruhem alespoii jeden uhlikovy nebo
kyslikovy atom (Obr. 4). Syntetické auxiny jsou vice stabilni nez IAA, pravdépodobné
kvuli jejich snizenému metabolickému obratu (metabolic turnover) (Dunlap et al., 1986).

Metabolismus IAA v buikach zavisi nejen na vyvojovém stadiu, typu pletiva a
rostlinném druhu, ale také na vnéjSich vlivech, jako je poranéni, napadeni patogeny, svétle
a teploté (Ljung et al., 2002). V rostlin¢ jsou auxiny syntetizovany v meristematickych
oblastech a dalSich aktivné rostoucich organech, jako je koleoptile, kotfenova Spicka, kli¢ici

semena ¢i apikalni pupeny rostoucich stonkt (Hopkins et Hiiner, 2008).
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Ve vysokych koncentraci jsou auxiny toxické. Vykazuji odliSnou aktivitu
ve dvoudéloznych a jednod€loznych rostlinach, coz umoziuje jejich vyuziti jako herbicidy
v zeméd¢€lstvi a zahradnictvi (Grossmann, 2010). Jak syntetické, tak pfirozené auxiny
ve vysokych koncentracich indukuji vznik rostlinného hormonu etylenu, ktery nasledné
spousti biosyntézu dalSiho fytohormonu, kyseliny abscisové. Ta se podili na inhibici riistu

rostlin (Hansen et Grossmann, 2000).

it O o
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Obr. 4: Struktura latek s auxinovou aktivitou: (A) kyselina indolyl-3-octova, (B) kyselina indolyl-3-
maselnd, (C) kyselina fenyloctova a (D) kyselina 1-naftyloctova. Prevzato z: Sauer et al., 2013

4.7.3 Auxinova signalni draha

Do dnesniho dne bylo objeveno jiz nckolik rozdilnych signalnich drah a potencidlnich
auxinovych receptord, které jsou zapojeny V pienosu auxinového signalu. Jednoznaéné
nejlépe prostudovanou signalni drahou je TIR1/AFB (transport inhibitor resistant 1/auxin
signaling F-box). V ramci ni auxin aktivuje jaderny receptor TIR1 patiici mezi F-box
proteiny. Vazba auxinu zahajuje formaci komplexu E3 ubikvitinové ligdzy oznacované
SCF™R! s naslednym zacilenim transkripénich represortt Aux/IAA (auxin/indole-3-acetic
acid) a jejich odbouranim skrze ubikvitin-proteazomovou drahu. Pfi nizké hladiné¢ auxini
represory Aux/IAA interaguji s transkripénimi faktory zrodiny ARF (auxin response
factor), ¢cimz je inhibuji. ARF faktory obsahuji doménu vazici se na auxin-responzivni
elementy (AuxRE) a po degradaci represori Aux/IAA v pfitomnosti auxini spousti
genovou transkripci (Obr. 6).

Mezi dal$i F-box proteiny s prokdzanou schopnosti vézat auxin patfi protein
SKP2A (S-phase kinase-associated protein 2A). Na rozdil od TIR1/AFB signalni drahy,
ktera vede k regulaci transkripce auxin-inducibilnich genli, ma aktivace SKP2A drahy
za nasledek odbourani klicovych regulatorti bunééného cyklu (Sauer et al., 2013).

ABP1 (auxin-binding protein 1) byl vibec prvnim objevenym auxinovym
receptorem, piesto jeho biologickd funkce i po vice nez 40 letech ziistdva sporna.

Vzhledem k vazebné afinit¢ auxinu k ABP1 a faktu, ze se jedna o Siroce konzervovany
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protein mezi rostlinami, je ptedpokladana jeho nezanedbatelna role v bunécnych signalnich
drahdch. K odhaleni molekuldrnich mechanismii piisobeni tohoto proteinu je vSak

zapotiebi dalsi vyzkum (Powers et Strader, 2016).

4.7.4 Auxin-responzivni promotor DR5

DR5 je umeéle vytvofeny auxin-responzivni promotor, ktery obsahuje minimalni
promotorovou sekvenci 35S viru CaMV fazovanou k sedmi auxin-responzivnim
elementim (AuxRE). Tyto tandemové repetice o délce 11 bp byly vytvofeny mistné
fizenou mutagenezi ptivodnich D1 elementl z pfirozeného GH3 promotoru s6ji. D1 stejné
jako DRS5 element patii mezi AuxRE elementy pro které je typicka pfitomnost TGTCTC
sekvence. TGTCTC sekvence je vysoce konzervativni a charakteristickd pro promotory
auxin-inducibilnich geni, na kterou se vaze transkripéni faktor ARF1 (auxin response
factor 1).

Mutaci piivodniho D1 elementu i zndsobenym poctem repetic bylo dosazeno vyssi
aktivity AuXRE elementt v umélém DR5 promotoru (Ulmasov et al., 1997). DR5 promotor
bézné fidi expresi reportérovych gent, jako jsou GUS nebo gfp a je vyuzitelny nejen

v modelové rostliné Arabidopsis, ale i v dalsich rostlinnych druzich (Chen et al., 2013).

minindinf
35S promotor

7X CCTTITGTCTC]

AuxRE
B

D1: CCTCGTGTCTC]

AuxRE

Obr. 5: (A) Skiadba fiizniho konstruktu DR5:GUS. DR5 promotor je vyznacen v Sedém poli,
reportérovy gen GUS vzeleném poli, 3° UTR oznacuje neprekladanou oblast na 3’ konci.
V modrém ramecku je zvyraznéna konzervativni sekvence charakteristicka pro AuxRE elementy. (B)
Sekvence auxin-responzivniho elementu D1, ktery se vyskytuje v prirozeném promotoru séji GH3,
obsahuje konzervativni sekvenci vyznacenou v modrém ramecku.

4.7.5 Reportérovy systém DR5:GUS

Fuzi umélého auxin-responzivniho promotoru DR5 K reportérovému genu GUS byl
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vytvoten spolehlivy systém, ktery umoziuje testovat Ucinky latek auxinové povahy,
sledovat jejich distribuci a koncentraci v rostlinach, a odhalovat tak spletit¢é mechanismy
auxinové signalizace (Zhao et al., 2003).

Ve vyzkumu regulac¢ni role auxinli v rostlindch je systém DRS5:GUS obzvlasté
uzitecny, a to z divodu specifického auxinového polarniho transportu, ktery ustanovuje
koncentrani gradient auxinu mezi sousedicimi buiikami. Na rozdil od klasickych
biochemickych metod, které pracuji s extrakty z celych tkéni nebo organii, umoznuje
systétm DR5:GUS méfeni auxinové koncentrace v rozliSeni na trovni jednotlivych bunék
(Chen et al., 2013).

