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Uvod

Génové inziniersto je dnes jedno znajviac sa rozvijajucich odvetvi. Génovymi
manipuldciami sme schopni vytvorit’ viac odolné plodiny, ¢o ndm pontika moZznosti rieSenia
problému vzrastajucej populacie. Na samotnom pociatku vSetkych tychto dovednosti stoji
zvacsa zakladny vyskum, v ktorom pomocou modelovych rastlin ako je rastlina Arabidopsis
thaliana mame moznost’ nazriet' do sveta rastlin a nasledne najst’ cesty ako ich vylepsit
pripadne vyuzit' pre nas prospech. Pomocou metdd génového inZinierstva ako su génové
knock-outy alebo overexpresované gény as vyuzitim biochemickych metod ako je

polymerazova retazova reakcia (PCR) mozeme Studovat’ konkrétne proteiny, ich vlastnosti a

funkcie.

Nami vybrany Studovany enzym je nukleotid pyrofosfatdza/fosfodiesterdza, ktord ma
zakladné postavenie v metabolizme a recyklacii extracelularnych nukleotidov. Predmetom
Stadia je z dovodu jej mozného zapojenia do izomeracii Cis-zeatinu na trans-zeatin. Cielom
tejto prace bola optimalizacia metédy PCR na detekciu rastlin Arabidopsis thaliana

s umlé¢enym génom pre nukleotid pyrofosfatdzu a nasledna genotypizacia rastlin s ciefom

ich d’alsieho pouzitia vo vyskume Studovaného enzymu.



TEORETICKA CAST

1. Transgénne organizmy

1.1 Zakladna charakteristika GMO

Transgénne alebo geneticky modifikované organizmy (GMO) su organizmy, ktorych
povodna geneticka informéacia bola cielene pozmenena. Vnesenim cudzich génov do
povodnej DNA daného organizmu vytvarame kombinacie génov, ktoré by sa prirodzenou
cestou nemohli vyskytnut'.

Na modifikaciu orgaminzmov bolo vyvinutych mnozstvo metod, kazda zavisi na
druhu, ktory chceme modifikovat’. Ich zakladné rozdelenie je na metody ktoré spbsobia
trvalé genetické zmeny, ¢ize novy gén sa zabuduje priamo do chromozomu a tie, ktoré

spOsobia ¢asovo a miestne obmedzené genetické zmeny. (Galuszka, 2010)

1.1.1 Vyskum GMO

Vyuzivame ich vo vSetkych oblastiach vyskumu. V zékladnom vyskume slazia na
ziskanie zakladnych informécii 0 danom fenoméne, takze prakticka stranka vyskumu nehra
rolu. Informacie zo zakladného vyskumu sa d’alej mozu vyuzivat' v aplikovanom vyskume,
kde je praktické vyuzitie hlavnym cielom. Aplikovany vyskum sa dalej vyuZziva v
priemysle, kde GMO nasli vyuzitie v mnohych oblastiach, preto st genetické manipuléacie

jedno z najrychlejsie sa rozvijajucich odvetvi biotechnologii.

1.1.2 Modelové organizmy

Spomedzi vSetkych organizmov sa na Stidium vybrali len niektoré. St to modelové
organizmy, ktoré slizia na komplexné S$tidium. Zmapovanim ich gendému popripade
stadiom urcitych ich Casti, ziskame obecné informacie nielen o danom organizme, ale
mdzeme ich prisudit’ aj mnoZstvu inych druhov. Su vyberané Specidlne a musia spliiovat’
urcité kritéria. Ako modelové organizmy sluZiace na zmapovanie gendmu sa vybrali
organizmy, ktoré maju kratku genera¢nii dobu. Naopak organizmy vhodné na priame
experimenty nemusia disponovat vhodnym genomom, avSak maji k dispozicii I'ahko

pristupné Casti ako napriklad jednoducho izolovatelné velké embrya idedlne na Studium.
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1.2 Transgénne baktérie a kvasinky

Stadium baktérii a kvasiniek popripade inych mikroorganizmov nam prinasa
mnozstvo informadcii ako aj mnozstvo novych moznosti. Ako prvé zivé organizmy na tejto
planéte ndm umoznuju Studovat’ vznik zivota a iné mnohé zakladné otazky v bioldgii.
Stadium ulahGuje ich rapidny Zivotny cyklus, malé rozmery anenaroéné Zivotné
podmienky. Cudia sa ich naucili vyuzivat’ pre vlastnu potrebu, ¢im nam ul’ah¢ili mnozstvo
procesov apreto sa znich vur€itych oblastiach, ako napriklad v medicine, stali

nenahraditel'ni pomocnici.

1.2.1 Zakladny vyskum baktérii a kvasiniek

V zékladnom vyskume sa GM (geneticky modifikované) baktérie a kvasinky
vyuzivaju napriklad ako expresné systémy na produkciu rekombinantnych proteinov. Co
znamena, ze maju schopnost’ vytvorit’ protein urcitého génu, ktory sa po purifikacii moze
pouzit’ na d’alSie Studie.

Bakteridlne expresné systémy su najviac vyuzivané KkvOli ich jednoduchosti
a vysokému vyt'azku. Problémom je, Ze neumoznuju posttranslaéné modifikacie a vel’kosti
exprimovanych proteinov st obmedzenej vel’kosti. (Chen, 2012)

NajvyuzivanejSie eukaryotné expresné systémy su kvasinkové. Produkované proteiny
mozu dosahovat’ vdaésich rozmerov ako u baktérii a pomocou posttranslaénych modifikacii
st schopné poskladat’ sa do ich prirodzenych konformacii. Nevyhodou oproti bakterialnym
expresnym systémom suU nizsie vytazky. (Geisse a kol., 1996)

Na vnasanie cudzich génov do inych organizmoch sa vyuziva hlavne baktéria
Agrobacterium tumefaciens, ktord spostredkuje ich transforméciu. Popis transformacie za
pomoci Agrobakteria bude opisany nizsie.

1.2.2 Aplikovany vyskum baktérii a kvasiniek
V aplikovanom vyskume je to hlavne oblast’ biopaliv (Sjggren, 2014; online) alebo
nedavne $tudie modifikovanych baktérii, ktoré napomahaji znizovat’ vahu. (Bourzac, 2015;

online)

1.2.3 GM baktérie a kvasinky v priemysle
V priemysle sa transformované kvasinky a baktérie vyuzivaju pri vyrobe vina,

(Rainieri, 2000) baktérie pri produkcii enzymov, hormdnov alebo protilatok.
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1.2 Transgenné ZivocCichy

Dovody stadia transgennych zivoCichov su jasné, sme jednymi z nich. Ich Stadiom
a skimanim poznavame samych seba. Vdaka kmenovym bunkdm méame ale vécsie
moznosti Stidia a testovania priamo na l'udskych bunkach, kedze testovanie priamo na

I'ud’och je momentalne z etickych dévodov zakézané.

1.2.1 Transgénne Zivo¢ichy v zdkladnom vyskume

Co sa tyka zakladného vyskumu transgénnych organizmov je asi najzndmejsia
octomilka obecna. (Drosophila melanogaster; Johnston, 2002) Predstavuje jeden z
najrozsirenejSich modelovych organizmov v bioldgii. Rovnako zndme si aj geneticky
modifikované laboratorne mysi (Mus) vyuzivajuce sa v medicine k Stadiu chordb, na vyvoj
liekov apod. (Pritchard akol., 2003) Podla druhu chorob a Stadie sa vyberaju dalSie
zivocichy ako svina domaca (Sus scrofa) na studium cukrovky (Wolf a kol., 2014), ovca
domaca (Ovis aries) pri Hutingtonovej chorobe (Jacobsen a kol., 2010) alebo ryba danio
pruhovany (Danio rerio) pri neurodegenerativnych poruchach (Shairf a Irshat, 2012).

Inou popularnou oblastou vyskumu st genetické manipulacie embryonalnych
a kmenovych, ¢ize nediferencovanych Zivo¢isnych buniek. Vyuzivaja sa hlavne na $tadium
ich samotnej diferenciacie a testovanie novych lie¢iv. Stadium sa zameriava aj na genetické
manipulécie s embryonalnymi bunkami, kedy sa z embrya odoberie jedna alebo viac buniek,
ktoré st pomocou DNA diagnostiky vySetrené na mozné choroby. Pomocou tychto metdd
mozeme Vrannych embryondlnych §tadiach predchadzat v buducnosti geneticky

podmienenym chorobdm este pred $tadiom plodu. (Tuch, 2006)

1.2.1 GM zivo¢ichy v aplikovanom vyskume

Aplikovany vyskum transgennych zivocichov je menej znamy. Je to napriklad koza
doméca (Capra hircus) schopna sekrétovat’ do mlieka pavacie vlakna. Tie, vdaka svojej
pevnosti a elasticite maju pestré vyuzitie, napriklad vo vojenstve na vyrobu nepriestrelnych
viest. (Zyga, 2015; online) Alebo tur doméci (Bos taurus) sekrétujici do mlieka l'udsky
lysozym, ktory chréni novorodenca pred infekciami. Tym sa kravské mlieko nutriénymi

hodnotami blizi viac 'udskému mlieku. (Yang a kol., 2011)

1.2.2 GM zivocichy v priemysle
V priemysle zatial GM Zivocichy nie su ani zd’aleka tak vyuzivané ako iné organizmy.

Ide hlavne o marketingové Zivocichy ako svietiace rybicky. Prvym transgennym zivo¢ichom
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uréenym na konzumaciu je losos obecny (Salmo salar; ,AquAdvantage salmon*) schopny

rapidneho rastu pocas celého roku. (Ledford, 2015; online)

1.3 Transgenné rastliny

1.3.1 Déovody Stadia

Skrz cielené mutécie a moznost’ vypestovania celej rastlinky z jedinej bunky, mame
moznost’ v pomerne kratkom case, Studovat’ celé spektrum réznych efektov, ktoré genetické
mutécie sposobili, ako napriklad funkcie a vlastnosti proteinov, funkcie jednotlivych
aminokyselin v enzymoch, rézne signdlne drahy a mnoho inych procesov prebiehajucich
na molekularnej Urovni. Transgendza rastlin nam umoznila prispésobovat’ plodiny podla
nagich potrieb bez zdihavych §lachteni a ziskavat’ tak pozadované vlastnosti ako rezistenciu,
samoopelovanie, pripadne zvySenie obsahu nutricnych latok. To ndm prinieslo doposial
nevidané moznosti v potravindrskom priemysle ako aj rieSenie problému zvacSujucej sa

populécii a nedostatku potravin.
1.3.2 Transgénne rastliny vo vyskume

1.3.2.1 Z&kladny vyskum GM rastlin

Co sa tyka zakladného vyskumu vyuzivaji sa kult(rne rastliny aj rastliny na prvy
pohlad bezcenné, ktoré nesluzia ako budtca potrava. Spolu sluzia ako cenni pomocnici pri
zakladnom vyskume evolucie, fyzioldgie, molekularnej a bunecnej biologie rastlin. Popri
kultarnych rastlinach sa skimaju napriklad mach mechdrovka odstavajuca (Physcomitrella
patens), zelena riasa chlamydomonada (Chlamydomonas) alebo znama burina arabkovka

Thalova (Arabidopsis thaliana), ktora bude z ¢asti predmetom mojej teoretickej Casti.

1.3.2.2 Aplikovany vyskum GM rastlin

V aplikovanom vyskume sa vyuzivaju napriklad pri biofortifikacii, ¢o je $lachtenie
rastlin za u¢elom zvySenia nutri¢nych hodnét pomocou klasickych metéd, ale aj pomocou
genetickych manipulécii. Zna¢ne diskutovanad je GM ryza (Oryza sativa), do ktorej bola
vloZena geneticka informacia z narcisu (Narcissus L.) a zavedena cela metabolickd draha na
produkciu betakaroténu, ktory sa v tele premiena na vitamin A. (Al-Babili a Beyer, 2005)
Tym by sa umoznil pristup Pudom z chudobnych krajin Kk nutricne vyzivnejSej ryzi
a zachranilo by sa niekolko tisic zivotov ro¢ne, no kedze GM plodiny st zatial
v spolocenskych kruhoch prijimané vel'mi t'azko, boj 0 jej zavedenie na trh trva uz 15 rokov.

Intenzivny vyskum momentéalne prebieha aj na jednom z najoblibenejSich druhov

ovocia, na pomarancoch, ktoré na Floride a v Azii zastihla choroba HLB (,,Huanglongbing*)
13



alebo ,,zelenanie citrusov* (,.citrus greening). V Azii sa kvoli enormnému rozsireniu zac¢ala
nazyvat ,,choroba ZIt¢ho draka“. Sposobuju ju musky prenasajuce baktériu Candidatus
Liberibacter, ktord zastavuje dozrievanie plodov. Vyskum sa zameriava na proteiny
Vv §penate, ktoré by mali po inkorporacii do DNA stromu pomarancu znizit' patogénne

ucinky baktérie. (Kastrinos, 2014; online)

1.3.2.3 GM rastliny v poPnohospodarstve

Najkontroverznej$im tématom zo vSetkych GMO su geneticky modifikované rastliny
vyuzivané v pol'nohospodarstve. Z dovodu exponenciondlneho narastu l'udskej populécie,
ktord vytvara enormny dopyt po potravinach, sa museli vytvorit’ pol'nohospodarske plodiny
rezistentné vo¢i hmyzu alebo herbicidom, ¢o sa v spoloc¢enskych aj vedeckych kruhoch stalo
predmetom mnohych diskusii.

Kritikou zasypavana nadnarodna spolo¢nost Monsanto je jednym z naviéSich
producentov GM plodin. Produkuje aj iné vyrobky ako sladidla, pesticidy a herbicidy.
Negativne  preslaveny  je  napriklad  herbicid Roundup  (glyfosdt —  N-
(phosphonomethyl)glycin), ktory zapricinil nejeden protest. Monsanto vytvorilo geneticky
modifikované plodiny nan rezistentné nazyvané ,,RoundupReady* plodiny tvoriace va¢s§inu
GM plodin na svete. (Funke a kol., 2006)

Inym prikladom rezistencie ku herbicidom su plodiny rezistentné na 2,4-D herbicid
(2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina), ktory pdsobi selektivne na hubenie dvojkli¢nolistovych
rastlin. (Egan a kol., 2011)

Ku GM plodindm patria aj Bt plodiny s inkorporovanym genom z pddnej baktérie
Bacillus thuringiensis produkujuci protein Bt 3-endotoxin, ktory zabija hdsenice, ale neskodi
inému hmyzu ako v¢elam, osam a chrobakom. Tieto plodiny tak nemusia podstipit
oSetrenie insekticidmi. (Cannon, 2000)

Cisto na priemyselné vyuzitie boli vytvorené GM zemiaky, nazvané Amflora. Ich
vyhodou je ,,vypnuty“ gén zodpovedny za syntézu nechcenej amylézy, ktord v beznych
zemiakoch tvori 20% Skrobu. Zvy$nych 80% tvori polymér amylopektin, ktory ma na
rozdiel od amyldzy, vacsie praktické vyuzitie. Oddel'ovanie oboch zloziek Skrobu, popripade
chemicka modifikacia amylézy (Petr, 2010; online) je prilis nakladna. Tieto kroky ale
u Amflora zemiakoch odpadaju a tym sa znizuju ndklady na produkciu amylopektinu.

