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CILE PRACE

Vypracovana reSerse na téma ulohy mitogenem aktivovanych protein kinasovych kaskad
(se zamétfenim na mitogenem aktivovanych protein kinas 3/6) a fosfolipas (se zamétenim
na fosfolipasu D alfa 1) v bunécné signalizaci a odpovédi na (a)bioticky stres. Déle
popsat heterologni systémy vhodné pro piipravu rekombinantnich proteinti a jejich
naslednou purifikaci.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na ziskani praktickych zkuSenosti v praci s
bakteriemi a v zdkladnich molekularné biologickych a biochemickych metodach.

Hlavnim cilem prace byla exprese a purifikace rekombinantnich proteinti fosfolipasa
D alfa 1, mitogenem aktivovanych protein kinas 3/6 z Arabidopsis thaliana a mitogenem
aktivované protein kinasy SIMK (salt stress-induced mitogen activated protein kinase) z
Medicago sativa L. v bakteridlnim expresnim systému. Nasledn€ provést biochemickou
validaci ziskanych proteinil na Grovni Cistoty pfipravenych rekombinantnich proteind a
imunoblotovaci analyzu se protein-specifickymi a Tag-specifickymi primarnimi

protilatkami.



1 UVOD

Mitogenem aktivované protein kinasy (MAPK) kaskddy jsou dulezitou soucasti
signalnich drah. Funguji jako senzory/akceptory, tak aby koordinovaly bunécénou
odpovéd’ (Widmann et al., 1999). MAPK3 a MAPKG6 se vyskytuji u nékolika signalnich
drah, které se podili na vyvoji a rastu rostliny. MAPK3 a MAPK®6 jsou také dilezitou
soucasti reakce rostliny na rizné stresy (Fujita et al., 2016). Stresem indukovana MAPK
(SIMK) u vojtésky je homolog AtMAPKG6,.a je indukovana stresem ze salinity
(Cardinale et al., 2000) a elicitorem (Munnik ef al., 1999).

Fosfolipasy (PL) pfedstavuji vSudypfitomnou rodinu proteind, které stépi rizné vazby
ve fosfolipidech, aby udrzely homeostazu a stabilitu membranovych lipidi (Wang et al.,
2012). Fosfolipasy D (PLD) stépi fosfodiesterovou vazbu ve fosfolipidu, ¢imz vznika
kyselina fosfatidova (Chen et al., 2011). Dfivéjsi studie ukazaly funkéni interakci mezi
MAPK3/6 a PLDal (Vadovic et al., 2019; Zhou et al., 2022)
rekombinantnich proteinti. NejcastéjSim hostitelem pro expresy rekombinantnich
proteint je Escherichia coli (Ferrer-Miralles ef al., 2015). Tato bakterie je pouZzivana
kvili rychlému riistu, snadné manipulaci a nizkym nakladim. (Hayat et al., 2018).

Cil experimentalni Cast této bakalafské praci bylo pfipravit a purifikovat

rekombinantni proteiny MAPK3, MAPK6, PLDal a SIMK.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Signalni MAPK kaskady

Vzhledem ke svému ptisedlému zivotnimu stylu, jsou rostliny neustale vystaveny Siroké
Skale stresti, vyvolanymi dynamicky se ménicimi okolnimi podminkami. Tyto stresy jsou
vetsinou povahy abiotické (nezivé vlivy) nebo biotické (itok patogeny). Rostliny si tedy
béhem evoluce vyvinuly nepfeberné mnozstvi sofistikovanych strategii a specifickych
signalnich drah, za i¢elem pieziti a aklimatizace na dany ptsobici stres (Bai et al., 2018).
Rychlé a cilené reakce skrze signalni kaskady zajistuje remodelaci metabolickych drah a
signalnich kaskad u rostlin patfi pravé mitogenem aktivované protein kinasové (MAPK)
kaskady, které jsou zapojeny jak do a/biotického stresu, tak i do celé fady vyvojovych
procest (Sinha et al., 2011).