Pfi aplikaci auxinl na transgenni rostliny nesouci v genomu konstrukt DR5:GUS
dochazi v rostlinnych buiikach k aktivaci klasické auxinové signdlni drahy TIR1/AFB a
nasledné expresi auxin-inducibilnich genti. Vzhledem k tomu, ze umély promotor DR5
obsahuje auxin-responzivni elementy, na které se vaze transkripni faktor ARFI1, je
V pfitomnosti auxini piepisovana také genetickd informace nachdzejici se po sméru
transkripce (downstream) od DR5 promotoru (Ulmasov et al., 1997). V tomto piipadé
pfedstavuje transkribovanou sekvenci reportérovy gen GUS, jehoZz exprese muize byt

stanovena na zaklad¢ enzymatické aktivity B-glukuronidazy (Obr. 6).
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Obr. 6: (A) Auxinovad signalni draha TIRI/AFB. (B) Exprese reportérového genu GUS aktivovand
auxinem (vyznacen modre).
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5 MATERIAL A METODY
5.1 Biologicky material

Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia-0 (Col-0), transgenni linie nesouci reportérovy
konstrukt DR5:GUS (Ulmasov et al., 1997)

5.2 Seznam pouzitych chemikalii a roztoki

1-naftyloctova kyselina (NAA); Sigma-Aldrich
2-merkaptoethanol; Sigma-Aldrich

4-methylumbelliferon (4-MU); Sigma-Aldrich
4-methylumbelliferyl-p-D-glukuronid hydrat (MUG); Sigma-Aldrich
Agaréza; Sigma-Aldrich

Bovinni sérovy aloumin (BSA); Sigma-Aldrich
Bradfordovo ¢inidlo; Sigma-Aldrich
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat; LachNer
Dimethylsulfoxid (DMSO); LachNer

Dodecylsiran sodny (SDS); LachNer

Ethanol 96%; LachNer

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA); LachNer
Glycin; Sigma-Aldrich

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat; LachNer
Hydroxid draselny; Sigma-Aldrich

Kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonova (MES); Sigma-Aldrich
Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D); Sigma-Aldrich
Kyselina indolyl-3-octova (IAA); Sigma-Aldrich
Methanol; LachNer

Murashige & Skoog médium (MS); Duchefa

Sachar6za; LachNer

Triton X-100; Sigma-Aldrich

Uhli¢itan sodny; Sigma-Aldrich

Nové piipravené auxinové derivaty (AZ-MD-n); Asta Zukauskaite Dr., Ph.D., Oddgleni

chemické biologie a genetiky Centra regionu Hana
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¥ MS médium (Murashige et Skoog, 1962): 1,1 g MS + 0,25 g MES + 5 g sacharozy
rozpusténo do mensiho mnozstvi vody; pH upraveno na 5,6-5,7; doplnéno na objem
500 ml destilovanou vodou; sterilizovano autoklavovanim

Extrakcni pufir EB 1: 11,54 ml Na;HPO4 (0,5 mol.I"Y) + 4,23 ml NaH,PO4 (1 mol.I) +
0,745 g EDTA + 0,141 ml 2-merkaptoethanolu; doplnéno do 200 ml destilovanou
vodou

Extrakcni pufi- EB II: 11,54 ml NapHPO4 (0,5 mol.I) + 4,23 ml NaH2PO4 (1 mol.I"t) +
0,745 g EDTA + 0,141 ml 2-merkaptoethanolu + 0,4 ml Tritonu X-100 + 400 mg
SDS; doplnéno do 200 ml destilovanou vodou

Lyzacni pufr: 372 mg EDTA + 100 pl Tritonu X-100 + 100 ml fosfatového pufru (50
mmol.IY) pH =7

Stop roztok I: 1,99 g glycinu + 1,76 g Na,COz rozpusténo do mensiho mnozstvi vody; pH
upraveno na 10,7; doplnéno na objem 200 ml destilovanou vodou

Stop roztok I1: 10,59 g Na,COs rozpusténo do 100 ml destilované vody

Zdsobni roztoky testovanych latek (50 - 100 mmol.I%): auxiny a jejich strukturni derivaty

rozpustény v DMSO
5.3 Pristroje a programové vybaveni

Centrifuga ScanSpeed 1730R (LaboGene)

Laminarni box MERCI SCS (MERCI)

Orbitalni tfepacka SM 30 (Edmund Biihler GmbH)

Oscilaéni mlyn MM 400 (Retsch)

UV transiluminator ECX-20.M (Vilber Lourmat)

Spekrofotometr Synergy H4 Hybrid Microplate Reader (BioTek Instruments)
Ttepacka Reax Top (Heidolph)

Ttepacka s inkubatorem Innova 42 (New Brunswick Scientific)

Ttepacka s inkubatorem Thermomixer R (Eppendorf)

Zativkové trubice MASTER TL-D 36W/840 (Philips)

Graficky a statisticky program GraphPad Prism 7 (https://www.graphpad.com/)
Tabulkovy procesor Microsoft Excel 2016 (Microsoft)
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5.4 DRS5:GUS reportérovy test se stanovenim aktivity GUS in vitro
5.4.1 Kultivaéni podminky

Na jednu 24-jamkovou desku bylo odebrano cca 18 mg semen Arabidopsis, semena byla
povrchové sterilizovana v 400 pl 70% ethanolu s 0,01% Tritonem X-100 10 min na
tiepacce (Reax Top, Heidolph) pfi nejniz$im stupni tfepani. Za sterilnich podminek
V laminarnim boxu byla semena promyta ttikrat 400 pl roztoku 70% ethanolu s 0,01%
Tritonem X-100, a poté sterilni destilovanou vodou. Voda byla odsata a semena
resuspendovana ve sterilni 0,1% agaréze (480 pl na desku).

Do 24-jamkové desky bylo pipetovano po 1,5 ml sterilniho 2 MS média a 20 pl
suspenze semen. Deska se semeny byla umisténa na 4 dny do 4 °C do tmy (synchronizace
kli¢eni). Nasledné byly rostliny kultivovany ve fytotronu pii fotoperiodé 16/8 hod
(den/noc), intenzité osvétleni 100 pmol.m2.st a teploté 23/18 °C (den/noc). Deska byla
po dobu kultivace umisténa na orbitalni tiepacce (SM 30, Edmund Biihler GmbH) pfi 125
rpm. Po tfech dnech bylo do kazdé jamky pipetovano 1,5 pl testovanych latek od kazdé
koncentrace ve dvou opakovanich a dimethylsulfoxid (DMSO) jako negativni kontrola
(Schéma 1). Rostliny s testovanymi latkami byly kultivovany 17 hod ve fytotronu
za predeslych podminek.

Schéma 1: Aplikace testovanych latek na rostliny v 24-jamkové desce (DMSO jako
negativni kontrola).

Vysledna koncentrace [pmol.I?]