Svoju GM odrodu ma uz aj papaja (Carica), v nasom podnebnom pasme nie prili$
bezna plodina. Po vyskyte virusu PRSV (,,Papaya ringspot virus“) na Havaji, roku 1980,

zaCala Havajskd univerzita vyvijat GM papaju rezistentnid na tento virus pomocou

14



imunochemickych metdd. Od roku 1999 sa tato GM papéja pestuje na Havaji a je povolena
aj v Kanade. (Cai a kol., 1999)

1.3.3 Molekularne farmarstvo

V priemysle su geneticky modifikovane rastliny spojené aj s molekularnym
farmarstvom, ktoré ich vyuZziva na produkciu latok, ktoré sa v nich prirodzene vyskytuju
alebo s pre ne Uplne cudzie (Ahmad, 2014). Hlavnymi latkami produkovanymi pomocou
molekularneho farmarstva su tuky, sacharidy, proteiny a sekundarne metabolity (Slater a kol.,
2005), ktoré rastliny po genetickych modifikaciach produkuji vo zvySenom mnozstve. Tie
st d’alej vyuzivané v mnohych odvetviach. Na trh sa touto cestou dosali aj latky vyuZivané
ako lieky (Fischer a kol., 2000) alebo biodegradovatel'né plasty. V neposlednom rade slizia aj

na tvorbu rekombinantnych proteinov. (Ramessar, 2008)

1.3.4 Rizika a problémy GM plodin

To, ¢o vyvolava v l'ud’och najvicsie obavy st samozrejme rizika, ktoré GMO so sebou
moézu prinasat. Povédcsine su to len Spekulécie, popripade doposial mnohymi $tadiami
vyvratené obavy, ako napriklad moznost’ pretvorenia kulturnej rastliny na burinu z dévodu
tolerancie na herbicid. Takyto pozitivny selekény tlak doposial’ nebol potvrdeny. Rovnako
ako sirenie vlozeného génu do okolitych populacii, comu sa da ur¢itymi postupmi zabranit’.
Zdravotné rizikd predstavuje samotny transgén ajeho produkt, ktoré by mohli vyvolat
alergické reakcie alebo genotoxické ¢i karcinogénne ucinky. No ako u ekologickych rizik,
ani pri zdravotnych doposial’ neboli ziadne neziaduce G¢inky preukazané. Napriek tomu sa
Eurépska tnia, na rozdiel od Spojenych Statov americkych, ku GM plodindm stavia

skepticky.

2.Metody genetickych modifikacii

2.1 Klonovanie

2.1.1 Klonovacie vektory

Na prenos cudzej DNA do iného organizmu sa vyuzivaju klonovacie vektory. Su to
virusy, plazmidy z baktérii alebo kratke Useky DNA z vysSich organizmov, do ktorych je
nami vybrand geneticka informacia vlozena a pomocou nich prenesena do ciel'ového
organizmu.

Nami vybrany gén sa ziska enzymatickym vystiepenim z DNA pomocou restrikénych

endonukleaz a metody PCR (vid’ nizsie). Spojenie vystiepenych usekov DNA s vektorom
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sprostredkovavaju DNA ligazy, ktoré katalyzuju spojenie dvoch molekul DNA. Takto
vytvoreny Usek DNA schopny prenosu do iného organizmu sa nazyva rekombinantnd DNA
(rDNA).

Vzhl'adom na degeneraciu genetického kodu je nutné cudziu DNA pred vlozenim do
vektoru vhodne mutaciami upravit' podla toho, v akom organizme sa ma dany gén
exprimovat’. R6zne organizmy preferuju rozlicné kodony kodujuce rovnaké aminokyseliny,
¢o by mohlo spdsobit’ znizenie produkcie, pripadne plnii nemoznost’ prepisu nového génu.

Najvacsiu prekazku to predstavuje pri expresii eukaryotnych proteinov v baktériach.

2.1.2.1 Zlozky vektoru

Jednotlivé vektory obsahuji pre ne Specifické Casti, no kazdy klonovaci vektor musi
obsahovat’ okrem vlozeného tiseku DNA tieto sekcie, bez ktorych by prenos do hostitel'ske;j
bunky nebol mozny, pripade by nebola mozna identifikacia transformovanych buniek:

1. Pociatok replikacie — je esencidlnou sucastou vektoru bez ktorého nie je mozna
replikécia

2. Promotor — je esencialnou stcast'ou transkripénej jednotky, bez ktorého neddjde ku
replikacii ziadaneho génu vo vektore.

3. Reportérovy gén — umoziujuci rychlu identifikaciu buniek obsahujucich vektor,
u ktorého tspesne prebehla inzercia nového Gseku DNA, napriklad na z&klade zmeny farby
buniek.

4. Selekény gén — najCastejSie predstavuje gen zodpovedny za rezistenciu na
antibiotikum ktory umoznuje selekciu mutantnych organizmov na danom médiu

s antibiotikom.

2.1.2 Knock-outy a overexpresory

Velmi rozSirené metddy na Stadium proteinov sU  génovy knock-out
a overexpresovany gén. Génové knock-outy sa tvoria zamernou inaktivaciou uréitého génu.
Pomocou mutacie, ktora vyvold zmenu fenotypu sa mézZe usudzovat' na funkciu daného
proteinu. Overexpresovany gen je priamym opakom knock-outu. Ide o metddu, kedy sa gén
exprimuje v nadmernom mnozstve, ¢o nam poskytuje moznosti $tidia proteinov rovnako na
zéklade zmeny fenotypu. Preto sa v zakladnom vyskume tieto metody vyuzivaju v najvacsej
miere. Metod na vytvorenie takychto mutantnych organizmov je viac. Pouziva sa napriklad
transformacia Agrobaktériom (vid’ nizsie) alebo aj homoldgne rekombinacie. (Prelich, 2012;
Galli-Taliadoros a kol., 1995)
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2.2 Druhy transformacie

2.2.1 Biolistické metody

Volframové alebo zlaté castice (mikroprojektily) obalené plazmidovou DNA s
pomocou vzdusného tlaku urychlené a nastrelené do rastlinnych pletiv. V bunke sa dané
transgény z kovovych ¢astic uvolnia a moZzu sa inkorporovat’ do chromozomalnej DNA

a podstupit’ tak ich vlastna expresiu. (Christou, 1992)

2.2.2 Elektroporécia

Vyuziva kratke pulzy vysokého napétia po dobu mikro az milisekdnd, ¢im sa docieli
docCasna strata semipermeability bune¢nej membrany vedica k unikaniu iénov, metabolitov
a zvySenému prijimaniu lie¢iv, molekularnych sond a hlavne kratkych sekvencii DNA.
(Tsong; 1991)

2.2.3 Mikroinjekcia
Technika pouzivana povacsine na transformaciu zvieracich buniek. Pod mikroskopom
sa bunka prisaje na tupl kapilaru a pomocou kapilarnej mikroinjekcie sa DNA zavedie

priamo do bunky alebo jej jadra bez jej poskodenia (Neuhaus a Spangenberg, 1990)

Ak sa pri rastlinnych bunkach transformovanych pomocou metdd zmienenych vyssie

nepodari zregenerovat’ kalus, transgenodza je iba doCasna a neprenasa sa na potomstvo.

2.2.4 Transformacia Agrobakteriom

Pri modifikdciach rastlin sa najéastejSie pouziva takzvany Ti-plazmid (,,tumor-
inducing plasmid*; vyvolavajaci nador;) Tento plazmid pochadza z baktérie Agrobacterium
tumefaciens zijucej v pdde, ktord ma schopnost’ infikovat’ rastliny a vyvolat’ narast tumoru.

Baktéria transformuje pletivo vystiepenim a zabudovanim segmentu o velkosti 30 000
parov bz z Ti-plazmidu do hostitel'ského genému. Tento segment nazyvany T-DNA nesie
sériu onkogenov a génov pre biosyntézu opinov a rastlinnych hormoénov, ktorych expresiou
sa v transfomovanom pletive spusti buneéné bujenie a za¢nti sa produkovat’ opiny, ktoré
slizia baktéri ako zdroj dusika.

Vdaka tejto schopnosti transformacie rastlin sa Ti-plazmid zacal vyuzivat ako
klonovaci vektor a stal sa tak neoddelitelnou stucastou transgenézy rastlin v molekulérnej
bioldgii.

Premena tohto plazmidu na klonovaci vektor prebieha v dvoch krokoch.
V prvom kroku sa musia endogénne, tumor vyvolavajice gény z T-DNA inaktivovat. V
druhom kroku sa cudzia geneticka informacia vlozi do T-DNA a vysledny rekombinantny
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plazmid sa vnesie spiat’ do baktérie Agrobacterium tumefaciens, ktorou sa infikujd
protoplasty. Protoplasty su bunky (rastlin, baktérii alebo hiib) zbavené bunecnej steny,
z ktorych dokazeme vypestovat’ celt rastlinu a tym padom mézeme z jedného infikovaného
plazmidu ziskat’ celé generacie rastlin obsahujtcich vlozeny gén, ktory sa prenasa podla
Mendlovych zadkonov. Takto sa cudzia geneticka informacia ulozi do DNA rastliny natrvalo.
(Gelvin, 2003; Tzifiral a Citovsky, 2006)

Napriek tomu ako elegantne a efektivne to znie, ma aj Ti-plazmid slabé miesta.
Baktéria m& prirodzene schopnost’ infikovat' len dvojkli¢nolistové rastliny, z ktorych
najvacsie vyuzitie v polnohospodarstve maja s6ja, zemiaky, tabak a jablka. Preto sa pre
mnohé pol'nohospodarsky vel'mi dolezité jednokli¢nolistové rastliny ako pSenica, ryza alebo
kukurica pouzivaju iné sposoby transgendzy. Transgendza pomocou Agrobakteria u tychto
rastlin nebola dlho mozna. Postupnymi upravami a roznymi vylepSeniami ako oSetrenie
acetosyryngonem, ktory aktivuje urCité cCasti Ti-plazmidu, bolo mozné infikovat aj
jednodelozné rastliny. (Wu a kol., 1999)

2.3 Selekcia transformovanych rastlin

Asi najpraktickejSou otazkou je G¢innost’ transformacie. Ta sa pri réznych technikach
1i$i, no vo vSeobecnosti je nizka. Preto neoddelitel'nou sucastou transformadcii rastlin je
selekcia nainfikovanych rastlin od rastlin ,,divokého typu“ (,,wilde type*; WT), ktoré
neobsahuju cudziu DNA.

Na selekciu infikovanych rastlin sa pouzivaju selekéné gény zahrnuté v plazmidoch
spolu s génom zaujmu. Tie infikovanej bunke prepozi¢iavaju Specifické vlastnosti, vd’aka
ktorym moézu byt odliSené od neinfikovanych buniek, ktoré danymi vlastnost'ami
nedisponuju. Povidésine nest rezistenciu voéi uréitym druhom antibiotik, ktoré si za
normalnych okolnosti schopné bunku usmrtit. Transgénne rastliny sa selektuju na zivnom
médiu obsahujicom antibiotikum, ktoré zahubi vsetky rastliny neobsahujice gén nan
rezistentny. (Gelvin, 2003)

Pre overenie vnesené¢ho génu, ktory chceme Studovat’ sa prevadza tzv. genotypizacia,

kedy sa metodou PCR (vid’ nizsie) overi pritomnost’ cudzieho génu.

2.4 Selekcia homozygotnej linie a Studium proteinov

Kazda transformovand rastlina je vo vysledku heterozygotna. Na potomstvo sa novy
gén prenasa podla pravidiel vyplyvajacich z objavu, ktory ucinil roku 1865 velikan, otec
genetiky a objavitel' zakladnych znakov dedi¢nosti, Gregor Johann Mendel. Podla tychto
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pravidiel bude prva generacia z dvoch tretin heterozygotna a z jednej tretiny homozygotna.
Druha generacia, po vyselektovani homozygotnych rastlin v prvej generacii bude c¢isto
homozygotna.

Pre vylucenie pozi¢ného efektu sa sleduje fenotyp niekolkych nezavislych linii. Ak
u nich pozorujeme rovnaky fenotyp, mézeme predpokladat’, Zze dana vlastnost’ je sposobena

danym génom.

2.5 PCR

2.5.1 Polymerazova ret'azova reakcia

Genotypizécia, Cize selekcia homozygotnych a heterozygotnych linii sa prevadza
pomocou polymerazovej retazovej reakcie (PCR z anglického Polymerase Chain Reaction).
Téato prakticka, vSestranna a extrémne citlivA metdda je jednou z najpouzivanejSich
biochemickych metod vobec. Jej objavitel’, Karry Mullis, za fiu zasluzene roku 1993 obdrzal
Nobelovu cenu za chémiu.

PCR je cyklicky enzymaticky dej regulovany teplotou. Princip metddy spociva
v amplifikacii usekov DNA pomocou procesu repliké&cie nukleovych kyselin. Z replika¢ného
aparatu vyuziva primery, ktorymi ohrani¢uje vybrany usek DNA a enzym DNA-polymerazu
na syntézu daného Useku.

Primery su v tomto pripade kratke retazce DNA. Ich vel'kosti sa pohybuji v rozmedzi
18-25 nukleotidov, ¢o je v porovnani s genomom o velkosti priblizne 3 miliardy bp (,,base
pair®, parov baz) nepredstaviteI'ne maly tsek.

Reakcia prebieha v pristrojoch zvanych termocyklery, ktoré s schopné zvySovat
a znizovat' teplotu podla dopredu nastaveného programu. Podla teploty prebiehaju
v reakénej zmesi tri kroky, ktoré sa cyklicky opakuji. Po kazdom cykle sa mnozstvo
produktu zdvojnasobuje ¢o v kone¢nom ddsledku vedie k exponencialnemu vzrastu (2"; n =

pocet cyklov) poctu képii vybraného tiseku DNA.

Tab. 1 Priklad exponenciélneho vzrastu amplikonov v reakcii PCR

. Pocet

Cislo syntetizovanych

cyklu molekdl produktu
1 0
2 0
3 2
4 4
5 8
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6 16
7 32
8 64
9 128
10 256
11 512
12 1024
13 2048
14 4 096
15 8192
16 16 384
17 32768
18 65 536
19 131 072
20 262 144
21 524 288
22 1048576
23 2097 152
24 4194 304
25 8 388 608
26 16 777 216
27 33554432
28 67 108 864
29 134 217 728
30 268 435 456
31 536 870912

Jednotlivé kroky PCR:

1.Denaturacia dvojretazcovej DNA (dsDNA — ,,double stranded*)

2.Nasadnutie primerov na denaturované jednoretazcové DNA (ssDNA — ,single
stranded)

3. Nasadnutie DNA polymerazy a nasledna amplifikacia novych ret'azcov
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4. cyklus
Ziadany gén
—<_J. cyklus
S em—
— 2. C}'I'IIUS
1. cyklus .
templatova DNA < <
7= 2 = < <
4 kopie 16 kopii 32 kopii

Obr. 1 Nazorna ukazka exponencidlneho narastu amplikonov v PCR (prevzaté z Somma 2006;

online)

Kompletna denaturacia dsDNA prebehne pocas 2-5 min pri teplote 94-97 °C.