Mitogenem aktivované protein kinasy (MAPK/MPK) kaskady jsou dilezitou soucésti
signalnich drah v eukaryotech. Funguji jako senzory/akceptory, tak aby koordinovaly
bunécnou odpoveéd ke spravnému riistu organismu a jejich adaptaci na stale se ménici
prostiedi. Typickd MAPK kaskada se sklada z aspon jedné MAPK, jedné MAPK kinasy
(MAPKK) a jedné MAPKK kinasy (MAPKKK) (Widmann et al., 1999). V nékterych
ptipadech je MAPK modul rozsifen o specifické aktivatory MAPKKK, které jsou zndmé
jako MAPKKKK nebo MAP4K (Jonak et al., 2002). Prvnim krokem pfenosu signalu je
aktivace MAPKKKK nebo MAPKKK stimulaci receptort plazmatické membrany
(Jagodzik et al., 2018). Jako reakce na stimul (cytokininy, ristové faktory,
neurotransmitery, hormony, bunécny stres) (Widmann et al., 1999) se aktivuje MAPKKK
(nejvyssi uroven v kaskad€). MAPKKK dale fosforyluje a aktivuje MAPKK. Fosforylace
se dée na dvou serinovych (Ser) nebo threoninovych (Thr) reziduich
(Jagodzik et al., 2018).  Aktivovand MAPKK zase fosforyluje a aktivuje MAPK
(posledni uroven v kaskadg). Fosforylace se d&je na threoninovych a tyrosinovych (Tyr)
reziduich (Ichimura et al., 2002). A aktivovanda MAPK nésledn¢ fosforyluje rtzné
substraty (Obr. 1), jako jsou transkripéni faktory, kinasy, dal§i enzymy a strukturni
proteiny (Fanger et al., 1997).. V genomu Arabidopsis thaliana (A. thaliana) je 20
MAPK, 10 MAPKK (Ichimura ef al., 2002) a okolo 80 MAPKKK (Jonak et al., 2002).
Kaskady maji velkou moznost kombinaci, a tim tvofi diverznini signal, napiiklad
vysledna MAPK muzZe byt fosforylovana riznymi nadfazenymi ¢leny kaskady (Zhang &
Zhang, 2022).



MAPKK (fosforylace dvou Ser nebo Thr rezidui)

MAPK (fosforylace Thr a Tyr rezidui)

Substrat

Obrazek 1: Schéma MAPK kaskady

Rostliny maji vicevrstvé zptisoby obrany, aby odvratily invazi patogeny. Prvni vrstva
se spusti pfi detekci molekuldrnich vzorti asociovanych s patogenem/mikrobem
(PAMPs/MAMPs —  pathogen/microbe-associated molecular patterns) nebo
molekularnich vzor asociovanych s poSkozenim souvisejicim s rostlinou (DAMPs —
plant-originated damage-associated molecular patterns). Detekce nastane diky
receptorim pro rozpoznavani vzorti (PRRs — pattern recognition receptors), mnohé z nich
jsou receptor-like protein kinases (RLKSs). Tato vrstva obrany je znamé jako vzorem
spusténd imunita (PTI — pattern-triggered immunity) Druha vrstva obrany je zndma jako
efektorem spusténd imunita (ETI — effector-triggered immunity) (Chisholm et al., 2006;
Jones & Dangl, 2006). Rozpoznani molekuldrnich vzor asociovanych s
patogenem/mikrobem (PAMP/MAMP) rostlinou spousti n¢kolik ¢asnych obrannych
reakci, véetné¢ toku vapniku, produkce reaktivnich forem kysliku (ROS), indukci
biosyntézy ethylenu a aktivace mitogenem aktivovanych protein kinas (MAPK; Meng &
Zhang, 2013).

Rostliny musi také vnimat neptiznivé podminky prostfedi, jako jsou rtizné stresy —
vysoka salinita, sucho, extrémni teploty a mnohé dalsi. Tyto stresové signdly jsou
prevadény na bunécné reakce tak, aby nastaly vhodné upravy v metabolismu, ristu a
vyvoji (Zhu, 2016). Vétsinu ¢asu je aktivace MAPK v reakci na abioticky stres slabsi, ve
srovnani s aktivaci pomoci PAMP nebo patogenni infekci. U nékolika rostlinnych
hormonti v¢etné ethylenu, JA a kyseliny abscisové (ABA) je znamo, Ze jsou dulezité pii
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reakeci rostlin na abioticky stres. MAPK se icastni biosyntézy a/nebo pii signalizaci téchto
hormonti. V dasledku toho budou tyto MAPK pravdépodobné hrat dilezitou roli také v
reakcich rostlin na abioticky stres (Zhang & Zhang, 2022).

Klicovy vyznam pro pochopeni funkce MAPK v riiznych signalnich kaskadach je
identifikace jejich cili. To jsou substraty nesouci sekvence interagujici s MAPK, vcetné
prolinem (Pro) fizenych serinovych (Ser) nebo threoninovych (Thr) zbytkl (SP motivy)
(Pitzschke, 2015) a ptislusSnych dokovacich sekvenci (dokovaci motivy, popt. D motivy).
Protoze MAPK ptednostné cili na SP motivy, tak jsou klasifikovany do skupiny CGMC
spole¢né s cyklin-dependentnimi kinasami (CDK — cyclin-dependent kinases), glykogen
syntazovymi kinasami 3 (GSK3 — glycogen synthase kinases 3) a CDK-like kinasami
(CLK — CDK-like kinases) (Komis ef al., 2018).