DMsO | 001 | 01 | 1 | 10 | 100
2 [owso| 001 | 01 | 1 | 10 | 100
< [owso 00101 [ 1 [ 10 | 100
S [omso| 001 | 01 | 1 | 10 | 100

5.4.2 Homogenizace rostlin a extrakce proteini

Rostliny osuSené buniCitou vatou byly pieneseny do mikrozkumavek s dvéma
homogeniza¢nimi kulickami. Do kazdé¢ mikrozkumavky bylo pfidano 125 pl extrakéniho
pufru EB 1. Vzorky byly homogenizovany v oscilaénim vibra¢nim mlyné¢ (MM 400,
Retsch) 4 min pii 27 Hz (pfedem vychlazené stojanky pii -20 °C). Po homogenizaci bylo
do mikrozkumavek pfidano 125 pl extrakéniho pufru EB II a vzorky inkubovany 30 min

pii 4 °C. Nasledné byly vzorky 20 min centrifugovany pii 4 °C a 16 000 x g (centrifuga
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ScanSpeed 1730R, LaboGene). Supernatant byl odebran do ¢istych mikrozkumavek.

5.4.3 Stanoveni aktivity B-glukuronidazy v rostlinném extraktu

Do 96-jamkové mikrotitra¢ni desky bylo pipetovano 15 pl supernatantu od kazdého vzorku
ve tfech opakovanich dle Schématu 2. Do jamek bylo pfidano 15 pl MUG (2 mmol.I%).
Vzorky byly inkubovany 60 min pii teplot¢ 37 °C ve tm¢é (tfepacka s inkubatorem
Thermomixer R, Eppendorf). Reakce byla zastavena Stop roztokem 1 (200 ul/jamka). Byla
zméfena fluorescence pii excitacni/emisni vinové délce 365/460 nm (spektrofotometr

Synergy H4 Hybrid Microplate Reader, BioTek Instruments).

Schéma 2: Usporadani experimentu v 96-jamkové mikrotitracni desce. Na schématu jsou uvedeny
koncentrace rostlinnych hormonii IAA a NAA na jamku [umol/I].

IAA NAA
DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO
001001001001/ 001]001)001)0010,01]0,01)0,01]0,01
0,1 0,1 0,1 o1 ,]012,02}01,01,01)01]01]01
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

TOTMTMOOW@>

blank | blank | blank | blank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Legenda: DMSO (negativni kontrola)
blank (slepy vzorek) = 15 ul MUG (2 mmol.I"Y) + 15 ul roztoku extrakénich pufit EB | a
EB Il (1:1) + 200 pl Stop roztoku I

5.4.4 Stanoveni celkovych proteini v rostlinném extraktu

Do 96-jamkové mikrotitracni desky bylo pipetovano 5 ul supernatantu od kazdého vzorku
ve tfech opakovanich. Jako slepy vzorek bylo pipetovano 5 pl/jamka roztoku extrakénich
pufri EB 1 a EB Il (1:1). Do kazdé jamky bylo ptidano 250 pl Bradfordova ¢inidla. Vzorky
byly inkubovdny 10 min pfi laboratorni teploté, a poté zmétfena absorbance pii vlnové
délce 595 nm (spektrofotometr Synergy H4 Hybrid Microplate Reader, BioTek
Instruments).

Koncentrace proteini ve vzorcich byla stanovena pomoci kalibra¢ni kiivky. Byla
vytvotena koncentracni fada (5; 4; 3; 2; 1; 0 mg.ml'l) standardnich roztokd bovinniho
sérového albuminu (BSA) v extrakénich pufrech EB | a EB Il (1:1). Do jamek bylo
pipetovano 5 ul standardniho roztoku BSA a 250 ul Bradfordova c¢inidla. Roztoky byly
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inkubovany 10 min pii laboratorni teploté, a poté zmétena absorbance pii vinové délce

595 nm.

5.4.5 Stanoveni specifické aktivity enzymu

Mnozstvi produktu 4-MU bylo stanoveno pomoci kalibra¢ni ktivky. Byla vytvofena
koncentra¢ni fada (500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,6; 7.8; 0 umol.IY) 4-MU v extrakénich
pufrech EB 1 a EB Il (1:1). Poté bylo do jamek bylo pipetovano 15 ul standardniho roztoku
4-MU, 15 pl roztoku extrak¢nich pufri EB 1 a EB II (1:1) a 200 pul Stop roztoku I. Byla
zméfena fluorescence pfi excitatni/emisni vinové délce 365/460 nm.

Data byla analyzovana tabulkovym procesorem Microsoft Excel se zakladnimi
statistickymi funkcemi (prumér, smérodatna odchylka). Pomoci programu GraphPad Prism
byly vypocteny hodnoty ECso pro testované latky.

Aktivita B-glukuronidazy byla vyjadiena jako: nmol 4-MU.min"t.mg* proteind

Cely postup analyzy aktivity GUS in vitro je shrnut na Obrazku 7.

5.5 DRS5:GUS reportérovy test se stanovenim aktivity GUS in situ
55.1 Kaultivaéni podminky a pracovni postup
5.5.1.1 Varianta kultivace v 6-jamkové desce s pirenosem do 96-jamkové desky

Na jednu 6-jamkovou desku byly odebrany 3 mg semen Arabidopsis, semena byla
povrchové sterilizovana v 200 pl 70% ethanolu s0,01% Tritonem X-100 10 min
V lamindrnim boxu byla semena promyta tfikrat 200 pl roztoku 70% ethanolu s 0,01%
Tritonem X-100 a nasledné tiikrat sterilni destilovanou vodou. Voda byla odsata, a semena
resuspendovana ve sterilni 0,1% agardze (200 pl na desku). Do 6-jamkové desky bylo
pipetovano po 5 ml /2 MS média a 33 pl suspenze semen. Deska se semeny byla umisténa
na 4 dny do tmy pii 4 °C (synchronizace kli¢eni). Poté byla rostliny kultivovany
ve fytotronu pii fotoperiodé¢ 16/8 hod (den/noc), teploté 23/18 °C (den/noc) a intenzité
osvétleni 100 pmol.m?.s™,

Po 7 dnech kultivace byly rostliny pfeneseny do 96-jamkové mikrotitracni desky
tak, aby v kazdé jamce byla pouze jedna rostlina. Do jamek bylo pipetovano 100 ul %2 MS
média s piidavkem testované latky v osmi opakovénich pro kazdou koncentraci, jak je
znazornéno na Schématu 3. Jako negativni kontrola byl pouzit 1% roztok DMSO v 2 MS

médiu (100 pl/jamka). Rostliny s testovanymi latkami byly kultivovany 17 hod
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ve fytotronu za predeslych podminek.

Schéma 3: Usporadani experimentu v 96-jamkové mikrotitracni desce. e schématu jsou uvedeny
koncentrace rostlinnych hormonii IAA a NAA na jamku [umollI*] a DMSO jako
negativni kontrola.