Nasleduje znizenie teploty a nasadnutie primerov na ssDNA, ktoré sa navrhuju
v dvojiciach ako priamy (fw-,,forward®) a spétny primer (rev-,,revers®). Dévodom je syntéza
novych retazcov prebichajuca vzdy v smere od 5" konca po 3" koniec DNA, preto je
potrebné navrhnat’ pre kazdy protil'ahly retazec dsDNA osobitny primer tak, aby syntéza
mohla prebiehat’ v ur¢enom smere. Ich T, (teplota nasadania primerov na ssDNA retazec)
sa pohybuje od 30-72 °C no u jednotlivych primerov sa lisi. Vzhl'adom na to, ako aj
vzhl'adom na rozli¢nu dizku trvania tohto kroku pohybujicu sa od 0-60 sekund, je nutna
optimalizécia.

Po tomto kroku zacne prebiehat’ samotnd syntéza novych retazcov. Denaturacna
teplota dsDNA je prili§ vysoka, preto sa na syntézu musi vyuzivat’ $pecidlna termostabilna
polymeraza izolovana z termofilnych mikroorganizmov, ktora je schopna tolerancie vyssich
teplot po dlhsiu dobu ako ostatné enzymy. NajcastejSie ide o DNA-polymerazu z aerdbnej
gramnegativnej baktérie Thermus aquaticus. Syntéza novych retazcov DNA prebicha pri
teplote 68-72 °C rychlostou 60 bazi/s., pre ktoru su potrebné 2"-deoxyribonukleosid-5"-
trifosfaty (INTP) Tie sa pridavaji do reakénej zmesi spolu s hore¢natymi i6nmi Mg?*, ktoré
sluzia ako kofaktor tvoriaci rozpustné komplexy s ANTP. Tie su nasledne rozpoznavane

DNA-polymerazou.
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Pocet cyklov sa pohybuje v rozmedzi 25-40 cyklov. Velmi velky pocet cyklov mdze
zapri¢init’ zvySenie po¢tu nespecifickych amplifikacii a nechcenych mutécii.

Produktom PCR su amplikony, primerami ohrani¢ené useky DNA, ktoré sa pomocou
elektroforézy v agarézovom pripadne polyakrylamidovom geli, dokazujd stanovenim ich
vel’kosti na zéklade porovnania s hmotnostnym $tandardom o definovanej velkosti. (Smarda
a kol. 2005)

PCR je vyuzivana od zakladného vyskumu az po prax, takze je vskutku neoceniteI'nou

metodou v molekuléarnej bioldgii.

Tab. 2 Priklady vyuzitia PCR v rdznych oboroch (prevzaté z Smarda a kol. 2005)

. o Aplikovany L ,
Zakladny vyskum o Klinické discipliny Ostatne
geneticky vyskum
izolécia génov alebo ich renatéarlna diagnostika detekcia patogénnych
genov prenatarina diagnos baktérii, virov, prvokov a archeoldgia
Casti dédi¢nych chordb hub
sekvencovanie DNA detekug mutacii v typlz_a0|a pato_gennych sudnictvo
genoch mikroorganizmov
mutagenéza in vitro,
modifikacia koncov $tadium polymorfizmu identifikacia onkogénov
DNA T
- - kriminalistika
analyza génov typizacia nadorov
Z génovych kniznic populacné genetika yp
priprava znacenych sond stanovenie pohlavia

2.5.2 Druhy PCR
Dévod tak rozsiahleho vyuzitia PCR je hlavne v moznosti modifikacii klasickej verzii PCR.

Dnes existuje nespocet variacii, z ktorych uvediem len tie najdolezitiejSie.

2.5.2.1 PCR-RFLP

Modifikaciou PCR je napriklad polymorfizmus dlzky restrikénych fragmentov.
Ucelom tejto modifikacie PCR je typizacia uréitého genu, ktory moze obsahovat sekvenény
polymorfizmus. Vysledkom PCR, prevadzanej pri prisnych podmienkach, si amplikony
odizke az 5 kb, ktoré su nésledne Stiepené restrikénou endoukledzou a analyzované
elektroforézou. Mutacie v restrikénych miestach spdsobujt, Ze ich endonuleaza nerozozna
a nerozstiepeny fragment tak bude vacsej velkosti. Tato metdda sa pouziva pri diagnostike

choroéb, kde porovnavame elektroforézy mutantného a zdravého génu. (Meyer a kol., 1995)

2.5.2.2 Multiplex PCR
Pri Multiplex PCR nazyvanej aj mnohondsobnd PCR sa do reakénej zmesi pridava

vacSie mnozstvo parov primerov ¢o nam umoziuje analyzovat’ viac génov naraz, popripade
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viac exonov jedného génu. Vzhl'adom na viacSie mnozstvo primerov je nutné optimalizovat’
podmienky reakcie. Tato metdoda sa vyuziva napriklad na detekciu deletovnaych exdnov.
(Markoulatos a kol., 2002)

2.5.2.3 Nested PCR

Pri vel'kom mnoZstve DNA je moznost’ amplifikacie nespravneho useku vel'mi velka,
vysokU S$pecifitu amplifikacie zabezpecuju nested primery. Su to dve dvojice primerov,
takzvané vonkajsie a vnatorné. V prvej reakcii sa pouzivaju vonkajsie primery, ohrani¢ujice
usek DNA, ktory sa pouzije ako templat pre druhl reakciu. V druhej reakcii sa pouzivaju
vnatorné primery, ktoré ohraniCujii nami Ziadany tsek DNA, ¢im sa predchadza vzniku

ne$pecifickych amplifikacii. (Smarda a kol., 2005)

2.5.2.4 PCR kolonii

Tato metdda sa pouziva na potvrdenie pritomnosti rekombinantnej DNA v baktériach.
spolu stym, mozeme overit aj velkost’ a orientaciu génu vloZzeného do plazmidu.
Transformované baktérie alebo kvasinky sa davaju priamo do reakénej zmesy, kde lyzuja pri
pociatoénom zahriati alebo 0sobitne vo vode pri zvySenej teplote. Tym sa ich plazmidova
DNA dostava do reak¢énej zmesi a slazi ako templat pre PCR. Ak st primery navrhnuté
priamo na vlozeni DNA slazi PCR na potvrdenie vlozeného génu. AK sU univerzalne,
komplementarne k vektorovym sekvenciam slazi PCR na urcenie velkosti inzertu. Overenie
spravnej orientacie inzertu sa uskuto¢iuje pri pouziti kombinacie primerov, kedy jeden

primer nasada na inzert a druhy na vektor. (Bergkessel a Guthrie, 2013)

2.5.2.5 Obrétena alebo inverzna PCR (IPCR)

Vyhodou pri tejto modifikacii je moznost' amplifikacie Usekov len s jednou znamou
sekvenciou. Zahriiuje fragmentaciu a ndslednu ligaciu DNA. Prvym krokom je rozstiepenie
gDNA (genomickd DNA) vhodnou restrik¢énou endonukleazou tak, aby stredny usek
restrik¢éného fragmentu obsahoval znamu sekvenciu s restrickénym miestom. Druhy krok
zahrha ligiciu a cirkulaciu fragmentu, ktory sa nasledne linearizuje rozStiepenim
Vv restrikénom mieste v znamej sekvencii ¢ims a vytvori linearizovana DNA na ktorej
koncoch sa nachadza znama sekvencia. Primery sU navrhované priamo na tato znamu
sekvenciu takze vysledkom su amplikony neznamej DNA. Vyuziva sa napriklad v genetike

na rychle urCenie inzercie mobilnych genetickych elementov. (Ochman, 1988)
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2.5.2.6 Alelovo Specificka PCR (AS-PCR)

Alelovo Specifickdi PCR slizi na detekciu bodovych mutacii nazyvanych aj
jednodukleotidové polymorfizmy (SNP; single nucleotide polymorphism). Su to paralelné
reakcie, pri ktorych sa najprv pouzije prvy primer komplementarny ku normalnej sekvencii
aVv dalSej reakcii ku polymorfnej sekvencii. Druhy primer je uoboch reakcii rovnaky.
Amplifikacia nastava ak st primery komplementarne, takze pri homozygotnych liniach

dochadza k amplifikécii len v jednej reakcii. (Gaudet a kol., 2009)

2.5.2.7 Reverzna PCR (RT-PCR)

Pri reverznej PCR sa vyuziva retrovirova reverzna transkriptaza prevadzajica RNA
usek, ktory nie je mozné pouzit' ako templat pre PCR, na cDNA (komplementadrna DNA).
cDNA sa dalej pouZzije ako templan pri beznej PCR. Vzhl'adom na termicku nestabilitu
reverznej transkriptizy sa dnes vyuziva termostabilnd Tth DNA polymerdza
z gramnegativnej baktérie Thermus thermophilus vykazujica za pritomnosti Mg i6nov
RNA-dependentn. DNA-polymerazovu aktivitu. Tato metdéda sa vyuziva hlavne na
stanovenie expresie RNA a dnes ma uz, ako bezna PCR, mnozstvo modifikacii. (Smarda
a kol., 2005)

2.5.2.8 Kvantitativnd PCR (Real-time PCR)

Ma rovnako ako reverzna PCR dnes uz mnozstvo vlastnych modifikacii. Jej podstatou
je, ze umoznuje kvantifikdciu sledovaného tseku DNA v redlnom case. Sledovanie
amplifikacie je mozné na zaklade fluorescenénych sond viazlcich sa na amplifikované
DNA. Aplikacie tejto metddy su rozsiahle. VyuZiva sa na detekciu GMO, na diagnostické
gely pri diagndze mnohych chordb ako aj v zakladnom vyskume. (Smarda a kol., 2005)

2.5.2.9 Iné priklady

Iné priklady modifikacii PCR: Rychla amplifikacia koncov c¢cDNA (RACE),
Asymetrickd PCR, PCR s degenerovanymi oligoukleotidovymi primery (DOP-PCR),
Degenerovana PCR (D-PCR), In situ PCR, Amplifikdcia vnatornych prepisovanych
mezernikov (ITS-PSR), Polymorfizmus dizky jednoduchych repetitivnych sekvencii (SSLP-
PCR), Nahodna PCR (AP-PCR) alebo nahodna& amplifikacia polymorfnej DNA (RAPD).
(Smarda a kol., 2005)

24



3. Arabkovka Thalova

Arabidopsis thaliana, na Slovensku znamejsi pod nazvom Arabkovka Thalova je ako
burina nechceny, no v laboratoriach predstavuje jednu z najviac $tudovanych rastlin vobec,
pretoze reprezentuje krytosemenné rastliny a vystupuje teda ako modelova rastlina.

Arabidopsis thaliana patri do ¢el'ade kapustovitych. Jej vySka sa pohybuje od 5 do 30
cm. Stonka je na vrchu lisa, olistena a povic§ine rozvetvena. Mierne chipky sa nachadzajt

Vv spodnej Casti stonky. Kvety st biele (Obr. 2), kali$né listky Zltozelené. Plodom je SeSula.

Obr. 2 Kvet Arabidopsis Thaliana (prevzaté z Bowman a kol., 1989)

Je rozsirena na viacsine uzemia Eurdpy, v strednej Azii a severnej aj vychodnej Afrike.

Je to jednoroc¢na alebo ozimna bylina s malym jadrovym gendémom. Od vyklicenia
semena po ziskanie zrelych semien staci 6 tyzdnov, takze jej zivotny cyklus je vel’mi rychly.

Dalsou z nemala vyhod je efektivna transforméacia pomocou Agrobakteria a preto aj
vysoky pocet vytvorenych mutantnych linii. V neposlednom rade je skromna a nenaro¢na
¢ize idealna na pestovanie.

Roku 2000 sa stala historicky prvou rastlinou s kompletne pre¢itanym gendémom,
ktory je organizovany do 5 chromozomov obsahujucich zhruba 26 000 génov. Tie koduja
priblizne 11 000 rodin proteinov. (Meinkle a kol., 1998; The Arabidopsis Genome Initiative,
2000)

Vyskum tejto rastliny je enormny. Podielaju sa na nom vedecké tymi z celého sveta a

poskytuje mnozstvo informacii o buneénej a molekularej biologii krytosemennych rastlin.

Informécie ztak rozsiahleho vyskumu sa uskladiuju na mieste zvanom TAIR

databaza (,,The Arabidopsis Information Resource*), ktord zhromazd'uje genetické
25



a molekularno biologické data o modelovej rastline Arabidopsis thaliana. Obsahuje
kompletné gendmove sekvencie, génové Struktary, informéacie o produktoch a expresii
danych génov, gendmové mapy a genetické markery. Poskytuje DNA, semena, publikécie
a informacie o vyskumnom tyme Arabidopsis.

Informéacie pochadzajl z najnovsich ¢lankov a st aktualizované kazdy tyzden.

Semiacka Arabidopsis thaliana sa objednavaju z Arabidopsis Biological Resource
Center, ktoré sa nachadza na S$tatnej Univerzite v Ohio. Toto vyskumne centrum ma za
ulohu uskladiovat’, reprodukovat’, uchovavat’ a distribuovat’ semiacka a DNA a je s TAIR

databazou Uplne prepojené. (Rhee a kol., 2003)

4. Nukleotid pyrofosfatazy/fosfodiesterazy

4.1 Zakladna charakterizacia NPP

Nukleotid pyrofosfatazy/fosfodiesterazy (NPP) sG membranové alebo sekrétované
enzymy, (Pintus a kol., 2009) vyskytujuce sa od prokaryotov, (Gijsbers a kol., 2010) nizsie
eukaryoty, (Kennedy a kol., 2005) az po T'udi. (Zalatan a kol., 2006)

Ich Ustrednou ulohou je metabolizmus a recyklacia extracelularnych nukleotidov
a kontrola hladiny nukleotidov spojena s glykosyléciou a sulfataciou. (Kaneko a kol., 2013).
Ich hydrolyzou ovplyviuju vskutku ohromné mnozstvo bunecnych procesov, ¢o nie je
prekvapenim, ked’ze nukleotidy patria ku najstar$im biologickym molekulam vobec. (Rossi
akol., 2012) Organizmy ich preto uz od samych pociatkov vyuzivali na roznorodé tcely.
Medzi ne patri aj intracelularna nukleotidova signalizécia, ktorej sa skrz ich reguléciu,
zucastnuju aj NPP (Joye a kol., 2010)

Hydrolyzou extracelularnych nukleotidov sa zapajaju aj do metabolizmu fosfolipidov.
(Kawaguchi akol., 2011) Vystupuju aj ako upratovacia Cata a pomahaji odstranovat’
extracelularne nukleotidové cukry (Nanjo a kol., 2006). Vo fyziologickych procesoch sa
zapdjaju napriklad do mineralizacii kosti a chrupaviek. (Kawaguchi a kol., 2011)

Niekedy sa oznacuju aj skratkou E-NPP, kde ,,E*“ znaci ,,ektoenzymy*. Tento privlastok si
ziskali na zéklade orientacie ich aktivneho centra, ktoré sa nachadza na extracelularnej
strane bunec¢nej membrany. (Bollen akol., 2000; Gijsbers akol., 2001) Z hladiska
klasifikacie st zaradzované do podtriedy ektonukleotidaz. Dalsie podtriedy tvoria ekto-
nukleosid trifosfat  difosfohydrolazy, ekto-5"-nukleotidasy a alkalické fosfatazy.