MAPK Ize snadno identifikovat na zaklad¢ podobnosti sekvence a TXY aktivacnim
motivu mezi kinasovymi subdoménami VII a VIII. Diky dvojité fosforylaci
threoninovych (Thr) a tyrosinovych (Tyr) rezidui na tomto motivu se MAPK aktivuji. Na
zaklad¢ aminokyselin v prostfedni pozici TXY motivu, je mozné rostlinné MAPK
rozdelit do dvou subtypli — TEY a TDY subtyp (Ichimura ef al., 2002). TEY subtyp je
pribuzny s kvasinkovou a zivoc¢isnou ERK podrodinou a TDY subtyp je charakteristicky
pro rostliny (Zhang & Zhang, 2022). TEY subtyp rostlinnych MAPK je dale rozdélen do
tii skupin. Prvni je skupina A MAPK, kde se nachézi A. thaliana MAPK3 a MAPK6
(Ichimura et al., 2002). Dalsi je skupina B MAPK, do které patii A. thaliana MAPKA4,
MAPKS, MAPK11, MAPK12, MAPK13. Posledni skupinou je skupina C MAPK, ktera
je zastoupena A. thaliana MAPK1, MAPK2, MAPK7, MAPKI14. TDY subtyp
rostlinnych MAPK je také znadmy, jako skupina D MAPK. Do této skupiny patii
A. thaliana MAPK8, MAPK9, MAPK15, MAPK16, MAPK17, MAPK18, MAPK19 a
MAPK?20. (Zhang & Zhang, 2022).

Rostlinné  MAPKK jsou také velmi konzervované a mohou byt jednoduse
identifikovany podle podobnosti sekvenci. Analyza genomu A. thaliana ukéazala 10
MAPKK, které se daji rozdélit do 4 skupin (Jonak et al., 2002). Skupina A MAPKK
obsahuje tfi Cleny, tedy MKK1, MKK2 a MKK6. Skupina C MAPKK zahrnuje MKK4 a
MKKS. Skupina D MAPKK zahrnuje MKK7, MKKS, MKK9 a MKKI1O0.
(Zhang & Zhang, 2022).

MAPKKK se rozdé€luji na dvé skupiny fylogeneticky neptibuznych nebo vzdalené
ptibuznych kinas, tedy MEKK 1-like a Raf-like MAPKKK. V genomu 4. thaliana je 21
MEKKI-like MAPKKK a ptiblizn¢ 48 Raf-like MAPKKK (Jonak et al., 2002).
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Prvni vyzkum rostlinnych MAPK nastal na poc¢atku 90. let 20. stoleti. Pomoci piecténi
celého genomu A. thaliana, ktery byl ziskan v roce 2000 a dostupnych sbirek T-DNA
mutantd, se hledani funkci MAPK v rostlinach postupné piesunulo na modelovy druh 4.
thaliana. (Zhang & Zhang, 2022). K dneSnimu dni vSak byl v rostlinach zjistén omezeny
pocet kompletnich MAPK kaskad (Tab 1), zejména v reakcich na abioticky stres,

interakcich rostlina-patogen a ve vyvoji rostlin (Benhamman et al., 2017).

Tabulka 1: Zndmé kompletni MAPK kaskaddy

Druh rostliny MAPK Kkaskady Funkce Reference
Arabidopsis thaliana MEKK1- Rezistence vuéi Asai et al., 2002
MKK4/MKK5- bakterialnim a
MPK3/MPK6 houbovym
patogentim
MEKK1-MKK2- Reakce na stres ze Teige et al., 2004
MPK4/MPK6 soli a ochlazeni
MEKK1- Negativni regulator v Gao et al., 2008
MKK1/MKK2- imunitni odpovédi
MPK4
MAPKKK17/18- ABA regulované Danqguah et al., 2015
MKK3-MPK1/2/7/14  abiotické stresové
geny
Nicotiana NPK1-MEK1-Ntf6 Reakce na abioticky ~ Jin et al., 2002; Liu
benthamiana a bioticky stres et al., 2004