IAA NAA

A|pbwmso| 0,01 | 0,1 1 10 100 |omso | 0,01 | 0,1 1 10 100
B |bowmso | 0,01 | 0,1 1 10 100 |pomso | 0,01 | 0,1 1 10 100
C|owmso| 0,01 | 0,1 1 10 100 |pbwmso | 0,01 | 0,1 1 10 100
D |bowmso| 0,01 | 0,1 1 10 100 |pbwmso | 0,01 | 0,1 1 10 100
E |pbwmso| 0,01 | 0,1 1 10 100 |omso | 0,01 | 0,1 1 10 100
F|lowso| 0,01 | 0,1 1 10 100 |pbwmso | 0,01 | 0,1 1 10 100
G|pbwmso | 0,01 | 0,1 1 10 100 |bwmso | 0,01 | 0,1 1 10 100
H|bomso | 0,01 | 0,1 1 10 100 |bwmso | 0,01 | 0,1 1 10 100

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

5.5.1.2 Varianta piimé kultivace v 96-jamkové desce

Na jednu 96-jamkovou desku byly odebrany 3 mg semen Arabidopsis. Semena byla
povrchové sterilizovana v 400 pl 70% ethanolu s 0,01 % Tritonem X-100 10 min
V lamindrnim boxu byla semena promyta tfikrat 200 pl roztoku 70% ethanolu s 0,01%
Tritonem X-100 a nasledné sterilni destilovanou vodou. Voda byla odsata, a semena
resuspendovana ve sterilni 0,1% agardéze (1,7 ml na desku). Do 96-jamkové bylo
pipetovano po 190 ul sterilniho 2 MS média. Semena v agardze byla po jednom rozdélena
do jamek pomoci pipety (10 pl/jamka). Deska se semeny byla umisténa na 4 dny do tmy
pii 4 °C (synchronizace kli¢eni). Poté byly rostliny kultivovany ve fytotronu pfi
fotoperiodé 16/8 hod (den/noc), teploté 21-22/18 °C (den/noc) a intenzité osvétleni 100
pumol.m2.s?,

Po 7 dnech kultivace byly pfidany testované latky v DMSO (2 pl/jamka) v osmi
opakovanich pro kazdou koncentraci (Schéma 3). Jako negativni kontrola bylo pipetovano
pouze DMSO (2 upl/jamka). Rostliny s testovanymi latkami byly kultivovany 17 hod
ve fytotronu za ptedeslych podminek.

5.5.1.3 Stanoveni aktivity B-glukuronidazy v intaktnich rostlinach

Rozdilné varianty kultivace rostlin nemély vliv na samotny postup stanoveni aktivity B-
glukuronidazy in situ. V obou piipadech bylo po 17hodinové kultivaci s testovanymi

latkami z 96-jamkové mikrotitraéni desky odséto kultivacni médium. Do kazdé jamky bylo
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pfiddno 150 pl roztoku MUG vV lyzaénim pufru (1 mmol.I%) tak, aby byly rostliny zcela
ponofeny. Deska se vzorky byla umisténa na 90 min dotmy pii 37 °C (tfepacka
s inkubatorem Innova 42, New Brunswick Scientific).

Reakce byla zastavena piidanim Stop roztoku Il (50 ul/jamka). Z kazdé jamky bylo
odebrano 50 ul roztoku do nové 96-jamkové mikrotitracni desky. Slepy vzorek (50
ul/jamka) byl piipraven smisenim MUG vV lyzaénim pufru (1 mmol.IY) a Stop roztoku I
vpoméru 3:1. Fluorescence vzorku byla zméfena pii excitani/emisni vlnové délce
365/455 nm (spektrofotometr Synergy H4 Hybrid Microplate Reader, BioTek
Instruments).

Data byla analyzovana tabulkovym procesorem Microsoft Excel se zakladnimi
statistickymi funkcemi (pramér, smérodatna odchylka). Aktivita B-glukuronidazy byla
vyjadiena v relativnich fluorescencnich jednotkach (RFU) vztaZzenych na jednu rostlinu.
Pomoci programu GraphPad Prism byly vypocteny hodnoty ECso pro testované latky.

Cely postup analyzy aktivity GUS in situ s rozdilnymi zptsoby kultivace rostlin je
shrnut na Obrazku 9 a 11.

5.5.1.4 Analyza bioaktivity 6 latek jako kontrolni experiment

V reportérovém testu DR5:GUS se stanovenim aktivity GUS in situ bylo testovano
souCasné 6 latek. Dva standardy (IAA, 2,4-D) a ¢tyfi nové pripravené auxinové derivaty
(AZ-MD-73, AZ-MD-82, AZ-MD-127, AZ-MD-134) byly aplikovany V koncentra¢ni
skale: 0,01; 0,1; 1; 5; 10 pmol.I". Postup byl proveden shodné dle vyse popsané metody
s variantou kultivace v 96-jamkovych deskach, tj. pro otestovani 6 latek byly rostliny

kultivovany ve tfech mikrotitraénich deskach.
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6 VYSLEDKY

S cilem optimalizace metody stanoveni exprese reportérového genu GUS V rostlinach byla
provedena rozdilnd experimentalni uspofadani. Pro veSkeré experimenty byl zvolen
reportérovy systém DR5:GUS, kde je aktivita GUS pod kontrolou auxin-responzivniho
promotoru. V ramci srovnavanych postupti analyzy byly testovany dva rostlinné hormony;
endogenni auxin kyselina indolyl-3-octova (IAA) a synteticky auxin kyselina 1-
naftyloctova (NAA). Inkubace rostlin s latkami probihala vzdy po dobu 17 hodin. Byla
sledovana enzymova aktivita B-glukuronidazy v zavislost na koncentraci ptislusnych latek

a vypocteny hodnoty ECso (koncentrace latky, ktera vyvola 50% biologickou odpovéd).

6.1 Aktivita reportéru GUS stanovena in vitro

Latky IAA a NAA byly pfidany K rostlinam jiz po tiidenni kultivaci. Nasledujici den byla
provedena analyza indukované aktivity GUS s homogenizaci rostlin a extrakci proteint
(Obr. 7).

Mira aktivace auxinové signalni drahy latkami byla vyjadiena jako specificka
aktivita enzymu GUS (Obr. 8). Naméiena fluorescence je v tomto piipadé piepoctena
na mnozstvi proteinii ve vzorcich. IAA (ECso = 6,390 pmol.I"Y) vykazuje niz§i miru

aktivace auxinové signalni drahy v porovnani s NAA (ECso = 1,060 umol.I?%).