(Zimmermann a kol., 2012)
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4.1.1 Funkcia NPP
NPP pri katalyze rozoznavaju malé molekuly, ktoré obsahuju fosfodiesterove alebo
pyrofosfatové vézby (Perez, 2006). Ako uz z ndzvu vyplyva, ich katalyticka aktivita spo¢iva
Vv hydrolytickom Stiepeni tychto vidzieb, ¢im uvolfiuju nukleosid-5-monofosfaty zo Sirokej
Skaly nukleotid di- (Salvucci a Crafts-Brandner, 1995) trifosfatov (Salvucci a Crafts-
Brandner, 1995; Joye a kol., 2011) a ich derivatov. (Sakagami a kol., 2005)

4.1.1.1 Pyrofosfatova vazba

Pyrofosfatova vazbu stiepia v nukleosidoch na 5°-OH rovnako ako na 3"-OH skupine.
(Bartkiewicz akol., 1984) Napriklad ATP sa $tiepi v o-p fosfoanhydridovej vizbe za
odstiepenia AMP a PPi, FAD sa Stiepi na FMN a AMP, ADP-riboza na AMP a fosforibézu,
diadenosin difosfat na dve AMP, ADP na AMP a P; a podobne (Pintus a kol., 2009)

Nukleotid pyrofosfatova aktivita sa bezne analyzuje pomocou thymidin-5(p-
nitrofenylfosfatu) (Zan-Kowalczewska, 1977; Joye a kol., 2010) na zaklade metddy Razzela
a Khorana. Jedna jednotka nukleotid pyrofosfatdzy je definovana ako mnozstvo enzymu,
ktoré odstiepi 1 pmol p-nitrofenolu z thymidin 5 (p-nitrofenylfosfatu) za 1 min pri 37°C. (

Zan-Kowalczewska, 1977)

4.1.1.2 Fosfodiesterovéa vazba

Fosfodiesterovl vazbu stiepia v substratoch ako su aryl estery nukleosid 3"a 5 fosfaty
a cyklické nukleosid 2°,3" a 3,5 fosfaty (Bartkiewicz a kol., 1984), u ktorych rychlost’
hydrolyzy zéavisi na konkrétnej NPP, vzhladom na stéricki zabranu cyklickej
fosfodiesterovej vazby substratu (Pintus a kol. 2009). Preferuju diestery s thymidinovou R
skupinou pred fenylovymi R skupinami. (Pintus a kol. 2009; Spano a kol., 2011).

Enzymovou kinetikou bolo dokazané, ze enzymy rozlisuju ako medzi roznymi bazami
tak aj medzi ich internukleotidovymi vazbami (Bartkiewicz a kol., 1984) a vykazuju vy$siu
katalyticka aktivitu voci redukovanym koenzymom ako voéi oxidovanym formam. (Joye
a kol., 2010)

Hydrolyticka aktivitu nevykazuju proti fosfomonoesterovym vézbam ako napriklad
v cukernych fosfatoch alebo nukleosid monofosfatoch (Kaneko a kol., 2013) no najma proti
dlhym ret'azcom nukleovych kyselin ako jedno alebo dvojvlaknovej cirkularnej aj linedrnej
DNA. (Salvucci a Crafts-Brandner, 1995; Spano a kol., 2011)

4.1.2 Substratova Specifita NPP
NPP1 hydrolyzuje nukleotidy ako ATP (Kawaguchi a kol., 2011)
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NPP2 ma za substraty lysofofatidilcholin (LPC) a iné lysofosfolipidy necholinovej
povahy ako lysofosfatidylethanolamin (LPE) a lysofosfatidylserin (LPS) (Pécsi a kol., 2010)

NPP3 preferuje v hydrolyze nukleotidové cukry. (Pécsi a kol., 2010)

NPP6 hydrolyzuje cholin-obsahujuce glycerofosfodiestery ako glycerofosforylcholin
(GPC). (Kawaguchi a kol., 2011)

NPP7 sa taktieZ zameriava na fosfolipidy ako sfingomyelin (Kawaguchi a kol., 2011)

Blizsie pribliZzenie substratovych $pecifit jednotlivych izoenzymov poskytuje Obr. 3.
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Obr. 3 Priklady substratovej $pecifity zvieracich NPP (prevzaté zo Zimmerman a kol., 2012)

4.1.3 Evolucia NPP
Struktiry a funkcie NPP sa vyvijali postupne a maju za sebou vskutku dlh a nezvyéajna
historiu. Z evolu¢ného hladiska patria do odvodenej skupiny proteinov vysSich rastlin
lokalizovanych v plastidoch. Pomocou fylogenetickych analyz sa zistilo, Ze tieto proteiny

maju eukaryoticky a nie cyanobakterialny pdvod. Vesikularny transport tychto proteinov do
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primarnych plastidov sa vyvinul dlho po endosymbidze synic, aby bola umoznena ich

glykosylacia a/alebo ich transport do viacerych bune¢nych kompartmentov. (Gagat a kol.,
2013)

4.2 Zvieracie NPP

Vyskum diskutovanych ektoenzymov je zvicsa orientovany na cicavcie NPP (Bollen
a kol,, 2000; Zalatan a kol., 2006). Charakterizovanych a popisanych bolo celkom sedem
izoenzymov. Ocislované boli na zaklade ich postupnych objavov NPP1 — NPP7. Nedostatok
informécii a tym nemoznost’ ich jednozna¢ného zaradenia na zaciatkoch vyskumu, priniesla
do nomenklatary mensie zmdatky. (Joye akol., 2010) Preto sa pre niektoré izoenzymy
pouzivajl ich pdvodné nazvy. Pre NPP1 je to PC-1, pre NPP2 autotaxin,PD-I a pre NPP3 je
to B10. (Lazarowski a kol., 2003)

Jednotlivé typy mozu byt rozliSené na zaklade ich Struktry, substratovej Specifity no
v prvom rade na zaklade ich aminokyselinovej sekvencie. (Joye a kol., 2010)

Co sa tyka 'udskych NPP, je znamych 5 génov. Z nich najlepsie popisany je izoenzym
NPP1. (Bollen a kol., 2000)

4.2.1 Funkcia zvieracich NPP
Jednotlivé izoenzymy vykonavaji na zaklade rozliénych substratovych Specifit
rozliéné funkcie. Tie st presne opisané pri isoenzymoch NPP1, NPP2 a NPP6, pri ostatnych

nie s dostato¢ne objasnené.

NPP1 hra vo fyziologickych procesoch rolu negativneho regulatora pri mineralizacii
kosti achrupaviek. Skrz hydrolyzu ATP generuje AMP a pyrofosfat, ktory inhibuje
zaclenenie anorganického fosfatu do krystalov hydroxyapatitu. (Kato a kol., 2012)

Spolu s inymi enzymami sa podiel'a aj na regulacii nadmernej kalcifikacie. Jednym
z dosledkov poruchy ¢innosti NPP1 je hypermineralizacia. (Harmey akol., 2004)
Hydrolyzou d’alsich nukleotidov sa NPP1 zapdja aj do signalizdcie pomocou inzulinovych
receptorov. (Kawaguchi a kol., 2011)

NPP2 sa uplatiiuje hlavne pri generacii lipidového mediatoru lysofosfatidovej kyseliny
(LPA) z lysophosphatidycholinu (van Meeteren a kol., 2005). LPA sa d’alej uplatiuje vo
viacerych signalnych drahach (Pécsi akol., 2011). Odozvy su velmi rdznorodé od
mitogenézy, chemotaxie (Pécsi a kol., 2011), angiogenézy (Kawaguchi akol., 2011) po

prestavbu nervov a aktivaciu ionovych kanalov. (Nam a kol., 2001) V nadorovych bunkach
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(v melanéme) stimuluje ich migraciu (Stracke a kol., 1991) a dokonca spdsobuje celkove

znasobenie tumorovej aktivity. (Nam a kol., 2001)

NPP6 ako cholin-$pecificka glycerolfosfodiester fosfodiesteraza je dolezita v spétnej
absorpcii fyziologicky esencialneho cholinu v peceni rovnako ako pri vyvoju mozgu.
(Kawaguchi a kol., 2011)

4.2.2 Struktiira zvieracich NPP

Pozostavaju z kratkych intracelularnych, kratkych transmembranovych a dlhsich
extracelularnych domén (Obr. 4). (Joye a kol., 2010).

NPP2 a NPP3 boli objavené ako glykoproteiny, hoci 4-10 zhodnych sekvencii (Asn-
X-Ser/Thr) pre N-glycosylaciu nachddzame uludi pri vSetkych znamych izoenzymoch
NPP. Presnd biologickd funkciu glykosylacie sa ale zatial’ nepodarilo potvrdit. (Bollen
a kol., 2000)

Intracelularny Extracelularny
priestor priestor
HN— [ { [ Nukleizova doména (J—COOH NPP1 a NPP3
\.—.Y.—J
Somatomedin B doména
HN—C [iszos omirs ()~ COOH  NPP2
-
Somatomedin B doména
HOOC NH, NPP4 - NPP7

Obr. 4 Struktira jednotlivych nukleotid pyrofosfatiz/fosfodiesterdz (prevzaté z Joye a kol., 2010)

4.2.2.1 Membranové formy

NPP1-3 sa vyskytuju ako modulérne proteiny (Joye akol., 2010) a homodimery
spojené disulfidovymi mostikmi. Pozostavaju z kratkych N-koncovych intracelularnych
domén, takze ich orientacia je druhého typu (Bollen a kol., 2000), ktoré hraja rolu v cieleni
proteinu, a ,,nside-out” signalizacii (Joye akol., 2010) az kratkej transmembranovej
domény (Bollen a kol., 2000), ktora zabezpecuje hydrofobicidu (Goding, 2000) a takisto

nesie informéacie o targetingu. (Joye a kol., 2010) (Obr. 4)
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NPP1 sa po exprexii transportuje na bazoteralne membrany bunick, ¢omu nasvedéuje
fakt, ze ich urcité frakcie sa nachadzaju na endoplazmatickom retikulu ako aj ich di-
leucinovy motiv v cytoplazmatickom chvostiku (Joye akol., 2010) NPP3 sa naopak
vyskytuju na apik&lnych buneénych povrchoch (Bollen a kol., 2000)

NPP2 sa na rozdiel od NPP1 a NPP3 vyskytuje len ako rozpustny protein sekretovany
Pudskymi bunkami melanému. (Bollen akol.,, 2000) Vyskumy ale naznacuji, ze
proteolytickym Stiepenim transmembranovych foriem sa s najvacsou pravdepodobnostou
tvoria rozpustné a sekretované formy vsetkych izoenzymov NPP. (Bollen a kol., 2000; Joye
a kol., 2010)

NPP4-5 sa od NPP1-3 odliSuju v orientacii, ktora je prvého typu, ¢o znaéi C-

zakoncenie intracelularnej domény. (Obr. 4)

NPP6 -7 vykazuji podobné charakteristiky ako NPP4 a NPP5 (Pintus a kol., 2009)

4.2.2.2 Cytoplazmatické domény
Cytoplazmatické domény sa a u kazdého jednolivého izoenzymu lisia.(Bollen a kol.,
2000)

4.2.2.3 Extracelularne domény

Extracelularne domény sa skladaju z dvoch somatomedin B domén, katalytickej
domény a nukledzovej domény (Pintus akol., 2009). U cicav¢ich NPP4-7 a NPP niz$ich
eukaryot a baktérii sa somatomedin B a nukleasové domény nenachadzajd. (Obr. 4)

Somatomedin B domény u NPP1-NPP3 pozostavaju z dvoch somatomedine B domén,
ktoré oddeluju katalyticki doménu od membrany. St velmi bohaté na cystein, pomocou
ktorého tvoria disulfidové vézby (Bollen akol., 2000; Joye akol., 2010) ¢im
sprostredkovavaju dimerizéciu (Bollen akol., 2000) pripadne oligomerizaciu. Takisto
prispievaju k spravnemu fungovaniu a skladaniu proteinu. (Joye a kol., 2010)

Katalytické domeny su v rodine alkalickych fosfatdz konzervované. Ich sekundarna
Struktara spociva v B-skladanych listoch ulozenych medzi a-hélixmi. Identické balenie si
zachovavaji aj NPP rovnako ako identické usporiadanie S$iestich aminokyselinovych
zbytkov koordinujacich dva kovy. (Bollen a kol., 2000)

V katalytickych doménach NPP1 a NPP3 sa nachadza sekvencia GXGXXG, ktora
napoveda naviazaniu dinukleotidov. (Bossemeyer, 1994) Ich mutaciou a naslednou

nemoznostou katalyzy sa potvrdzuje tato predikcia. U NPP2, ktora Stiepi lipidové
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nukleotidy, tento motiv nenachadzame. Oproti tomu sa jedna oenzym, u ktorého sa
katalytické domény vyvinuli do hydrofébnych kavit viazucich lipidy. Acylové retazce LPA
si v kavite uchovavaju stalu konformaciu, zatial’ co samotné aktivne centrum vykazuje urcéitu

plasticitu. (Pécsi a kol., 2010)

Nukleazové domény u NPP1-3 su identické doménam v endo-nukledzach. Pozostavaju
z B-skladanych listov ulozenymi medzi a-hélixmi advomi prekrizenymi retazcami.
Vzhladom na fakt, Ze diskutované izoenzymy nekatalyzujd endo-nukledzové reakcie sa ich
funkcia predpoklada ¢isto ako doména sliziaca na rozoznanie substratu. (Bollen a kol.,
2000)

4.2.4 Katalyza zvieracich NPP

Nakol’ko st podobnosti NPP s alkalickymi fosfatdzami jasné, bude rovnako zjavny aj
analogicky mechanizmus katalyzy.