2.1.1 MPK3 a MPK6

MPK3 a MPK6 jsou A. thaliana MAPK, které jsou aktivované patogeny a elicitory
(Galleti et al., 2011). A.thaliana MPK6 je exprimovana v celém rostlinném téle, ale po
podrobném zkoumdni, vSak MPK6 vykazuje zvySenou expresi v kvétech (Bush &
Krysan, 2007), bunkach stomatalni linie (Wang et al., 2007) a kofenovém meristému
(Smekalova et al., 2014a). Na subcelularni urovni se MPK6 piednostné akumuluje v
bunééném jadru (Tab.2). Zda se, Ze pii zobrazovani s vysSim rozliSenim pomoci
mikroskopie se strukturovanym osvétlenim (SIM) se MPK6 shlukuje v jaderné
mikrodoméné A. thaliana MPK3 vykazuje zvySenou expresi v jadru, cytoplazmé a

plazmatické membrané (Tab. 2) (Komis et al., 2018).



Tabulka 2: Subcelularni lokalizace a funkce A.
podle Komis et al., 2018

thaliana MPK3 a MPK6, vytvotreno

Druh rostliny  Clen MAPK  Subcelularni Bunééna/fyziologicka  Reference
kaskady lokalizace funkce
Arabidopsis MPK3 Jadro, Vedeni pylové trubice  Guan et al.,
thaliana cytoplazma 2014b
Jadro, Regulace Zhang et
cytoplazma indolglukosinolatové al., 2016
drahy v obrané rostlina  Zhang et
vyvoj priduch pomoci  al., 2015
SPCH fosforylace
Plazmaticka Regulace nadbytku Pitzschke et
membrana proteinti pro prenos al., 2014
lipida
MPKG6 Jadro, Stanoveni roviny Miiller et
cytoplazma, bunééného déleni a al., 2010
mikrotubuly, vyvoj kofenti Smekalova
TGN etal., 2014a
Jadro Vedeni pylové trubice  Guan et al.,
2014
Jadro, Vyvoj praduchu Zhang et
cytoplazma al., 2016
Zhang et
al., 2015

Byly provadény rozsahlé proteomické vyzkumy zaméfené na identifikaci substrat
MAPK. Jeden takovy vyzkum identifikoval 48 substrath MPK3 a 39 substrati MPK6, z
nichZ 26 bylo spole¢nych pro oba proteiny (Feilner et al., 2005). Je zajimavé, Ze jednim
ze substratt MPK6 byla 1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina syntaza-6, coz byl
prvni rostlinny substrat MAPK, ktery byl identifikovan in vivo (Liu & Zhang, 2004).

2.1.1.1 Vyvojove procesy rostlin

MPK3 a MPK6 se vyskytuji u nékolika signalnich drah, které se podili na vyvoji a rlstu
rostliny. MPK3 a MPK®6 signalizace je potiebnd pro vyvoj reprodukénich rostlinnych
organll (Komis ef al., 2018). Struktura rostlinného kvétenstvi u A. thaliana je zaloZena na
lokalizované bunécné proliferaci pod kontrolou signaliza¢niho modulu MKKK4-
MKK4/MKK5-MPK3/MPK6. Vyvoj prasnikit v A.
MPK3/MPK6 (Bush & Krysan, 2007). Taktéz rtst pylové la¢ky zavisi na MPK3 a MPK6

thaliana vyzaduje aktivaci

(Guan et al., 2014b,). Vyvoj sam¢i gametofytické bunky v A. thaliana je zalozen na
aktivaci transkripénich faktorat SPL, WRKY2 a WRKY34
MPK3/MPK6 (Guan et al., 2014a, Zhao et al.,2017b). Aktivace signalni drahy

zprosttedkované



MKK7-MPK6-PIN1 ma diilezitou roli ve vétveni vyhonkl A. thaliana (Jia et al., 2016).
Vyvoj a morfologie listd vyzaduje aktivaci modulu MKK7-MPK3 v 4. thaliana. Vzory
zilkovani listh jsou fizeny signaliza¢nimi moduly MKK2-MPK10 a MKK7-MPK6
(Jiaet al., 2016).

2.1.1.2 Abioticky stres

Aby rostliny piezily, musi reagovat na riznorodé stresy z prostiedi véetné chladu, tepla,
osmolarity, salinity, hypoxie, sucha, tézkych kovii, UV zafeni a dalSich. Nejvyznamng;jsi
stresem indukované MAPK u A. thaliana jsou MPK3, MPK4 a MPKG6.
(Smeékalova et al., 2014b).