1. synchronizace kliceni 4 dny, 4 °C, tma

7‘—_ — +te§tované latka A% =
inkubace

sterilizace semen 17h,23°C

2. kultivace 3 dny, 23 °C
(trepacka) + pufr EBI ‘
fluorimetrie / spetrofotometrie

homogenizace
4min27Hz (( € I¢ §)

H \
+ Stop roztok f + Bradfordovo cinidlo
+MUG (stanoveni celkovych proteint) ‘
inkubace f ’
60 min, tma, et + pufr EBII

37°C L inkubace
2 x <= § / \ / o <= 30min,4°C
centrifugace

16 000 x g, 20 min, 4 °C

Obr. 7: DR5:GUS reportérovy test se stanovenim aktivity GUS in vitro.
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Specificka aktivita GUS
[nmol.mint.mg?]

0,01 0,1 1 10 100

¢ [umol.I1]
Obr. 8: Mira aktivace auxinové signalni drdhy ldatkami 1AA a NAA v zavislosti na koncentraci

stanovend in vitro. Body vyjadiuji primér a chybové visecky smérodatnou odchylku (n = 6).

6.2 Aktivita reportéru GUS stanovena in situ

V ramci experimentil byly vyzkouSeny dvé rizné varianty kultivace rostlin, av§ak samotné
stanoveni aktivity GUS in situ bylo provedeno shodnym zptisobem v obou ptipadech.
Rostliny ziistaly po celou dobu pulsobeni lyzaéniho pufru v 96-jamkové mikrotitracni
desce, vekteré predtim probihala také kultivace s rostlinnymi hormony. Kroky
homogenizace rostlin a extrakce proteint byly zcela vynechany.

Zmgetend fluorescence 4-MU uvolnéného do roztoku reflektovala enzymovou
aktivitu reportéru GUS exprimovaného v jednotlivych rostlinach. Aktivita GUS byla

vyjadiena v relativnich fluorescenénich jednotkach (RFU) vztazenych na jednu rostlinu.

6.2.1 Aktivita GUS v rostlinach po pi‘enosu z 6-jamkové do 96-jamkové desky

Rozdé€leni semen Arabidopsis jednotlivé do 96-jamkové desky je vzhledem K jejich malé
velikosti pracné a Casové narocné. Z tohoto divodu byly do 96-jamkové mikrotitracni
desky pieneseny az kli¢ni rostliny po sedmidenni kultivaci v 6-jamkové desce (Obr. 9).
Tim se také zamezilo nestejnomérnému odparu kultiva¢niho média z jamek 96-jamkové
desky, ktery by mohl ovlivnit koncentraci testovanych latek pasobicich na rostliny.

Pti manipulaci srostlinami vsak dochazelo velmi snadno k jejich poskozeni,
vzhledem k dlouhym a tenkym kofenim v daném vyvojovém stadiu. Pienos déle
komplikovalo shlukovani rostlin v 6-jamkové desce. Ztéchto duvodt bylo vhodné
provadét kultivaci mimo orbitalni titepacku (Pfiloha A, Obr. 1).

Exprese genu GUS v rostlinich byla analyzovdana po 17hodinové kultivaci
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S testovanymi latkami pfidanymi spole¢né s cerstvym kultivaénim médiem do 96-jamkové
desky.

Zavislost enzymové aktivity GUS na koncentraci aplikovanych latek (IAA, NAA)
je znazornéna na Obrazku 10. Ob¢ latky vykazuji typickou sigmoidni kiivku; mira aktivace
auxinové signalni drahy je pro ob¢ latky velmi podobna. Hodnota ECso pro 1AA (0,912
umol.I") je jen mirné vyssi oproti NAA (0,720 umol.I).

1. synchronizace kliceni 4 dny, 4 °C, tma

2. kultivace 7 dni, 22 °C ™
__.‘_,: : ‘: :‘_: }C‘ rod
’-)
58 BoA £
S —t 2
t — + testovana latka ‘
~ sterilizace semen inkubace
17 h, 22 °C, noc
—_— . inkubace L M
lyzat prenesen do nové desky 90 min. 37 °C. tma A buiiy .
a~
<=
<> . + Stop pufr
+1 ia(:ni ufr
fluorimetrie odsati média 4 P

s MUG

Obr. 9: DR5:GUS reportérovy test se stanovenim aktivity GUS in situ - Kultivace v 6-jamkové
desce s prenosem do 96-jamkové desky.

60000
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Aktivita GUS [RFU]
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0

0,01 0,1 1 10 100
¢ [umol.I1]

Obr. 10: Mira aktivace auxinové signdalni drahy latek TAA a NAA V zavislosti na koncentraci
stanovend in situ - varianta kultivace v 6-jamkové desce s prenosem do 96-jamkové desky. Body
vyjadruji priimér a chybové uisecky smérodatnou odchylku (n = 8).
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6.2.2 Aktivita GUS v rostlinach primo kultivovanych v 96-jamkové desce

S cilem maximalniho zjednoduseni pracovniho postupu byla vynechana kultivace rostlin
V 6-jamkové desce. Semena Arabidopsis byla jednotlivé vyseta do 96-jamkové desky,
ve které byly provedeny také dalsi kroky experimentu véetné inkubace rostlin s lyza¢nim
pufrem (Obr. 11).

Manipulace se semeny Arabidospis bez pouziti pfistrojového zafizeni je sice
naroc¢nd, avSak prenos kli¢nich rostlin nenabidl rychlejsi feSeni. Bylo také ovéfeno, ze
odparovani kultivatniho média z mikrotitra¢ni desky béhem sedmidenni kultivace nemélo
zasadni vliv na vysledky experimentu.

Zavislost enzymové aktivity GUS na koncentraci aplikovanych latek (IAA, NAA)
je vyjadifena na Obr. 12. Obé& latky vykazuji obdobnou sigmoidni kiivku, pfi¢emz mira
aktivace auxinové signalni drahy pro IAA (ECso = 0,989 umol.I%) je niz&i nez pro NAA
(ECs0= 0,390 umol.I*%).

1. synchronizace kliceni 4 dny, 4 °C, tma
2. kultivace 7 dni, 22 °C

+ testovana latka
= kultivace

17 h, 22 °C, noc

{

sterilizace semen

+ Stop roztok . e
> : inkubace /3% 00

90 min, 37°C,tma " "

fluorimetrie prenos lyzatu

do nové desky &

odsati média  + lyza¢ni pufr
s MUG

Obr. 11: DR5:GUS reportérovy test se stanovenim aktivity GUS in situ - prima kultivace
Vv 96-jamkové desce.
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Obr. 12: Mira aktivace auxinové signdlni drdhy latek TAA a NAA V zavislosti

na koncentraci stanovend in situ - varianta primé kultivace v 96-jamkové desce.
Body vyjadiuji priomér a chybové usecky smérodatnou odchylku (n = 8).