V katalytickom mieste sa nachadzaju 2 esencidlne kovy, ktoré sprostredkovavajd
dvojkrokovy ping-pongovy mechanizmus Kkatalyzy. V prvom kroku kov 2 aktivuje
threoninovy hydroxyl, ktory nésledne napada fosfat substratu a vytvara tak kovalentne
viazany nukleotidylovany medziprodukt. V druhom kroku sa regeneruje hydroxylova
skupina threoninu tak, ze druhy kov aktivuje molekulu vody, ktord sa chova ako nukleofil.
Napada reakény produkt stale pritomny v katalytickom mieste ako kovalentne viazany
medziprodukt, ¢im ho odstiepuje ako nukleosid 5 -monofosfat. Popisany mechanizmus
predpoklada, ze alkalické pH spOsobuje ionizéaciu prvého kovu, ktory koordinuje druhy

substrat. Nim je zvyc€ajne voda.
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Obr. 5 Hydrolyza katalyzovana NPP enzymom, kde ping-pongovy mechanizmus nasvédcuje

substrat obsahujuci pyrofosfatovd vazbu (== ). Prvy reakény produkt je uvolneny pred
interakciou druhého substratu. (prevzaté z Joye a kol., 2010)

AMP ako reakény produkt inhibuje fosfodiesterazova aktivitu, na rozdiel od
reakéného produktu nikotinamid mononukleotidu (NMN), vznikajaceho Stiepenim
NAD(H). Predpoklada sa, ze NMN je rapidne uvolneny behom prvého kroku hydrolyzy,
pokym AMP plni rolu druhého reakéného produktu a uvolfiuje sa az na konci druhého
reak¢ného kroku.

Predchadzajuce $tadie dokonca potvrdili vyssiu afinitu cicav¢ich NPP k AMP ako
k samotnym substratom (Moe a Butler, 1983). Rovnako zaujimava je aj ich autofosforylacia
zaznamenana len pri nizkych koncentréaciach nukleotidov, ktorou enzym pozastavuje vlastni
katalytickt aktivitu. Obe skuto¢nosti mézu naznacovat’ ich schopnost’ autoregulacie, ktora
predchadza nekontrolovatelnému rozkladu nukleotidov. (Joye a kol., 2010)

Pri vysokych koncentraciach substratu, Michaelis-Mentenova kinetika nebola
dokazana, ¢o sved¢i na alostericky typ enzymu, Cize védzba prvého substratu na prva
subjednotku oligomeru, ovplyvni vézbu druhej molekuly substratu na druh( podjednotku.
(Joye a kol., 2010)

4.3 Rastlinné NPP

Na rozdiel od vacsieho poctu izolovanych a popisanych zivociSnych NPP, bolo
charakterizovanych len zopér rastlinnych (Nanjo a kol., 2006). Takze mnozstvo faktov
a informadcii zatial' cakd na objavenie. Z doposial’ ziskanych informécii mézeme tvrdit’, ze
Vv ur¢itych buneénych procesoch rastlin hraji nezastupitel'nt rolu.

Informacie o NPP ziskavame najCastejSie z transgennych rastlin, v ktorych bola
zvySena expresia daného enzymu. U takychto rastlin bola zistena zvySena ADP-Glc
hydrolyticka aktivita (Nanjo a kol. 2006), vysoka koncentracia rozpustnych cukrov ako
glukozy, fruktozy, glukozy-6-fosfat, nizka koncentracia $krobu a polysacharidov buneénej

steny a zvySena rezistencia proti vysokym koncentraciam soli a teplotam (Perez, 2006)

4.3.1 Procesy, ktorych sa rastlinné NPP zucastiuji

4.3.1.1 Dozrievanie ovocia

Jednou z najdolezitejSich uloh je ucast’ rastlinnych NPP na dozrievani ovocia. To
potvrdzuje zvysend enzymova aktivita pozorovand v plodoch opuncie (Opuntia, ¢elad
kaktusovité) pri dozrievani od zelené¢ho do cerveného Stadia plodu, rovnako ako znizena

enzymova aktivita pri prezretych plodoch. (Spano a kol., 2011)
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Toto tvrdenie podporuje vysoka Katalyticka efektivita NPP vo¢i NAD(P)(H),
V porovnani s ostatnymi substratmi, ¢im sa predpoklada schopnost’ NPP regulovat’ aktivitu
niektorych dehydrogendz. NADH dehydrogenazovy komplex sa zucastiiuje elektron
transportného dychacieho retazca aje vel'mi dolezity pri zaciatkoch dozrievania plodov.
(Guéra a Sabater, 2002) Vzhl'adom na jeho detegovanl zniZenu aktivitu a fakt, ze¢ NPP
preferuje ako substrit NAD(P)H nad NAD(P), ¢im reguluje intracelularny pomer
NAD(P)H/NAD(P), mézeme predpokladat, Ze zvySena aktivita enzymu NPP indikuje
hydrolyzu dehydrogenazového kofaktoru a tym ovplyviiuje dozrievanie ovocia (Spand
a kol., 2011).

4.3.1.2 Regulécia syntézy glykoproteinov

Iny proces reguléacie, do ktorého su rastlinné NPP zahrnuté je reguldcia syntézy
glykoproteinov, ktord bola dokézana pri NPP zo sdji. Po odstraneni plodov, totiz nastavaja
pre rastlinu nevSedné podmienky, pri ktorych moéZeme pozorovat akumulaciu menej
beznych proteinov.

Odstranenim kvetov a luskov sa narusi normalne dozrievanie listov eliminaciou casti
rastlin, ktoré absorbuji ziviny na tkor zrelych listov, ¢im sa metabolizmus listu za¢ne
pripravovat na nova rolu zasobného pletiva. Odozvou na tento stav je pozastavenie
remobilizacie  dusiku,  degradacia  listovych  enzymov  anésledna  syntéza
novosyntetizovanych zasobnych glykoproteinov z uvolfiovanych aminokyselin. Vzhl'adom
na to, ze predpokladana funkcia u cicav€iecho NPP1 je reguldcia syntézy glykoproteinov,
pomocou zmeny dostupnosti substratu  pre glykosyltransferazu sa predpoklada, Zze v
listoch rastlin bude mat’ rovnaku funkciu, ak wuvazime obrovsky narast syntézy

glypokroteinov. (Salvucci a Crafts-Brandner, 1995)

4.3.1.3 Iné procesy

Dalsou nemenej zaujimavou a dolezitou Glohou je presmerovanie toku uhliku
z biosyntézy Skrobu a polysacharidov v bunec¢nej stene do inych metabolickych drah (Pintus
a kol. 2009).

4.3.2 Vyskyt rastlinnych NPP

Velkym prinosom pre $tudovanie enzymov st informacie o ich vyskyte, ktoré nam
predpovedajic mozné enzymové funkcie. Vyskyt NPP v bunke bol potvrdeny
imunocytochemickou analyzou v endomembranovych systémoch, vo vakuolach (Nanjo
a kol. 2006) av plastidoch. Na stanovenie ich presnej subcelularnej lokalizacie boli

zhotovené mutantné bunky ryze, v ktorych bola NPP exprimovand ako NPP-GFP (¢ize
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S naviazanym fluorescenénym proteinom GFP (,,Green fluorescent protein®; zeleny
fluorescenény protein). Vaésina izoenzymu NPP-GFP (neskér pomenovany ako izoenzym
NPP3) bola distribuovana do extrachloroplastovych kompartmentoch v endomembranovom
systéme bunky (Kaneko akol., 2011, Nanjo akol., 2006). Taktiez sa podarilo objasnit’

transportnu cestu z ER/Golgi systému do chloroplastov (vid’ nizsie; Nanjo a kol. 2006)

4.3.3 lzolacia rastlinnych NPP

Izolacia Studovanych proteinov je neoddelitelnou stcastou vyskumu. Je potrebna pri
Studovani ich kinetiky a Struktary. Izolacia proteinov ¢i roznych bunecnych kompartmentov
mdze spdsobovat’ nemalé problémy. To plati aj pri NPP, kvoli ich extrémne vysokej afinite
ku bentonitu. T4 sa spaja s ich tendenciou absorbovat’ sa na pevné povrchy ako sklo alebo
dializa¢né membrany a tvorit’ agregaty. Tato schopnost’ tak neumoziuje ich jednoduchu
a bezproblémovu izolaciu a vyustuje v malé vytazky a nehomogenitu prvych izolacii (Zan-
Kowalczewska, 1977). Najvacsim problémom pri NPP je ich podobnost’ s réznymi inymi
proteinmi, ¢im sa izolacia stdva eSte taz$im orieSkom.

Vyizolovat’ NPP sa podarilo z jedno aj dvojdeloznych rastlin, no ich celkovy pocet
zostava nedostacujuci, z Coho vyplyva aj nedostacujice mnozstvo informaci, ktoré o nich

zatial’ mame. (Nanjo a kol., 2006)

4.3.4 Vyizolované NPP z rastlin

4.3.4.1 NPP z ryze

Vyizolovat’ a najlepsie popisat’ sa podarilo NPP z ryze (Oryza sativa), v ktorej bolo
identifikovanych d’alsich pat’ génov pre NPP. Vyizolovany enzym bol oznac¢eny ako NPP1,
d’alsie ako NPP2 — NPP6. (Nanjo a kol. 2006; Kaneko a kol. 2011) Z ¢oho jasne vyplyva, ze

sa vyskytuju vo viacerych izoformach. (Perez, 2006)

4.3.4.2 NPP z I'uP’ka zemiakového

Purifikovand NPP z hlaiz 'ul’ka zemiakového (Solanum tuberosum), bola porovnavana
s fosfodiesterdzou nachadzajlicou sa v had’om jede, ktora sluzi ako analyticky porovnavaci
prostriedok pre Stukturnu charakterizaciu nukleotidovych zlucenin. (Agudo a kol., 1998)
Z dovodu vel'kej podobnosti nukleotid pyrofosfataz a cyklickych nukleotid fosfodiesterazam
z hl'az zemiakov, bola purifikacia nemohogénna. To si vynutilo obmenu postupu s kone¢nou
vySSou Cistotou enzymu. Nasledne sa opdtovne potvrdili ich vlastnosti a funkcie (Zan-
Kowalczewska, 1977, Bartkiewicz a kol., 1984)
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4.3.4.3 NPP z pSenice

Za pouzitia EST sa podarilo zlozit” gén NPP z pSenice (Triticum; TaNPP), ktora bola
nasldne exprimovand Vv kvasinke (Pichia pastoris). Endogenny protein bol dalej
vyizolovany a vycisteny. (Joye a kol., 2010)

4.3.4.4 Ostatné NPP

NPP boli purifikované aj z jatmena (Hordeum vulgare; Nanjo a kol., 2006) a sdji
(Glycine). (Salvucci a Crafts-Brandner, 1995) Z mungo fazole (Phaseolus aureus) bola NPP
izolovana v krystalickej a homogennej forme ako dimer. (Balakrishnan a kol., 1977) Z latexu
mlie¢niku (Euphorbia characias; Pintus a kol. 2009) a opuncie (Opuntia ficus indica; Spano
a kol., 2011) bola purifikovana rozpustna forma NPP.

Tieto vysledky dokazuju, Ze v rastlinnej riSi st pritomné rozliéné NPP, ¢o je dolezité

z dovodu pokrytia Sirokej skaly substratov a vlastnosti. (Joye a kol., 2010)

4.3.5 Struktiira rastlinnych NPP

Na z&klade ich aminokyselinovej sekvencie su zaradzované do skupiny
transmembréanovych proteinov druhej triedy. (Joye a kol. 2010, 2011; Nanjo a kol., 2006)
Patria do velkej skupiny Struktirne podobnych nukleotid hydrolaz a ich izoformy
nachadzame vV rozli¢nych castiach rastlin. Ich vlastnosti ako odolnost’ voéi vysokym
teplotam (Joye akol., 2010), vazba na concanavalin A, vysoka rezistentnost na SDS
denaturaciu (Perez, 2006) a ich pomala migracia v SDS page su typické charakteristiky N-
glykosylovanych proteinov s disulfidovymi mostikmi. (Nanjo a kol., 2006; Joye a kol.,
2010)

Stavba rastlinnych NPP sa prili§ neodliSuje od stavby zivoéisnych izoenzymov (Obr.
3). Pozostavaju z kratkych intracelularnych a transmembranovych domén a dlhsich
extracelularnych domén. (Joye a kol., 2010)

NPP st vo vSeobecnosti charakterizované ako metalové proteiny, Cize pri katalyze
vyuzivaji kov, ktory je pre hydrolyzu esencialny. Najcastejsie nachadzané kovové kationy
u rastlinnych NPP s Mg?* a Ca®*. (Pintus a kol., 2009)

4.3.5.1 Struktiira NPP z latexu mlie¢niku

Protein izolovany zlatexu mlie¢nika (ELNPP) sa skladal zdvoch identickych
podjednotiek, z toho kazda obsahovala 1 Ca®*, ktory sa dal jednoducho odstranit’ s pouZitim
EDTA al Mg katién pevne viazany ku enzymu. Kompletna inaktivacia nastala uz po

odstraneni Ca®*. Aktivita bola plne obnovena inkubaciou ELNPP s Ca?* i6nmi. Obsah
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metalovych i6nov bol stanoveny atéomovou absorpénou spektrometriou na 0,11% Ca*
a0,07% Mg** (Pintus a kol., 2009)

4.3.5.2 Struktira NPP z opuncie

NPP z plodu opuncie (Opuntia ficus indica; ONPP) bola zlozena z dvoch identickych
polypeptidovych retazcov a kazdy obsahoval 0,075% Ca** a0,05% Mg?*. ( Spano akol.,
2011)

4.3.5.3 Struktiira NPP z pSenice

Na rozdiel od vysSie zmienenych NPP sa enzym z pSenice (TaNPP) na zéklade
aminokyselinovej sekvencie priblizuje cicavéim NPP doposial’ s najva¢sou mierou. V
katalytickom mieste obsahuje vysoko konzervovany katalyticky zbytok threoninu a d’alSie
aminokyseliny viazuce sa na kovovy ion a substraty, ktoré st pre rodinu cicav¢ich NPP
charakteristické (Joye a kol., 2011). Popri rovnakom katalytickom mieste maju s cicavéimi
izoenzymami NPP 1-3 identicka aj va¢Sinu vlastnosti ako napriklad substratova Specifitu.
Av8ak modularna S$truktara TaNPP viac odpoveda cicav¢im izoenzymom NPP 4-7,
vzhl'adom na to, Ze je nepomerne jednoduchsia a neobsahuje somatomedin B a nukledzové
domeény, ktoré sa u NPP1-3 nachadzaju.

Vsetky mutantné TaNPP exprimované v kvasinkach (Pichia pastoris) preferovali
oligomerna formu, no niektoré sa po purifikécii vyskytovali aj ako monomery. Z toho sa
usudilo, Ze prirodzena forma enzymu pripojeného na membranu, je oligomerna. (Joye a kol.,
2011) DTT (dithiothreitol) kompletne rusi enzymovu aktivitu TaNPP, zjavne kvoli redukcii
disulfidovej vézby, ktora je potrebna pre spravnu konformaciu a poskladanie enzymu.

V generovanej 3D Struktire (Schwede a kol., 2003) TaNPP zalozenej na znamej 3D
Struktare NPP z baktérie Xanthomanoas axonpodis (Zalatan a Herschlag, 2006) sa Styri
cysteinové zbytky tvoriace dva pary nachadzaji na povrchu 3D modelu blizko pri
sebe, preto sU s najvdcSou pravdepodobnostou zahrnuté v oligomerizacii, rovnako ako
v pripade NPP1 (PC-1) z ¢loveka (Belli a kol., 1995).