Teplota ma zésadni vliv na rast rostlin, vyvoj a produktivitu. V mirném podnebi se
rostliny musi pfizptisobit Castym zménam teplot a pfipravit se na chladné zimni obdobi .
Stres indukovany nizkymi teplotami aktivuje expresi transkripéniho faktord
C-repeat-binding factors (CBF) a CBF jsou naopak aktivatory genll reagujicich na chlad,
které jsou nezbytné pro toleranci mrazu (Ding ef al., 2020). Transkripéni faktor znamy
jako induktor CBF exprese 1 (ICEl) je hlavnim reguldtorem exprese CBF
(Chinnusam et al., 2003). Bylo prokazano, ze A. thaliana ICE1 je substratem MPK3 a
MPK6 a Ze fosforylace destabilizuje protein ICE1. Mutace MPK3, MPK6 nebo obou
zvySuje toleranci rostlin k mrazu. Naproti tomu konstitutivni aktivace MPK3/MPK6
tlumi toleranci vii¢i mrazu. Krom¢ toho miize kaskdda MEKK1-MKK2-MPK4 potlacit
aktivitu MPK3/MPK6 a zvysit tak odolnost rostlin vii¢i chladu (Zhao et al., 2017). Kromé
pozitivni regulace CBF pomoci ICE1 je exprese genti CBF také pod negativni kontrolou
MYBI15, coz je transkripéni represor signalizace pii chladovém stresu. Aktivita MYB15
je také regulovana prostfednictvim MPK6 fosforylace (Kim et al., 2017). Bylo zjisténo,
ze béhem reakce na tepelny stres u A. thaliana MPK6 fosforyluje hlavni transkripéni
faktor tepelného stresu, HsfA2, na svém zbytku T249 (Evrard et al., 2013).

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou bézné vedlejsi produkty aerobniho metabolismu
(Mittler et al., 2011). Produkce ROS miize byt také vyvolana béhem obdobi abiotického
stresu, véetné extrémnich teplot, genotoxického ozatovani, stresu ze sucha (Suzuki et al.,
2012) a také b&hem invaze patogeny (O'Brien ef al., 2012). Ve vétsing piipada zvySené
hladiny ROS zptisobuji aktivaci MPK3 a MPK6 (Lumbreras et al., 2010). Pro plnou
aktivaci obou MAPK je zapotiebi oxidative signal-inducible 1 (OXII)
(Rentel et al., 2004). OXI1 je serin/threonin protein kinasa, kterd zprosttedkovava

signalizaci oxida¢niho stresu (Forzani et al., 2011). Dal$im signalnim proteinem, jehoZz



aktivace je spousténa oxida¢nim stresem, je MAPK fosfatdza 2 (MKP2), kterd interaguje
s MPK3 a MPKG6 v rostlinach A. thaliana. MKP2 defosforyluje MPK3 a MPK®6, a tim
podporuje toleranci vici oxidativnimu stresu (Lee & Ellis, 2007).

Hyperosmoticky stres a salinita zptisobuji rozdilnou aktivaci tii hlavnich MAPK
souvisejicich se stresem v A. thaliana, jmenovité MPK3, MPK4 a MPK6. Ke stresu ze
salinity dochazi, kdyz jsou rostliny vystaveny vysokym koncentracim NaCl v piidé. Toto
muze mit silné nepfiznivé uCinky na rust a vyvoj rostlin (Smékalova et al., 2014b).
Ligand-receptor par, PAMP-INDUCED SECRETED PEPTIDE 3 (PIP3) a RECEPTOR-
LIKE KINASE 7 (RLK7), hraji zasadni roli v toleranci salinity u A. thaliana
(Zhou et al., 2022a). PIP3 je pozitivni regulator tolerance salinity, a jeho funkce je zavisla
na RLK7. MPK3/MPK6 hraji roli v zesileni stresové odpovédi, vici salinité pomoci
podiazené signalizace PIP3-RLK7 (Zhang & Zhang, 2022).

Globalni oteplovani a desertifikace pudy vedly v nékterych regionech ke snizeni
vodniho potencialu ptidy. Rostliny v takovych oblastech mohou zazit stres souvisejici s
vodou, jako je sucho a vysychdni. MPKG6 je jedna z A. thaliana MAPK, kterd se aktivuje
pfi stresu ze sucha. MPK6 je aktivovana akumulaci ROS vyvolanou suchem a akumulaci
kyseliny fosfatidové (PA; Yu et al., 2010). Bylo prokazano, ze rostliny s nadmérnou
expresi MKK4 vykazuji niz$i ztraty vody za anhydrobiotickych podminek ve srovnani s
rostlinami divokého typu (Kim ez al., 2011). To naznacuje, ze MPK3, ktera je podiazenym
cilem MKK4, mize také podporovat reakce vyvolané stresem ze sucha

(Smékalova et al., 2014b).