A0 D@

c[umol/l] 0O 0,01 0,1 1 01 1

Obr. 13: Detekovana fluorescence vzorkiu VvV analyze aktivity GUS in situ
(fotografovano na UV transiluminadtoru). Jamky mikrotitracni desky obsahuji
jednotlivé rostliny s lyzacnim pufrem. Intenzita fluorescence odpovida aplikované
koncentraci latek.
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6.2.3 Mira indukce aktivity GUS Sesti latkami v kontrolnim experimentu

Metoda stanoveni aktivity GUS in situ byla ovéfena analyzou bioaktivity Sesti béznych
auxini a jejich strukturnich derivati soucasné Vv jednom experimentu. Byl proveden
DR5:GUS reportérovy test s piimou kultivaci rostlin v 96-jamkovych mikrotitratnich
deskach. Byly pouzity dva standardy (IAA, 2,4-D) a Ctyfi syntetické derivaty I1AA (AZ-
MD-73, AZ-MD-82, AZ-MD-127, AZ-MD-134). Zjisténa aktivita GUS v zavislosti
na koncentraci testovanych latek je zndzornéna na Obrazku 14. Dle hodnot ECso klesa mira
aktivace auxinové¢ signalni drahy latek v poradi 2,4-D > IAA > AZ-MD-82 > AZ-MD-127
> AZ-MD-134 (Tab. 1). Latka AZ-MD-73 neindukovala téméf Zadnou aktivitu GUS, ECso
proto nebyla vypoctena. Koncentracni zavislost biologické aktivity IAA je na Obrazku 15

porovnana s experimenty uvadénymi diive Vv této praci.

Tab. 1: Zjistené hodnoty ECsq pro testované auxiny a jejich strukturni derivaty

Testovana latka ECso [umol.I'}]

2,4-D 0,327
IAA 0,566
AZ-MD-82 0,761
AZ-MD-127 >10
AZ-MD-134 >10

50000 -
40000 A
=)
(75
& 30000 -
(%)
=
(G]
8
2 20000 - —E—I1AA
e ——2,4-D
—8-—-A7-MD-82
10000 - —©—AZ-MD-127
—k— AZ-MD-134
f —A— AZ-MD-73
O L]
0,01 0,1 1 10
¢ [umol.I"]

Obr. 14: Mira aktivace auxinové signdlni drdahy testovanych ldatek v zavislosti na koncentraci
stanovena in situ. Body zndzornuji priumér z 8 méreni, smerodatné odchylky nejsou uvedeny
Z divodii prehlednosti grafu (rozpracovano v Priloze B, Obr. 2).
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Obr. 15: Porovnani aktivity GUS V zavislosti na koncentraci IAA stanovené in Situ vV rdamci riiznych
experimentii (relativni vyjadreni). Body zndzornuji priumér a chybové usecky smérodatnou

odchylku (n = 8).
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7 DISKUZE

Chemicka biologie ve vyzkumu rostlin pfedstavuje novou experimentalni strategii, ktera
ke studiu komplexnich biologickych procesti vyuziva pusobeni malych bioaktivnich
molekul. Arabidopsis thaliana je dobie charakterizovana modelova rostlina malého vzristu
vhodna ke kultivaci v mikrotitracnich deskach, ktera se tak stala prvni volbou pro
chemicky screening. V danych analyzach je bioaktivita latek vyhodnocovana na zakladé
morfologickych zmén nebo méfenim enzymové &i reportérové aktivity. Casto vyuzivanym
nastrojem pro tyto ucely je reportérovy systétm GUS. Diky jednoduchosti, malym
pozadavkim na instrumentaci a kvantitativnimu charakteru analyzy se B-glukuronidaza
vyrovnava systémum s luciferazou a GFP, které umoziuji nezkreslené monitorovani
reportérové aktivity in vivo. Postup stanoveni aktivity GUS in situ popsany V této praci
vychazi z jiz diive publikované metody (Blazquez, 2007; Halder et Kombrink, 2015). Jak
uvadéji Halder et Kombrink (2015), metoda spliuje dilezité pozadavky pro
vysokokapacitni screening, a nabizi tak pokroc¢ilé moznosti v ,,piimé* chemické genetice
rostlin. Dle publikovanych vysledka je dana metoda vhodna nejen pro reportérovy systém
DR5:GUS, ale pro jakékoliv inducibilni GUS reportérové linie.

7.1 Experimentalni usporadani stanoveni aktivity GUS in situ

Pti hledani nejvhodnéjsiho postupu analyzy byla feSena zejména otazka kultivace rostlin
pred aplikaci testovanych latek. Jako prvni se nabizela kultivace jednotlivych rostlin
po celou dobu v 96-jamkové desce. Manipulace se semeny Arabidopsis je vSak
komplikovéana jejich extrémné malou velikosti. Dale vznikd problém nestejnomérného
odparu kultiva¢niho média z jamek mikrotitra¢ni desky béhem kultivace. Konstantni objem
média Vv jamkach 96-jamkové desky je predpokladem zachovani pifesné koncentrace
testovanych latek.

Z vyse uvedenych divodu byla nejprve semena pipetovana v suspenzi do 6-jamkové
desky a do 96-jamkové desky byly pienaSeny az sedmidenni kli¢ni rostliny. Dany postup
vSak nepfinesl téméf zadné vyhody oproti pi¥imé Kultivaci rostlin v 96-jamkové
mikrotitracni desce. Bylo ovéfeno, ze odpafovani kultivacniho média v prubéhu kultivace
vV mikrotitracni desce nema zdsadni vliv na vysledky analyzy. PfedevS§im je vSak piima
kultivace ptizptsobena pro pouziti robotického systému.

Celkoveé vyssi hodnoty uvadéné aktivity GUS u prvni varianty reportérového testu

oproti testu s piimou kultivaci byly pravdépodobné zplisobeny teplotou ve fytotronu, kterd

44



byla mimo ucely bakalaifské prace mezi provadénymi experimenty zménéna. Snizena
teplota se negativné projevila na ristu rostlin, a tim i na nizSich hodnotach detekované
fluorescence vzorkii v testu s ptimou kultivaci. Mira aktivace auxinové signalni drahy
testovanych latek IAA a NAA je vsak v ramci 0bou experimentti podobna s velmi blizkymi
hodnotami ECso pro IAA (0,912 umol.I't; 0,989 pmol.1%).

Nevyiesenym nedostatkem analyzy aktivity GUS in situ je nutnost odebirani lyzatu
bez rostlin do nové mikrotitrani desky prfed fluorimetrickym méfenim. V rozporu
s postupem, ktery popisuji Halder et Kombrink (2015), rostliny negativné ovliviiovaly

detekci fluorescen¢niho signalu.

7.2 Spolehlivost vysledki stanoveni aktivity GUS in vitro/in situ

Metoda stanoveni aktivity GUS in vitro poprvé popsana Jeffersonem et al. (1987) je bézné
vyuzivany zpusob kvantifikace reportérového signdlu v rostlinach. Metoda je Siroce
uznavana pro svou citlivost, vSestrannost a nenaro¢nost na instrumentaci (Halder et
Kombrink, 2015).