TaNPP sU podla vsetkého dopravované do bazolateralnej membrany buniek, vd’aka
ich di-leucinovému motivu a signalnej sekvencii v ich transmembranovej oblasti. Bola ale
zaznamenana aj skratena forma TaNPP, ¢o moéze sved¢it’ na vo vode rozpustni formu
enzymu (extracelularnu alebo cytosolicku). Extracelularne formy su tvorené hydrolytickym
Stiepenim z membrany. (Joye a kol., 2011).

U TaNPP rovnako ako u vécSiny doposial’ vyizolovanych NPP, EDTA (kyselina

ethylendiamintetraoctova) znizuje enzymova aktivitu, ¢o dokazuje potrebu metalovych
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ionov pri katalytickej aktivite. Pretoze EDTA odstrafiuje esencialne metalové iony
z katalytickych miest, reverzibilne pozastavuje enzymov( aktivitu. Pri adicii Zn** iénov sa
aktivita obnovuje, ¢im sa predpoklada pritomnost’ tychto idnov v katalytickom centre
TaNPP (Joye a kol., 2011) ako sa to uz skor potvrdilo. (Zalatan a kol., 2006)

4.3.5.4 Struktiara NPP z mungo fazuli

Co sa tyka kvartérnej $truktiry je velmi zaujimava NPP z mungo fazuli, ktora bola
purifikovana ako dimer skladajuci sa z rovnakych podjednotiek, no pri oSetreni s p-
hydroxymercuribenzoatom disociovala na monomérnu formu apri oSetreni s AMP sa
premenila na tetramér. Vysledky ukazali, Ze monomér je sice prekvapivo najviac aktivna
forma NPP, no zaroven najmenej stabilna, ¢o naznacuje, Ze jej aktivita je regulovana cez

asocia¢no-disocia¢ny jav (Balakrishnan a kol., 1977)

4.3.5.5 Vynimky

Vynimku z pravidla tvoria prdve NPP zryzi, ja¢mena a sOji, ktoré patria medzi
najlepSie charakterizované rastlinné NPP. Tie pri katalyze nevyuzivaju kov a tym padom sa
odlisujt aj v mechanizme katalyzy.

Izoformy zryzi ajaémena sa od ostatnych NPP charakterizovanych doposial’
(Bessman a kol., 1996; Bollen a kol., 2000) odlisovali aj v optimalnom pH, molekularnej
vahe aintertnosi ku redukujucim ¢inidlam. (Baroja-Fernandez a kol. 2004) Ich
najjednoduchsie izolovatel'na izoforma bola rozpustna forma, tazsie izolovatel'na bola pevne

pripevnend k skrobovym granulam. (Perez, 2006)
NPP z jacmena sa vyskytovala ako monomer a homopolymer.

NPP z ryzi bolo potvrdenych 6 izoforiem enzymu: NPP1-NPP6. (Kaneko a kol.,
2011). Bolo dokazané, ze NPP1 sa akumuluje v chloroplastoch rovnako ako homopolymer a
obsahuje 4 N-glykosylované miesta. Takze pre spravne zbalenie a pln enzymaticku aktivitu
je potrebna glykolyzécia daného proteinu. Doposial’ sa predpokladalo, Ze N-glykosylacia
prebieha len v ER-Golgi systéme, preto bolo na mieste preverit,, ¢i sa izoenzym transportuje
cez tento systétm. Ako predpokladany signalny peptid smerujuci enzym do ER, bola
povazovana N-termindlna odStiepitend hydrofébna signalna sekvencia. Zvlastnost'ou bolo,
Ze tato sekvencia nesthlasila s N-koncovou sekvenciou zrelého proteinu. Vysledky potvrdili
predpovedant funkciu tejto sekvencie rovnako ako vezikularnu drahu cez ER-Golgi
systém.(Nanjo akol., 2006) Prekurzorova sekvencia NPP1 obsahuje okrem signalneho

peptidu aj extra-peptid, ktory sa §tipi posttranslaéne v sekrenej drihe. Cim vzisiel
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predpoklad, ze N-terminalny extra peptid sluzi na dopravenie NPP1 do plastidov. Vysledky
toto oCakavanie vyvratili a oblast zodpovednu za transport NPP1 do plastidov urcili v
mieste od od 308 do 478 v aminokyselinovej sekvencii.

Rovnako ako NPP1 aj NPP3 obsahuje N-koncovu Stiepitel'nt signalnu sekvenciu v
prekurzorovej forme. Izoenzym NPP3 ale nevykazuje hydrolytickti aktivitu voéi ADP-
glukoze aschopnost dopravy do plastidov, naprick 70% zhode v aminokyselinovej
sekvencii, ktora je u NPP1 zodpovedna za transport do plastidov. Najpodstatnejsi rozdiel
Vv sekvencii spo¢iva v zdmene negativne nabitej skupiny Asp336 v NPP3 za kladne nabitu
skupinu Lys319, ¢o v konecnom dosledku neumoziiuje NPP3 dopravu do plastidov.

(Kaneko a kol., 2011)

NPP zo séji bol charakterizovany ako rozpustny holoenzym NPP, ktory sa sekvenciou
najviac priblizoval izoenzymu NPP1 zryze, preto bol rovnako oznaceny ako NPPL.
(Salvucci a Crafts-Brandner 1995) Jeho N-koncovou sekvenciou, substratovou Specifitou
a mechanizmom katalyzy sa tplne odlisuje od membranovych cicav¢ich NPP1 (Evans a
kol., 1973;), ostatnych rastlinnych NPP1 (Balakrishnan a kol., 1977; Bartkiewicz a kol.,
1984) azbytku proteinov, ktoré si sdja uchovava vo vegetatnom stave. Molekulova
hmotnost’ rozpustného holoenzymu NPP1 (560 kD) indikovala oktamerickd formu.
(Salvucci a Crafts-Brandner 1995)

4.3.6. Specificka substratova $pecifita u NPP zo s6ji a zemiakov

NPP1 zo séji sa vyrazne odlisuje od rastlinnych NPP. Co koreluje so zistenim, Ze
Stiepi aj anorganicky pyrofosfat a dvakrat rychlejSie Stiepi pyrimidinové nukleotidy, UDP-
Glc a CDP-Glc ako purinové nukleotidy. (Salvucci a Crafts-Brandner, 1995)

U NPP zhliz T'ulku zemiakového sa po homogennej preparacii potvrdila nova
hydrolyticka aktivita u dinukleotid polyfosfatu, ktorej rychlost sa s postupujdcim
predlzovanim retazca znizovala. (Bartkiewicz a kol., 1984) Najvyznamnej$im potvrdenim
bolo odstranenie 7-metylguanozinu (m7GMP) z ¢iapocky na 5'konci mRNA, ktora sa
doposial’ pripisovala cyklickym nukleotid fosfodiester&zam pritomnym v nehomogénnych
izolaciach.(Kole a kol. 1976) Za zmienku stoji aj skuto¢nost’, Ze NPP z I'ul’ku zemiakového
sa mimoriadne podobd na NPP ztabaku, uktorej bola dokdzana rovnaka schopnost
stiepenia m7GMP z mRNA. (Zan-Kowalczewska, 1977)

4.3.7 Mechanizmus katalyzy rastlinnych NPP
Mechanizmus katalyzy u vac¢siny rastlinych NPP nie je presne znamy. No ako uz bolo

spominané, mechanizmy sa liSia podl'a potreby metalového i6nu pri katalyze. Tym padom sa
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odlisuju aj v aminokyselinovych sekvenciach a optimalnych hodnotach pH enzymovych
aktivit.

Jednoznacne popisany je mechanizmus TaNPP, ktory je analogicky s alkalickymi
fosfatdzami a cicavéim NPP, s ktorymi zdiel’a najvacsiu podobnost. Spomedzi rastlinnych
NPP sa podobnému mechanizmu priblizuje aj ELNPP. (Obr. 5)

4.3.8 Ulohy jednotlivych aminokyselin v aktivnom centre

Relevantnost’ jednotlivych aminokyselin v aktivnom centre a ich jednotlivé ulohy pri
mechanizme katalyzy sa najCastejSie potvrdzuji ich mutaciami, ¢ize zdmenami jednotlivych
aminokyselin za iné. Identifikovana a charakterizovanad TaNPP bola vybrand na mutécie,
ktoré boli zvolené na zaklade aminokyselinovych sekvencii NPP z inych organizmov so
znamym mechanizmom. (Joye a kol., 2010)

Na overenie vyznamu vysoko konzervovaného zbytku threoninu, ktory vystupuje ako
kla¢ova aminokyselina pri katalyze u cicavéich NPP (Belli a kol., 1995) sa Thr132 u TaNPP
nahradil Ala a Ser. Ako sa predpokladalo, alanin inaktivoval enzym voc¢i véac¢Sine substratom
apotvrdil tak nepostradatelnost’” threoninu. Velkym prekvapenim boli ale NAD(H)
a NADPH ktoré tvorili vynimku v pravidle. Namerala sa u nich 5 az 10x vyssia hydrolyticka
aktivita, ktorej dovodom bude zjavne rozvolnenie Struktiry mensSou aminokyselinou a
vytvorenie priestoru pre objemnejSie substraty. Serin je naopak nevyhnutny pri katalyze
u rodiny enzymov blizkej NPP a to u alkalickych fosfatadz. (Schwartz a kol., 1963) Napriek
tomu sa jeho nahradenim nezvysila fosfatazova aktivita, naopak sa cela Uplne pozastavila
a to nielen voci pyrofosfatazovym ale aj fosfodiesterazovym substratom. Mutantné TaNPP
boli ale schopné katalyzovat' prvy krok hydrolyzy ping-pongového mechanizmu. Préave
nepritomnost’ serinu u NPP sa poklada za pri¢inu ich neschopnosti katalyzovat’ monofosfaty.

His255 u NPP je vysoko konzervovany u rdznych organizmov. Jeho Uloha tkvie vo
vézbe kovového ionu (Zalatan akol., 2006) a sprdvneho nastavenia polohy kyslikového
atomu, ktory premost'uje nukleotidova ¢ast’ substratu a uvoltiujicu sa skupinu. Takisto
koordinuje vodu vystupujucu ako druhy substrat enzymovej katalyzy. Mutaciou tejto
skupiny za menSiu, nepolarnu skupinu alaninu sa rovnako ako v pripade Thr132 zvysila
aktivita 5-10x vo¢i NAD(H) a NADPH napriek vyraznému znizeniu aktivity vo¢i ostatnym
substratom.

Asn153 zohrava podobnu Ulohu ako His255 (Zalatan a kol., 2006) plus stabilizuje
tranzitny stav. Nahradou Asn153 za objemnejSiu bazickll skupinu argininu nastali zédsadné

zmeny Struktary a tym zmeny hydrolytickej aktivity voci vSetkym testovanym substratom.
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Asnl165, Phel94 a Glul99 su lokalizované vel'mi blizko miesta naviazania nukleotidu
anie su tak striktne konzervované. Mutacia Asnl165 na serin, ktory sa vyskytuje v inych
NPP spdsobila vyrazné zvySenie aktivity vocéi vSetkym testovanym fosfodiesterovym

substratom. (Joye a kol., 2011)

4.3.9 Problémy vyskytujdce sa u rastlinnych NPP

Vzhladom na jasné rozdielnosti medzi niektorymi enzymami NPP je mozné, Ze
niektoré z nich boli klasifikované nespravne. Pri velkom pocet izoenzymov s rozli¢cnymi
substratovymi $pecifitami moze lahko dochadzat k nespravnej identifikacii. Castou
zamenou u NPP je zamena za PAP (,purple acid“ fosfatazy). Rozdielne vlastnosti
niektorych NPP napriklad z ryzi ajaémefia, mozu byt preto dosledkom zameny tychto

dvoch enzymov.
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PRAKTICKA CAST

5. Material a pristroje
5.1 Chemikalie

EtOH (Lach-Ner, Cesko), NaCIO (Sigma-Aldrich, Cesko) MS medium basalt salt mix
(Duchefa, Holandsko), sachar6za (Lach-Ner, Cesko), MES hydrat (Duchefa, Holandsko),
phytagel (Sigma-Aldrich, Cesko), chloroform-isoamylalkohol (Sigma-Aldrich, Cesko),
GelRed Nucleic Acid Stain (PHENIX research, USA), QlAquick PCR (Qiagen, Nemecko)

5.2 Biologicky material

Pouzité enzymy: Taq DNA polymerdza pripravena Lenkou Dzurovou (Smehliova

2004), komerény enzym Go Taq Polymeraza (Promega, USA)

Semena Arabidopsis thaliana: knock-outované linie Arabidopsis thaliana, dodané
z Europian Arabidopsis stock center (UK; linie SALK, SAIL, GK), z Institut Jean Pierre
Bourgin (Versailles Arabidopsis Stock center, Francizsko; linia FLAG) az New Spring
Cold Harbor Lab (linia ET7718)

Sekvencie pouzitych primerov:

Primery Sekvencia

Gén pre aktin

ARAact_fw GCCATCCAAGCTGTTCTCTC
ARAact_rev GGTGGTGCAACGACCTTAAT
Linie s umléanymi NPP
SALK 089106 LP GCCTAGTAACGAAATCCCGAG
SALK 089106_RP ATCAAATTTGAAGGCGATTTG
SALK 040308C_LP TCTTGATTCTCGAATTCGACG
SALK_040308C_RP TATAGTCCGGTGCTAGCGATG
SALK 024541 LP TCTTGATTCTCGAATTCGACG
SALK 024541 RP AGCTCAGGGAAAGTAGCCAAC
LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGG
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SAIL_694_CO05_LP ACGTCGAATTCGAGAATCAAG

SAIL_694_CO05_RP TGTGTGATTGTCGAGAAGTGCAAC
FLAG_390C03_LP TGATCAAAATGGCTCAAGACC
FLAG_390C03_RP TTTTTCACAAACTGCCATAACG

Ds3-2 CGATTACCGTATTTATCCCGTTC
Ds3-4 CCGTCCCGCAAGTTAAATATG
At4g29700_2_fw GTCACCACGAAAGGATCGGA
At4g29700 2 rev AGCCTGGCCAAAAGTAGGTC
GK_078G06_LP GCATCGGGTTCAACATCTTCC
GK_078G06_RP CCTCCATCATCGCAGGTACT
GK_078G06_NPP_LP CACTGGGCTAGGCCCATAAA
GK_078G06_NPP_RP GCTGGGTATAGACCTGTGACG
pDAP101_LB1 GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC
pDAP101_LB3 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC
PAC161_08409 ATATTGACCATCATACTCATTGC
LB4 .
ET7718_LP -
ET7718 _RP -

5.3 Pristroje

Centrifuga stolna (Eppendorf, CR)

Digestor (Forlab, CR)

Flowbox

Termocykler T-personal (Biometra, Nemecko)
Termocykler T-gradient (Biometra, Nemecko)
gulovy mlyncek

elektroforéza

5.4 Zlozenie roztokov

TAE tImivy roztok — 70 mM Tris/kyselina octovd, 1 mM EDTA, pH 8
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Y% MSO médium - 2,3 g MS basal salt mix, 10 g agaru na rastliny, 30 g sacharozy,
doplnené destilovanou vodou na objem 1 I, po autoklavovani 1 ml 1000x roztok

Gamborgovych B-5 vitaminov

Lyzacny roztok — 2,92 g NaCl, 1,202 g Tris, 0,501 g hydrogensiri¢itanu sodného,
1,88 g EDTA, 0,19 kyseliny askorbovej, 100 ul merkaptoetanolu doplnit’ destilovanou
vodou na objem 100 ml

G-DNA Extrakcny tlmivy roztok pre izoldaciu genomickej DNA —1 M Tris HCI, 0,5 M
EDTA, 4 M NaCl, 10% dodecylsiran sodny (SDS)

6. Metody:

6.1 Sterilizacia semiacok

Do 1,5 ml mikroskimavky sa nasypalo poZzadované mnozstvo semien. Pridal sa 1 ml
70% EtOH a takto sa pretrepavali po dobu 3 min. Semena sa pomocou centrifugy nechali
zosadnut’ na dno mikroskiimavky a etanol sa odpipetoval. Nasledne sa pridal 1 ml roztoku
5% NaClO + 0,1% Triton X-100 a pretrepavalo sa d’al$ie 3 min. Opét’ sa nechali semiacka
pomocou centrifugy zosadnat’ na dno mikroskiimavky a roztok sa odpipetoval. V d’alsich

krokoch sa semiacka premyvali uz len Cistou sterilizovanou vodou 5-6 krét.