2.1.2 MAPK u Medicago sativa

Medicago sativa L., béZn€ znama jako tolice vojtéska nebo mezinarodné alfalfa, je
celosveétoveé piedni krmnd luSténina (Aung et al., 2015). M. sativa, pattici do Celedi
bobovité, je sezonni vytrvald luSténina zijici od tii do dvanacti let v zavislosti na odrtdé
a klimatu. Dospéla rostlina se vyznacuje silnym ktlovym kofenem s postrannimi koteny.
Na stonku se stfidavé tvoii trojcetné nebo vicecetné listy. Kvéty se 1isi barvou, ale
nejbeéznéjsi jsou fialové, zluté a krémovée bilé (Bora & Sharma, 2011). Znamé MAPK u
M. sativa jsou SIMK (salt-induced MAPK), t¢Z zndma jako MMK1 (Medicago MAPK1),
MMK2 (Medicago MAPK?2), MMK3 (Medicago MAPK3) a SAMK (stress-activated
MAPK), také zndma jako MMK4 (Medicago MAPK4). Mezi MAPKK u M. sativa patii

SIMKK (SIMK kinasa) (Tena et al., 2001).



2.1.2.1 SIMK

Stresem indukovana MAPK (SIMK) u vojtésky je homolog AtMAPKS6, a je indukovana
stresem ze salinity (Munnik et al., 1999) a elicitorem (Cardinale et al., 2000). SIMK
kinasa (SIMKK) byla identifikovana jako nadfazeny aktivator SIMK (Kiegerl et al.,
2000). SIMKK je funkéni dudlné specificka protein kinasa, kterd fosforyluje SIMK na
thr a tyr zbytcich aktivacni smycky (Kiegerl et al., 2000). Bylo zjisténo, ze SIMK je
pirevazné v jadrech, zatimco je aktivovana a redistribuovana z jadra do rostoucich
kotenovych vlaskovych Spi¢ek. Latky ovlivijici aktinovy cytoskelet, jako jsou
latrunkulin B a jasplakinolid, maji pfimy dopad na intracelularni lokalizaci
(Samaj et al., 2002). V neaktivnim stavu jsou SIMKK a SIMK ko-lokalizované v
cytoplazmé a v jadie. Po solném stresu se vSak podstatnd ¢ast SIMKK 1 SIMK ptemistila
do cytoplazmatickych kompartmentt (Ovecka et al., 2014).

Rostlinné linie s nadmérné¢ exprimovanym a aktivovanym GFP-SIMK vykazovaly
delsi kofenové vlasky, vice infekénich vlaken, seskupené hlizky a zvySeni produkce
nadzemni ¢asti. SIMKK RNAI linie ukazujici sniZzeni abundance SIMKK i SIMK, byla
doprovazena krat§imi kotfenovymi vlasky, mén¢ infekénich vldken a hlizek, a nizsi
biomasou nadzemnich ¢asti rostlin. Tyto udaje naznacuji, ze genetickd manipulace SIMK
ovlivituje kotfenové vlasky, infekéni vldkna, hlizky a produkci biomasy u vojtésky.
Subcelularni lokalizace SIMK pomoci GFP-SIMK ve stabilné transformované linii, ktera
nadexprimovala GFP-SIMK, ukéazala vyskyt tohoto proteinu na nékolika mistech stabilné
transformovanych rostlin vojtésky. GFP-SIMK se pfednostné¢ hromadi v jadre, a méné v
cytoplazmatickych strukturach epidermélnich bun€k, hypokotylu a priidusich v listech.
Pohled na $picka kofene pomoci maximum intensity projection (MIP) odhalil jadernou a
cytoplazmatickou lokalizaci GFP-SIMK. Podobna subcelularni lokalizace byla nalezena
také v kofenovych vlascich a epidermalnich bunkéch lateralnich kofenti. U rostoucich
kotenovych vlaskt byla GFP-SIMK vétsinou lokalizovéana v jadrech a v cytoplazmé na

Spickach kotenovych vlaski (Hrbackova et al., 2021).

2.2 Fosfolipasy

Bunécné signalizace se ucastni velké mnozstvi signalnich molekul a sekundarnich posla,
vcetné fosfolipidl, které prevadeji environmentalni podnéty do biochemickych vystupti.
Fosfolipidy vynikaji mezi signalnimi molekulami rozmanitosti mechanismd, kterymi

mohou modifikovat signalizaci v bunéénych membranach (Champeyroux et al., 2020).