V této praci byla metodou stanoveni aktivity GUS in vitro analyzovana bioaktivita
latek IAA a NAA. Byla vypoctena specificka aktivita enzymu GUS v zavislosti
na koncentraci testovanych latek. Je pravdépodobné, ze jsou ziskané vysledky specifické
aktivity GUS zkreslené a hodnota ECso pro IAA je ve skuteCnosti vyrazné nizsi.
Vypovidajici hodnotu vysledkl zdsadné ovliviiuje jiZ prvni krok experimentu: rovnomeérné
rozdéleni semen Arabidopsis do jamek, které je predpokladem stejnomérného mnozstvi
proteini ve vSech vzorcich.

ProtoZe neplati pfima iméra aktivity GUS na celkovém mnozstvi proteinti, dochazi
pfi stanoveni specifické enzymové aktivity s narustem rostlinné hmoty k nadhodnocovani
reportérového signalu ve vzorcich. Aktivita GUS neni stejnomérna v celé rostling,
Vv zavislosti na vyvoji se v jednotlivych rostlinnych organech mira exprese genu GUS lisi
(Bai et DeMason, 2007). Auxiny mohou mit ve vysokych koncentracich inhibi¢ni u¢inky
na rast rostlin (Christian et al., 2008). Dochazi tak k nepfimé korelaci mezi zménou
celkového mnozstvi proteint a aktivitou GUS ve vzorcich.

Kvantifikace aktivity GUS in situ spociva na penetraci substratu MUG skrze
intaktni rostliny. Fluorescen¢ni produkt reakce (4-MU) je uvolnén do lyzacniho pufru,
ve kterém jsou rostliny ponofeny. Vzhledem K tomu, Ze rostliny nejsou zadnym zptisobem
mechanicky poskozeny, je cely proces zavisly predev§im na detergen¢nich Ucincich

Tritonu X-100 obsazeném v lyza¢nim pufru (Blazquez, 2007; Halder et Kombrink 2015).
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Stanoveni reportérové aktivity vychazi z predpokladu, Ze je kazdy vzorek reprezentovan
jednou rostlinou. Aktivitu GUS neni mozné normalizovat na celkové mnozstvi proteint
nebo Cerstvou hmotnost, analyza je pouze semikvantitativni. Vysledky této prace potvrzuji,
ze detekovand fluorescence 4-MU uvolnéného do roztoku odrazi genovou expresi GUS
V jednotlivych rostlinach. Mira aktivace auxinové signalni drahy latkami IAA a NAA je dle
této metody téméet shodna, pti¢emz ECsp byla pro IAA mirn€ vyssi oproti NAA.

Optimalizovand metoda byla dale ovéfena testem Sesti riznych latek auxinové
povahy. Test byl nejprve proveden v puvodni koncentra¢ni Skale: 100; 10; 1; 0,1; 0,01; 0
pumol.I"?t (ve vysledcich neuvadéno). V ptipadé vsech testovanych latek kromé IAA byl
zaznamenam pii nejvyssi koncentraci 100 pmol.1t vyrazny pokles aktivity GUS. Test byl
proto zopakovén V jiné koncentra¢ni $kale (10; 5; 1; 0,1; 0,01; 0 umol.I't). Hodnoty ECso
pro AZ-MD-127 a AZ-MD-134 byly z t&chto vysledk stanoveny nad hodnotu 10 pmol.1?%,
bylo by proto vhodné latky znovu otestovat v jiném rozmezi koncentraci. Latka AZ-MD-
73 Vtestu nevykazovala téméf zadnou bioaktivitu pravdépodobné z divodl nizké
stability zasobniho roztoku. Nejvyssi miru aktivace auxinové signalni drahy vykazovaly
oba standardy 2,4-D a IAA, s hodnotou ECso pro IAA vyssi (0,566 umol.I") oproti 2,4-D
(0,327 pmol.1™h).

Christian et al. (2008) provadéli kvalitativni analyzu exprese DR5:GUS v kli¢nich
rostlinach Arabidopsis, podle které mira aktivace auxinové signalni drahy klesa pro latky
v potadi 2,4-D > IAA > NAA. Bai et DeMason (2007) vsak na zakladé¢ stejné kvalitativni
analyzy v kli¢nich rostlinach Arabidopsis uvadéji pro NAA silnéjsi indukci aktivity GUS
vV porovnani s IAA. In vitro kvantitativni analyza v kofenovych $pickach hrachu ukazuje
na podobnou miru aktivace auxinové signalni drahy pro vSechny tii latky (NAA, 2,4-D a
IAA), ktera jen mirn¢ klesa v daném potadi (DeMason et Polowick, 2009). Podle dostupné
literatury tak 2,4-D silngji indukuje aktivitu GUS oproti IAA, avSak NAA nelze
jednoznaéné porovnat. Hodnoty ECso pro latky testovanych reportérovym systémem
DR5:GUS Zadny z autorti neuvadi.

Prestoze je metoda stanoveni aktivity GUS in situ pouze semikvantitativni, mize
podavat velmi spolehlivé informace o bioaktivité analyzovanych latek. Neptesnost, kterou
zpusobuje urcitd mira variability rostlin, lze vyfesit vétsim poétem opakovani. Vzhledem
k tomu, ze se piedpoklada budouci pouziti robotického systému, nepfedstavuje navySeni
poc¢tu opakovani vyraznou piekazku. V této praci byly na jednu 96-jamkovou desku
otestovany dvé latky o péti riznych koncentracich. Pii takovém experimentdlnim

uspotradani byla kazda koncentrace méfena v osmi opakovanich. Jak je z vysledkl patrné,
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je i tento pocet pro zakladni analyzu dostatecny. Z experimentl byly vyfazovany znatelné
zakrslé rostliny, avSak aktivita GUS byla vzdy stanovena na zakladé péti a vice hodnot
Z puvodnich osmi opakovani. Pro skute¢né posouzeni vhodného poctu opakovani (poctu
rostlin ve variant¢) by bylo nutné provést dalSi experimenty umoziujici statistické
zhodnoceni. To vsak nebylo z casovych moznosti bakalatrské prace mozné.