6.2 Selekcia transgennych rastlin

Sterilizované semend SALK 040308C , FLAG_390C03 a ET7718 boli selektované na
médiu obsahujicom antibiotikum kanamycin. Pre kontrolu kli¢ivosti sa vysadili mutantné
linie aj na médiu bez antibiotika. Ako kontrola G¢innosti antibiotika slizili WT rastliny na
médiu s kanamycinom . Petriho misky sa ponechali vo fytotrone a po dvoch tyzdiioch sa
spomedzi WT rastlin vyberali transgenné rastliny, ktoré sa zasadili do hliny. Ako kontrola sa
popri transgennych rastlin vysadili aj WT. Rastlinky boli takto pestované v skleniku pri
30°C. Ostatne linie rastlin s umléenymi génmi pre NPP boli vysadené rovno do hliny

a pestované pri rovnakych podmienkach.

6.3 1zolacia genomickej DNA

6.3.1 Postup ¢. 1
Najskor bola pouzita metdda so systtmom MagMax. Vzorky rastlin Arabidopsis

thaliana boli homogenizované v gul'ovom mlynceku. Lyzaény tlmivy roztok bol pridany ku
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zhomogenizovanemu materialu. VVzorky boli inkubované po 45 min pri teplote 65°C. Do
100 pl lyzatu bolo pridanych 2,5 ul magnetickych guli¢iek a 70 ul 100% isopropyl alkoholu.
Vzorky sa nechali inkubovat 5 min anasledne boli na d’alSich pat’ min postavené na
magneticky stojan. Po 5 min sa na stendch vytvoril prstenec z magnetickych guliciek.
Supernatant bol odpipetovany a gulicky premyté minimalne trikrat v 200 pl 70% EtOH.
Nakoniec bol etanol kompletne odpipetovany a magnetické guli¢ky sa ponechali 20 min na
stojane vyschnut. Do kazdého vzorku sa pridalo 40 ul RNase-free sterilnej vody a do doby

d’al$ieho pouzivania sa nechali zamrazit’ na -20°C

6.3.2 Postup ¢. 2

Pre lacnejSie spracovanie vel’kého mnozstva vzorkov sa preslo na novy postup.

Do safe-lock mikroskiimavky sa vlozila jedna wolframova gulicka. Pinzetou sa vlozili
2-4 listky Arabidopsis thaliana a pridalo sa 420 ul gDNA Extrakéného tlmivého roztoku
a 160 pl CIA (Chloroform isoamylalkohol 24:1). Mikroskimavky sa vlozili do gul'ového
mlynceka a nechali trepat’ (25 rps, 1,5 min), zmenila sa orientacia a postup sa opakoval.
Néasledne sa mikroskimavky ponechali na centrifuge 3 min pri 21000 g. Vrchna faza
obsahujuca supernatant s DNA sa prepipetovala do beznej mikroskiimavky. Po pridani 900
pl 96% EtOH sa prevratenim mikroskiimaviek obsah premieSal a pre zvySenie ucinnosti
izolacie gDNA ponechal v mraze. Po 5-10 min sa vzorky opéat” zcentrifugovali pri 21 000 g
po dobu 7 min. Cely obsah sa vylial a zbytok odstranil pipetou. Po rozpusteni usadeniny
v 200 pl TE sa pridalo 50 pl CIA a po premieSani pomocou prevratenia sa vzorky opét
nechali na centrifge pri 21 000 g po 2 minuty. Vrchna faza sa prepipetovala do novej
mikrosktimavky, ktora uz obsahovala 10 ul 4 M NaOH a pridalo sa 380 ul 96% EtOH.
Premiesali sa prevratenim a ponechanim na centrifuge pri rovnakych otackach 5-10 min.
Supernatant sa Uplne odstranil a zrazenina na stendch sa premyla 100 pl 70% EtOH.
Posledna centrifugacia prebehla pri rovnakych ota¢kach 1-3 min. Obsah sa opat’ cely
odstranil a DNA pelet na stenach nechal vysusit. Po odpareni v§etkého EtOH, sa zrazenina
DNA rozpustila podl'a potreby v 30 ul alebo 60 pl TE a vzorky nechali do doby d’alSieho

pouzivania zamrazit’ na -20 °C

6.4 Polymerazova ret’azova reakcia

Optimalizacia PCR metddy a genotypizacia rastlin Arabidopsis thaliana sa
uskutoénila za pouzitia Taq DNA polymerazy pripravenej Lenkou Dzurovou (Smehliova
2004), pripadne komerénej GoTaq Polymerazy.

Typické nastavenie PCR je uvedené v Tab.3 a typické zlozenie reakcii v Tab. 4
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aTab. 5. Jednotlivé zmeny v nastaveniach alebo podmienkach budu uvedené pri

jednotlivych reakciach.

Tab. 3 Reakéné podmienky PCR na optimalizaciu a genotypizaciu rastlin Arabidopsis thaliana

Jednotlivé cykly T (°C) t (min) Pocet cyklov
Zaciato€né denaturécia 95 3/2 min* 1
Denaturacia 95 30s 35
Nasadnutie primerov optimalizované 30s
Elongéacia 72 2 min-WT; 1min -KO
Zaverecna elongacia 72 10/5 min* 1
Ochladenie 16 1ls 1

*V pripade pouzitia Taq DNA polymerdzy trvala denaturdcia 3 minuty a zavere¢na
elongécia bola 10 min, v pripade pouzitia Go Taq polymerazy trvala denaturicia 2 min
a zaverecna elongacia trvala 5 min.

Tab. 4 Zlozenie reak¢énej zmesi na optimalizaciu a genotypizaciu rastlin Arabidopsis thaliana za

pouzitia DNA polymerazy

Zlozenie premixu Koncentracia Objem(ul) Vysledné-
koncentracia

Taq Polymeraza - 0,15 -
TImivy roztok 10x 1,00 1x
dNTP 10 uyM 0,20 0,2 UM
Mix primerov 10 uM optimalizované 0,1 yM - 0,6 uM
Templat (gDNA) - 2,00 -
H,O doplnené do objemul0

2 10,00

Tab. 5 Zlozenie reakénej zmesi PCR na optimalizaciu a genotypizaciu rastlin Arabidopsis thaliana

za pouzitia komerc¢ného enzymu GoTaq

) Vysledna
Zlozenie premixu Koncentracia Objem(ul) o
koncentracia

GoTaq Polymeraza 0,05
TImivy roztok- Green Go Tag
FlexiBuffer 5x 2,00 1x
MgCl, 25mM 1,00
dNTP 10 uM 2,00 2
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R-primery 10 uM optimalizované 0,1 yM - 0,6 pM

L-primery 10 uM optimalizované 0,1 uM -0,6 uM
Templat (gDNA) - 1,00 -
H,O doplnené do objemu 10

> 10,00

6.5 Nested PCR

Nested PCR ako modifikacia beznej PCR, ktord zabezpecuje mnohondsobnejSiu
Specifitu amplifikacie danych usekov, bola pouzita pri linii ET7718, u ktorej sa nepodarilo
optimalizovat’ podmienky. Typické nastavenie PCR je uvedené v Tab. 3 a zloZenie reak¢nej
zmesi sa nachédza v Tab.6. Prva reakcia prebiehala za pouzitia vonkajSich primerov, po
ktorej sa precistena DNA pomocou kitu QIAquick PCR Purification Kit, pouzila ako templat

pre druhu reakciu, za pouZitia vnttornych primerov.

Tab.6 Zlozenie reakcnej zmesi pre reakciu Nested PCR. Zlozenie reakénej zmesi druhej reakcie

Nested PCR sa lisilo v objeme templatu, ktory predstavoval 0,5 pl.

Zlozenie premixu Koncentracia Objem(ul) Vysledné'
koncentracia

GoTaq Polymeraza - 0,1 -
TImivy roztok- Green Go Tag

FlexiBuffer 5x 5,00

MgCl, 25mM 1,50 1,5 mM
dNTP 10 uM 0,50 0,2 yM
Mix-primery(vonkajsie/vnutorné) 10 uM 2,00 0,8 uM
Templat (gDNA) - 5,00 -
H.0 10,90

S 25,00

6.6 Precist’ovanie DNA

Na precistovanie DNA medzi prvym a druhym krokom nested PCR bol pouzity kit
QIAquick PCR. Templat z prvej reakcie sa prepipetoval do mikroskimavky. Pridal sa 5x
objem PB timivého roztoku a cely objem sa prepipetoval do QlAquick mikroskimaviek na
naviazanie DNA. Tie sa centrifugovali pri 17 900 g po dobu 1 minuty. Prefiltrovany roztok

sa vylial a pridalo sa 750 ul PE tlmivého roztoku. Po naslednej centrifugacii pri 17 900 g po
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dobu 1 minaty sa roztok znovu vylial a QIAquick mikroskimavky sa opdatovne
centrifugovali po dobu 1 minaty, z dévodu Uplného odstranenia PE tlmivého roztoku.
QIAquick mikroskimavky sa tak prelozili do ¢istej mikroskumavky a pridalo sa 50 ul EB
timivého roztoku. Po 1 minGte stdtia a1 minute na centrifuge pri 17 900 g, sa takto

precistenda DNA pouzila na druhu reakciu nested PCR.

6.7 Elektroforéza v agarézovom geli

Na kontrolu tsekov vytvorenych behom PCR sa pouzila elektroforéza v agardzovom geli.
Amplikony boli vizualizované pomocou farbiva GelRed alebo pomocou ethidium bromidu
aich velkosti stanovené porovnanim s hmotnostnym Standardom o definovanej velkosti

jednotlivych fragmentov. (1 kb Plus ,,DNA Ladder*; DNA rebrik)

Na gel bola pouzita 1% agardéza zmieSana v 1X TAE tlmivom roztoku s farbivom.
Elektroforéza bezala od 20 do 30 minut pri napéti 120 V.

7. Vysledky a diskusie

Zaciatoéné experimenty sa uskuto¢nili pomocou PCR za pouzitia Taq DNA
polymerazy pripravenej Lenkou Dzurovou (Smehliova 2004). Po uréitom &ase sme zistili, Ze
vysledky nie st reprodukovatel'né, vzhl'adom k ¢omu sa zvolila novd metdda za pouzitia
komer¢nej GoTaq Polymerazy.

Najskor bola u vSetkych vzorkach potvrdena pritomnost vyizolovanej gDNA
amplifikaciou génu pre aktin. Zmena v nastaveni PCR podmienok nastala v pocte cyklov,
ktory bol zniZzeny na 30. Podla intenzity signalu v elektroforéze bola pri jednotlivych
vzorkach zvySena alebo znizena koncentracia DNA oproti beZznému zloZeniu reak¢énej zmesi
PCR, pomocou ¢oho sa upravili jednotlivé koncentracie DNA na priblizne rovnaka hodnotu.
Priklad amplifikéacie génu pre aktin s naslednym zvySenim koncentracie je uvedeny na
Obr. 6 a Obr. 7.

Aktinové primery

GK_078G06 SALK 024541 SALK_089106 GK_078G06 SAIL_694_C05
bp 1kb+ D1 Dz D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D41 D42 E4

TOO -

S ——

Obr.6 PCR reakcia na overenie pritomnosti vyizolovanej gDNA amplifikdciou génu pre aktin
u vybranych linii. Dizka amplikonu, &iniaca priblizne 610 bp odpovedala aktinovému génu. Pri
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vzorkach D3, D5, D7, D9, D11 aE2, uktorych nenastala dostato¢nd amplifikicia, sa reakcia
opakovala.

Aktinové primery

D7 D9

Obr.7 Priklad opakovanej PCR reakcie pre aktin u vybranych vzoriek. Objem templatu sa podl'a
vel'kosti signalu v prvej reakcii zvysil z 2 ul na 3-4 pl, pri pouziti beznej DNA Polymerazy.

Nasledne prebehla u vSetkych linii optimalizacia podmienok PCR na WT alely a KO
alely. Ako templat boli vybrané jedna az dve vzorky z linie. Genotypizacia prebehla u

kazdej vzorky z linie s uml¢anym génom.

7.1 Optimalizacia podmienok pre PCR

7.1.1 R6zne kombinacie primerov

Z dovodu uplnej nefunkénosti uritych primerov, pripadne ich nizkej ucinnosti
v pbvodnom pare sa vytvorili nové kombinacie s primerami, u ktorych to bolo mozné,
vzhladom na podobné miesto ich nasadnutia. (Tab. 7, 8, 9,) Vybrané kombinéacie sa
pouzivali pri d’alSich optimalizaciach. (Obr. 8, 9, 10) Zmena reakénych podmienok oproti

povodnému nastaveniu PCR, nastala u koncentracie primerov, ktora ¢inila 2 pM.

Tab. 7 Rézne kombinacie primerov pre liniu SALK 024541 a SALK 040308C

Primery Dizka
fw primery rev primery  amplikonu
1. SALK_040308C_RP saLk 040308c_LP 1121Kkb
2. SALK_040308C_RP saLK 024541 LP 1022 kb
3. SALK_ 024541 RP  saLK 040308c_Lp 1022 kb
4. SALK 024541 RP  saLk 024541 L 1022 kb
5. SALK 040308C_RP LBbl 795 kb
6. SALK 024541 RP  LBb1 738 kb
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WT primery
2. 3.