Jsou hlavnimi slozkami biologickych membran a maji dulezité signaliza¢ni funkce (Hou
et al., 2016). Jsou pritomny prakticky ve vSech organelach vcetné jadra a podileji se na
reakcich rostlin na stresy, jako je chlad nebo salinita. Nedavno bylo zjisténo, Ze i nékolik
vyvojovych procest je koordinovano témito slouceninami (Champeyroux et al., 2020).
Fosfolipas (PL) ptedstavuji vSudypfitomnou rodinu proteind, které $tépi rizné vazby
ve fosfolipidech, aby udrzely homeostazu a stabilitu membranovych lipidi (Wang et al.,
2012). Vzhledem k rozmanitosti produktii (volné mastné kyseliny, diacylglyceroly,
kyselina fosfatidova) uvolilovanych prostfednictvim fosfolipasové aktivity jsou
fosfolipasy kategorizovany na zékladé jejich polohové specificnosti viici fosfolipidovym
substratim. Rostlinné PL se déli do tii hlavnich tfid: A, C a D. Tyto tfidy se lisi typem
katalytickych reakei (Obr. 3). Fosfolipasy A (PLA), hydrolyzuji acylové skupiny z pozic
sn-1 a sn-2 fosfolipidii a produkuji volné mastné kyseliny a lysofosfolipidy. Fosfolipasy
C (PLC) katalyzuji hydrolyzu celé hlavni fosforylové skupiny, $tépi glycerofosfatovou
vazbu, a tak poskytuji diacylglycerol a fosforylovanou hlavni skupinu. Fosfolipasy D
(PLD) stépi fosfodiesterovou vazbu ve fosfolipidu, ¢imz vznika kyselina fosfatidova
(PA). Moderni genetické a biochemické analyzy odhalily, Ze rostliny taky maji rtizné
izoformy enzymt PLA, PLC a PLD, které se 1iSi strukturou genli nebo proteinli a
katalytickymi vlastnostmi, (Chen et al., 2011). PL se podileji na reakcich rostlin na rizné
stresy, jako je chlad (Huo et al., 2016), teplo (Krckova et al., 2015), salinitu (Arisz &
Munnik, 2011), osmoticky tlak (Hong et al., 2008), stres z tézkych kovl
(Pejchar et al., 2015) a patogeny (Zhao, 2015) a na reakcich na rostlinné hormony, jako
je kyselina abscisova (ABA) (Peters et al., 2010), auxiny (Scherer et al., 2012) a
cytokininy (Repp ef al., 2004). PL se podileji na biosyntéze kyseliny jasmonové (JA)
(Ishiguro et al., 2001) V neposledni fad€ PL ovliviiuji vyvojové procesy rostlin, jako je
rust pylové lacky (Potocky et al., 2003), gravitropismus (Lee, 2003), vyvoj kotfent: a listil
(Wimalasekera et al., 2010). V neddvnych studiich bylo piisobeni PL v abiotickych a
biotickych stresovych reakci rostlin Casto a komplexné prezkoumano, zatimco jejich role

ve vyvojovych procesech rostlin je do zna¢né miry podceniovana (Takac et al., 2019b).
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Obrazek 2: Schéma hydrolyzy fosfolipidii fosfolipasami. Sipky oznaluji mista napadeni pro
hydrolytické $tépeni fosfolipas typu Al, A2, C a D. Také jsou ukazany hlavni produkty
generované jejich plsobenim., pfevzato z Belaunzaran et al., 2011, upraveno.

2.2.1 Fosfolipasy D

PLD katalyzuji hydrolyzu strukturnich glycerofosfolipidi (napt. fosfatidylcholin,
fosfatidylethanolamin a fosfatidylglycerol), produkuji PA a volné rozpustné hlavni
skupiny (napf. cholin nebo ethanolamin) (Selvy et al., 2011). A. thaliana PLD obsahuje
12 ¢lent, které jsou klasifikovany do Sesti kategorii (a, B, v, 9, € a {), na zdkladé¢ struktury
jejich proteinové domény a biochemickych vlastnosti (Li et al., 2009).