Jak znazoriiuje Schéma 2, je uspotadani vzorkd v 96-jamkové desce pii stanoveni
aktivity GUS in vitro odlisné. Pii testu dvou latek o péti riznych koncentracich neni 96-
jamkova deska zcela zaplnéna. Samotné navySeni poctu opakovani v 96-jamové desce
postrada dalsi vyznam. Dulezitym parametrem analyzy je pocet opakovani v 24-jamkové
desce (Schéma 1). Zde probiha veskera kultivace rostlin, véetné aplikace testovanych latek.
V této praci byly zvoleny pouze dvé opakovani pro kazdou koncentraci NAA a [AA. Tento
fakt mohl vyrazné ptispét ke zkresleni vysledkl analyzy. Pfi navySeni na 3 opakovéni by
test dvou latek nemohl byt proveden pouze v jedné 24-jamkové desce a nasledn¢ ani
Vjedné 96-jamkové desce. Pii procesu homogenizace rostlin by pocet mikrozkumavek
vzrostl z puvodnich 24 na 36. Vyznam téchto Cisel je ziejmy az v experimentech s velkym
poc¢tem analyzovanych latek. V praxi jiz test o Sesti latkach neni za b&znych podminek

proveditelny.

7.3 Zhodnoceni naro¢nosti metod stanoveni aktivity GUS in vitro/in situ

Metoda stanoveni aktivity GUS in vitro je pracna a zdlouhava, a to predev§im kvili
procesu homogenizace pletiv a extrakce proteinl. PrestoZe byl zaveden roboticky systém 1
pro tento zpisob zpracovani vzorku (Brumback, 1992), dany pracovni postup se nehodi pro
screening velkych chemickych knihoven.

Pii standardnim vybaveni laboratofe se k homogenizaci rostlin a extrakci proteint
vyuziva kulovy mlynek a centrifuga, coz znemoznuje paralelni analyzu vzorkl o velkém
poctu. Se vzorky se pracuje v jednotlivych mikrozkumavkéch a krom¢ ¢asu na pipetovani
reagencii je nutné pric¢ist 30 minut inkubace s extrakénim pufrem a 20 minut centrifugace.
Dalsi ¢as a praci stoji stanoveni obsahu proteind ve vzorcich. Samotna inkubace
supernatantu s fluorogennim substratem (MUG) trvé vSak pouze hodinu oproti 90minutové
inkubaci pfi stanoveni aktivity GUS in situ. Kvantifikace aktivity GUS in vitro v kone¢ném
dasledku ptedstavuje nékolikahodinovy proces.
semen Arabidopsis do 96-jamkové mikrotitracni desky. Predpoklada se vsak budouci

automatizace tohoto kroku. V uvadéném experimentu o Sesti latkach kazda 96-jamkova
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deska vyzadovala nejméné 25 minut prace. Oproti metod¢ stanoveni aktivity GUS in vitro
deska). Delsi je i doba kultivace rostlin ve fytotronu (7 dni x 3 dny). Samotné stanoveni
aktivity GUS in situ je vSak velmi jednoduché. Rostliny pifi inkubaci s MUG ziistavaji
Vv puvodni kultivacni desce; je odsato pouze kultivacni médium a ptidan lyzaéni pufr.
Po 90minutové inkubaci je mozné odebrat vzorky k fluorimetrickému méfent.

Bylo ovéfeno, ze 1ze novou metodou za béznych podminek v laboratoii soubézné
snadno otestovat bioaktivitu minimaln¢ Sesti latek o péti riiznych koncentracich. Testovani
stejného mnozstvi latek s moznosti ziskani kvantitativnich dat o koncentra¢ni zéavislosti
jejich biologické aktivity neni v testu DR5:GUS vyuzivajicim stanoveni aktivity GUS in
vitro realizovatelné.

S ohledem na finan¢éni naro¢nost jednotlivych metod je analyza in situ méné
vyhodna. Jednoznaéné nejdrazs$i pouzivanou chemikélii v obou metodach je fluorogenni
substrat MUG. Pfi stanoveni aktivity GUS in situ je spotieba substratu MUG vice nez

6nasobna.
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8 ZAVER

Na zéklad¢ dostupné literatury byly V praci porovnany vlastnosti béznych reportérovych
genll @ jejich mozné vyuziti. Hlavni pozornost byla vénovana B-glukuronidaze, jakozto
prevladajicimu reportéru v rostlinné biologii. Byly zhodnoceny vyhody a nevyhody
jednotlivych metod stanoveni reportérové aktivity v rostlinach.

V ramci experimentdlni Casti byl reportérovy test DRS5:GUS piizptisoben
pro kvantitativni analyzu o vétSim poctu vzorkl zrychlenim a zjednoduSenim pracovniho
postupu. Konvenéni analyza je provadéna v podminkach in vitro, bylo vS§ak ovéieno, ze lze
aktivitu B-glukuronidazy stanovit in situ bez ztraty spolehlivosti vystupni informace.
Analyza in situ sice neumoziuje normalizaci naméfenych dat, mize byt ale oproti
konven¢ni metodé méné€ nachylna k chybné interpretaci vysledki.

Piestoze je samotné stanoveni aktivity GUS in situ jednoznaéné jednodussi a
rychlejsi, pfiprava rostlin pro kultivaci v 96-jamkové mikrotitraéni desce je bez pouziti
robotického systému pomérné narocna. V této praci byly vyzkouSeny dva rozdilné zptisoby
kultivace rostlin, pfi¢emz piima kultivace v 96-jamkové desce poskytla vhodnéjsi feseni.

Testovanim Sesti béZznych auxint a jejich strukturnich derivati bylo ovéfeno, ze je
optimalizovand metoda vhodna ke studiu bioaktivity rostlinnych hormont. Vynechani
krokii homogenizace vzorkii a extrakce proteini pfizptisobilo analyzu pro budouci

automatizaci.
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PRILOHA A - Kultivace rostlin

Obr. 1: Rozdilné zpiisoby kultivace rostlin v DR5:GUS reportérovém testu se Stanovenim aktivity
GUS in situ. V kultivacnich deskach jsou sedmidenni klicni rostliny. (A) Kultivace v 6-jamkové
desce na orbitdalni trepacce, kterda zpiisobovala nezadouci shlukovani rostlin. (B) Kultivace v 6-
Jjamkové desce mimo orbitalni trepacku. C) PFimd kultivace v 96-jamkové desce.
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PRILOHA B - Test 6 auxin a jejich derivatt
(reportérovy test DRS5:GUS se stanovenim aktivity in Situ - kontrolni experiment)

Z davodi piehlednosti byla mira aktivace auxinové signalni drahy pro 6 testovanych latek
vyjadiena zvlast ve tfech grafech. V testu byly na kazdou 96-jamkovou desku aplikovany 2
latky v 5 koncentracich. Latky, které byly testovany soucasné V jedné mikrotitracni desce

jsou znazornény spole¢né v jednom grafu.
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Obr. 2: Mira aktivace auxinové signalni drahy 6 testovanych ldatek v zdvislosti na koncentraci
stanovend in situ. (A) Aktivita GUS indukovand standardy IAA a 2,4-D. (B, C) Aktivita GUS
indukovanda nové pripravenymi auxinovymi derivaty. Body zndzornuji priumér a chybové usecky
smérodatnou odchylku (n = 8).