Obr. 8 Vzorky 1. — 6. odpovedaju r6znym kombinacidm primerov uvedenych v Tab 7. PCR
prevadzand pomocou DNA polymerazy, kde teplota nasadania primerov bola zvolena na 62°C. Pre
d’alsie experimenty sa vybrala kombinacia ¢. 3: 02R+04L pre WT alelu a ¢. 6: 02R+LBb13 pre KO

alelu.

Tab. 8 Rbézne kombinacie primerov pre liniu SAIL_694 C05 a GK_NPP

KO primery
d. 6.

Primery Dizka
fw primery rev primery  amplikonu
1. SAIL_694 CO5 RP  salL 694 cos LP 936 kb
2. SAIL_694_CO5 RP  GK_NPP_LP 520 kb
3. GK_NPP_RP GK_NPP_LP 912 kb
4. GK_NPP_RP SAIL 694 cos_Lp 1328 kb

WT primery

2. 3.

Obr. 9 Vzorky 1. — 4. odpovedaju r6znym kombinaciam primerov uvedenych v Tab. 8. PCR
prevadzana pomocou GoTaq, teplota nasadania primerov bola zvolena na 60°C. Pre dalsie
experimenty sa z dovodu nefunkénosti primeru SAIL_694_CO05_LP vybrala kombindcia ¢. 2: 05-R

+ GK_NPP-L pre liniu SAIL_694_C05.

1kb+

bp

sl 1 500
agpmm 1000

e i

Tab. 9 Rdzne kombinacie primerov pre liniu SAIL 05

Primery Dizka
fw primery rev primery  amplikonu
1. SAIL_694 CO5_RP  pDAPL 528 kb
2. GK_NPP_RP pDAP1 826 kb
3. SAIL_694_CO5 RP  pDAP3 -
4. GK_NPP_RP pDAP3 —
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KO primery
1kb+

-t 1 500
1000

500

Obr. 10 Vzorky 1. a 2. odpovedaju roznym kombinaciam primerov uvedenych v Tab. 9. PCR
prevadzana pomocou GoTaq, teplota nasadania primerov bola zvolena na 60°C. Nakolko
neprebehla Zziadna amplifikdcia pri pouziti rev primeru pDAP3 akombinicia Cislo dva
neodpovedala velkosti amplikonu vybrala sa pre d’alSie experimenty kombinacia ¢.1 05-R +
pDAPL.

Tab. 10 R6zne kombinéacie primerov pre liniu FLAG a ET7718

Primery Dizka
fw primery rev primery  amplikonu
1. 700fw 700 rev 1266 kb
2. 700fw FLAG_LP 1374 kb
3. FLAG_RP FLAG_LP 1201 kb
4, FLAG RP 700 rev 1093 kb

WT primery

Obr. 11 Vzorky 1. — 4. odpovedajd réznym kombinacidm primerov uvedenych v Tab. 10. PCR

prevadzana pomocou GoTaq, teplota nasadania primerov bola zvolena na 60°C. Pre dalsie
experimenty sa vybrali koncentracie 1: 700 fw + 700 rev, 2: 700 fw + FLAG_LP a 3: FLAG_RP +
FLAG_LP.

7.1.2 Optimalizacia pomocou gradientu teploty

U linii SALK 089106, FLAG_390C03 a ET7718, ktoré vykazovali r6zne anomalie,
ako neSpecifické amplifikacie, bola optimalizovana teplota nasadania primerov pomocou
gradientu teploty v rozsahu 56°C — 72°C., NajnizSia teplota sa volila na zaklade Tm teploty
jednotlivych primerov, zatial ¢o najvysSia bola zvolena tak, aby nenastala ziadna
amplifikacia.

U linii FLAG_390C03 bola teplota stanovena na 66°C, u linii SALK_089106 na 58°C.
U linii ET7718 nenastala opakovane ziadna amplifikacia. Priklad gradientu teploty je
uvedeny na linii FLAG_390C03 na Obr. 12 a Obr. 13.
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WT primery
&BC T2°C 1kb+ 4] P

et 1 500
agpm {000

-l 5)()

Obr. 12 Gradient teploty linii FLAG_390C03 pre WT alelu. PCR prevadzana pomocou GoTag. Pre
d’alsie experimenty bola zvolena teplota nasadania WT primerov na 66°C.

KO primery
b P 1kb+ 62°C 64°C 66°C 68°C 70°C
1000 )

500 g~

Obr. 13 Gradient teploty linii FLAG_390C03 pre KO alelu. PCR prevadzana pomocou GoTag. Pre
d’alsie experimenty bola zvolena teplota nasadania KO primerov na 66°C.

7.1.3 Rdzne koncentréacie Mg*i6nov
Pri linii SALK 089106, pri ktorej sa nedarilo reprodukovat vysledky a pri

linii ET7718, pri ktorej sa nepodarilo optimalizovat podmienky, sa pristipilo aj na
optimalizaciu koncentracie Mg®* i6nov, ktora dosahovala hodnét od 1 mM do 3,5 mM.
Vysledky potvrdili zauZivana koncentraciu Mg i6nov, a to 2 mM u linii SALK_089106. U

linii ET7718 nenastala Ziadna amplifikacia.

7.1.4 R6zne koncentracie primerov
Po overeni funkcnosti primerov, popripade ndjdeni ich vyhodnejSich kombinacii a

teploty ich nasadania sa optimalizovali ich jednotlivé koncentracie. Optimalizacia sa
uskuto€nila pomocou vsetkych kombinacii troch aZ Styroch réznych koncentracii primerov,
ktoré dosahovali hodn6t od 0,1 uM do 0,6 puM. V prvom kroku sa urobila PCR s men§im
mnozstvom reakcii, ¢ize s va¢§imi rozstupmi medzi koncentraciami. Pri neuspokojivych
vysledkoch bola nasledne urobend PCR s mensimi rozstupmi. Vybrali sa tie kombindcie,
ktoré nevykazovali neSpecifické amplifikdcie a signal bol dostatocne silny. Vysledky
jednotlivych reakcii sa nachadzaju v Tab. 12 a Tab. 13. Priklad optimalizacie koncentracii

primerov je uvedeny v Tab. 11 ana Obr. 14.
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Tab. 11 Priklad roznych kombinacii koncentracii primerov uvedeny na linii GK_078G06

Linia GK_078G06 R6zne kombinacie koncentracii primerov (uM)

1. 2. 3. 4. S. 6. 7. 8. 9.

GK_078G06_NPP_LP 04 05 O6 04 05 06 04 05 06
GK_078G06_NPP_RP 04 04 04 05 05 05 06 06 06

Obr.14 Priklad optimalizacie koncentrécii primerov uvedeny na linii GK_078G06. Jednotlivé
vzorky predstavuju rézne kombinécie primerov GK_078G06_NPP_LP a GK_078G06_NPP_RP
uvedenych v Tab. 11 Ako vysledna kombinacia sa vybrala kombinacia ¢islo 3.

Tab. 12 Optimalizacia primerov na WT alelu. UWT primerov na linie SALK 024541 a
SALK 040308C bola pouzita DNA Polymeraza, u ostatnych linii GoTag.

Primery na WT alelu Teplota

Linia nafadania

primer fw c (uMm) primer rev ¢ (uMm) primerov
(°c)
SALK_024541 SALK_040308C_LP 0,4 SALK_024541 RP 0,3 62
SALK_04030C SALK_040308C_LP 0,4 SALK_ 024541 RP 0,3 62
SALK_089106 SALK_089106_LP 0,1 SALK_089106_RP 0,5 60
SAIL_694_C05 GK_NPP L 0,5 SAIL_694_CO5_RP 0,1 60
FLAG_390C03 FLAG_390C03_LP 0,5 fw700 0,3 66
ET7718 FLAG_390C03_LP 0,5 fw700 0,3 60
GK GKL 0,1 GKR 0,1 60
GK_NPP GK_NPP L 0,6 GK_NPPR 0,4 60

Tab. 13 Optimalizicia primerov na KO alelu. U KO primerov na linie SALK 024541 a
SALK 040308C bola pouzita DNA Polymeraza, u ostatnych linii GoTaqg.

Primery na KO alelu Teplota
;. nasadania
Linia .

primer fw c (M) primer rev ¢ (uM) primerov
(°)
SALK_024541 SALK_024541_RP 0,3 LBb1.3 0,3 62
SALK_040308C SALK_024541_RP 0,3 LBb1.3 0,3 62
SALK_089106 SALK_089106_RP 0,3 LBb1.3 0,5 58
SAIL_694_C05 O5R 0,4 pDAP1 0,4 60
FLAG_390€03 fw700 0,5 LB4 0,4 60
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GK GKR 0,5 PAC 0,3 60
GK-NPP GK_NPP R 0,1 PAC 0,5 60

U linii ET7718 sa nepodarilo odstranit’ mnozstvo neSpecifickych amplifikacii, ktoré

vznikali pri KO primeroch, ani po zniZeni poctu cyklov a zniZeni koncentracie DNA.

7.1.5 Nested PCR

Z dovodu zna¢nych komplikacii bola pouzita u jedinej linii ET7718 metdda nested
PCR, pomocou ktorej sa odsraiiuji neSpecifické amplifikacie. Ako vonkajSie primery bol
pouzity par Ds3-4 sfw700 aako vnitorné primery bol pouzity par Ds3-2
s FLAG_390C03_RP. Napriek zvysenej citlivosti metody nenastala ziadna amplifikacia.

7.2 Genotypizacia rastlin s knock-outovanym génom

Po optimalizovani podmienok sa podrobili genotypizacii vSetky 3 vysadené rastliny
z kazdej linii, ako kontrola boli pouzité 3 rastliny ,,divokého typu*. U linii GK_078G06 bolo
vysadenych viacero rastlin z dévodu knock-outovaného génu izoenzymu NPP na druhom
chromozOme, pre ktory sa pouzivali rev primery GK_078G06_RP a pre knock-outovany gén
nami Studovaného izoenzymu na Stvrtom chromozome sa pouzivali rev primery
GK_078G06_NPP_RP.

Pri linii SALK_024541 a SALK_ 089106 boli dve vzorky ur¢ené ako WT a jedna ako
heterozygot. Pri linii SALK 040308C boli vSetky tri vzorky stanovené ako homozygoti, no
nakol’ko boli vysledky t'azko reprodukovatel'né, museli sa vysadit nové vzorky danej linii,
pri ktorych sa homozygotnost’ rastlin definitivne potvrdila. Anomélie vykazovala aj linia
FLAG_390C0, u ktorej sa rovnako vysadzovali nové vzorky. Nasledne bol u vzoriek
potvrdeny jeden homozygot a 6 heterozygotov. Heterozygotnost’ bola potvrdena u vSetkych
vzorkach linie SAIL_694 CO05. U linii GK_078G06 bolo potvrdenych 5 heterozygotov na
nami Studovany izoenzym NPP.

Linia ET7718 predsavovala najvicSie obtiaze, ktoré sa nepodarilo prekonat. Bud’
vykazovala Vv reakciach nesSpecifické amplifikacie alebo v reakcii neprebehla Zziadna

amplifikécia. Genotypizacia tak nebola u knock-outovanych linii mozna.
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8. Zaver

V teoretickej Casti bola vypracovana reSerSe na téma genetické modifikécie
organizmov s dérazom na transgenozu rastlin a modelovu rastlinu Arabidopsis thaliana.
ReSerSe zahrnovala aj metddy genetickych modifikacii a biochemické metody ako PCR.
Podstatna Cast’ teoretickej Casti bola venovana nukleotid pyrofosfatazam/fosfodiesterazam so

zameranim na rastlinné NPP a mechanizmus ich katalyzy.

V praktickej casti bola optimalizovand metoda PCR na charakterizdciu rastlin
Arabidopsis thaliana s uml¢anymi génmi pre nukleotid pyrofosfatazu/fosfodiesterazu. Linie
rastlin  suml¢anym génom boli: SALK 024541, SALK 04030C, SALK 089106,
SAIL_694 _CO05, ET7718, FLAG_390C03 a GK_078G06.

Uspesne optimalizovat podmienky sa podarilo u vetkych linii okrem ET7718.
Ostatné linie podstlpili genotypizaciu jednotlivych rastlin. U linii SALK_040308C bola
potvrdena homozygotnost’ linie. Jedného homozygota sa podarilo charakterizovat’ aj u linii
FLAG_390C03. Ostatné kvietky boli charakterizované ako heterozygoti pripadne ako
»divokeé typy*

Selektované  homozygotné  rastliny suml¢anym  génom pre nukleotid
pyrofosfatazu/fosfodiesterazu ~ umoznia  Stddium  daného  enzymu.  Potomstvo
z heterozygotnych rastlin rovnako podstlpi genotypizaciu bez potreby optimalizacii

podmienok. Tieto rastliny buda rovnako vybrané na $tidium daného enzymu.
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9. Zoznam pouzitych skratiek

2,4-D - 2,4-dichlorfenoxyoctové kyselina
ADP - Adenozindifosfat

ADP-glc - ADP-glukoza

Ala - alanin

AMP - Adenozinmonofosfat

ApnA - diadenosin n-fosfat

Asn - asparagin

Asp - Kyselina asparagova

ATP - Adenozintrifosfat

bp - parov baz

cDNA - komplementarna DNA

dNTP - 2°-deoxyribonukleosid-5"-trifosfat
dsDNA - dvojretazcova DNA

DTT - dithiothreitol

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova
ELNPP - NPP z latexu mlie¢nika

ER - endoplazmatické retikulum

EST - expressed sequence tag

EtOH - Etanol

FAD - Flavinadenindinukleotid

FMN - Flavinmononukleotid

fw primer - priamy primer

Glu - kyselina glutamova

GM - geneticky modifikované

GMO - geneticky modifikované organizmy
GPC - glycerofosforylcholin

His - histidin

LPC - lysofofatidilcholin

LPE - lysofosfatidylethanolamin

LPS - lysofosfatidylserin

Lys - lysin

m7GMP - 7-metyl-guanosin-5'-monofosfat
MRNA - mediatorova RNA

NaClO - Chlornan sodny

NAD - nikotinamidadenindinukleotid

ONPP - NPP z plodu opuncie

PAP - ,.purple acid* fosfatazy

PCR - polymerazova retazova reakcia
Phe - Fenylalanin

Pi - anorganicky Fosfat

PNP-TMP - p-nitrofenyl-thymidin-
monofosfat

PNPPC - p-nitrofenylfosforylcholin
PPi - anorganicky Pyrofosfat
rDNA - rekombinantna DNA

rev primer - spatny primer

Ser - serin

SPC - sfingosylfosforylcholin
SSDNA - jednoretazcova DNA
TaNPP - NPP z psenice

Thr - threonin

Tm - teplota nasadania primerov
UDP - uridindifosfat

WT - divoky typ

NADH - nikotinamidadenindinukleotid redukovana forma

NADP - Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NADPH - Nikotinamidadenindinukleotidfosfat redukovana forma
NMN - nikotinamid mononukleotidu (NMN)

NPP - nukleotid pyrofosfatazy/fosfodiesterazy
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