Jelikoz je PA je pfimym produktem aktivity PLD (hydrolyza fosfolipidil), tak k
produkci PA miZze byt pfifazena fada vyvojovych a se stresem souvisejicich roli. PA se
vaze na ruzné substraty, véetn€ kinas (napt. MPK6; Yu et al., 2010), enzymil (napf.
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenéaza; Kim et al., 2013) a proteint regulujici cytoskelet
a signalizaci (Zhang et al., 2012; Camoni et al., 2012). PLD a PA reguluji mnoho procest,
napf. membranovy transport (Donaldson, 2009), jadernou lokalizaci transkripcnich
faktorit (Yao et al., 2013) a regulace organizace cytoskeletu v rostlinnych buiikédch

(Pleskot et al., 2013).
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2.2.1.1 PLDal

v

PLDal je nejhojnéjsim ¢lenem PLD (Fan et al., 1999) a interaguje s fadou proteinti, ¢imz
hraje dulezitou roli v nékolika bunécnych procesech (Uraji et al., 2012). PLDal je
lokalizovana v cytoplazmé, a je schopna relokalizace do plazmatické membrany za
podminek solného stresu (Novék et al., 2018). PLDal je dilezita pro regulaci kliceni
semen, zprostiedkovanou ABA (Roy Choudhury & Pandey, 2016). PLDal je potiebny
pro homeostazu proteinii zapojenych do vezikularniho transportu, membranovych fuzi a
kontaktnich mist endoplazmatického retikula s plazmatickou membranou (Takac et al.,
2018). Bylo také zjisténo, ze PLDal interaguje s komplexem adaptor-protein 2, ktery fidi
pfijem a tfidéni proteinii internalizovanych endocytdézou zprostiedkovanou klathrinem
(Yamaoka et al., 2013). Nedavna proteomicka studie naznacila, Ze PLDal ma integraéni
roli v importu a zpracovani chloroplastovych proteinti, stejn¢ jako v plastidové a
cytosolické translaci béhem biogeneze chloroplasti u A. thaliana (Takac et al., 2019a).
Nicmén¢ molekularni mechanismus spojujici PLDal, ktery v chloroplastech chybi, s
translaci a biogenezi chloroplasti zistava neznamy (Takac et al., 2019b).

PA odvozend od PLDal kontroluje organizaci mikrotubulii béhem solného stresu a
zvySuje toleranci k tomuto stresu u A. thaliana (Zhang et al., 2012). Nedavno bylo
zjisténo, ze PLDal zdobi kortikdlni mikrotubuly a spojuje je s klathrinem. Bylo také
odhaleno tésné spojeni PLDal s cytokinetickymi mikrotubuly, zejména na vnitinim
okraji zvétSujiciho se fragmoplastu. Kromé toho byl PLDal nalezen v preprofdznim pasu
a mitotickém vieténku. PLDal se tedy pravdépodobné ucastni na transportu vezikul,
které jsou spojené s dodanim membranového materialu na nove se tvotici bunécnou desku

(Novék et al., 2018).

2.2.1.2 Propojeni MPK6/3 + PLDal

Zajimavosti je, ze PLDal a PA se jevi jako dilezité regulatory signalizace MAPK
(Vadovi€ et al., 2019) a Ze krom& PA odvozeného od PLDal se PLDal samo fyzicky
asociuje s MAPK (Yu et al., 2010; Vadovi€ et al., 2019). PLDal je také slibny cil
interakce a fosforylace MAPK, protoze ma fosforyla¢ni misto specifické pro MAPK ve
své aminokyselinové sekvenci, a také ma dokovaci misto specifické pro MAPK
(Takac et al., 2016).

Byla zjiSténa pfima fyzickd interakce mezi MPK3 a PLDal, tedy PLDal fyzicky

interaguje s MPK3 za podminek in vitro a in planta. Spole€na lokalizace a akumulace
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PLDal a MPK3 nastala v blizkosti plazmatické membrany a cytoplazmatickych struktur.
Nedostatek PLDal negativné ovliviiuje fosforylaci a mnozstvi MPK3. Interakce mezi
PLDal a MPK3 ma diilezity vyznam v odpovédich na solny stres a pii ABA signalizaci
v A. thaliana. Nedostatek MPK3 v nepiitomnosti PLDal brani inhibici kli¢eni semen
zavislé na ABA (Vadovic et al., 2019).

Byla zjisténa role PLDal a PA pfi signalizaci solného stresu prostiednictvim regulace
MAPK u A. thaliana. Tedy PA, ktera je produkovdna PLDal béhem stresu ze salinity, se
vaze na MPK6 a stimuluje tim kinasovou aktivitu. Mutant pldal, ktery produkuje méné
PA, vykazoval snizenou aktivitu MPK6 (Yu et al., 2010). Na druhou stranu je mozné, ze
MAPK reguluji PLDal, jelikoz v komparativni proteomické studii bylo tohoto proteinu
v mpk6 mutantu nadbyte¢né¢ mnoho (Takac et al., 2016). Nedavno publikovana studie
ukézala, Ze pfi reakci rostlin na indukovanou hypoxii dochézi ke specifické interakci mezi
MPK3/6 a PLDal. MPK3/6 tedy piimo interaguje a fosforyluje PLDal, coz vede k
potlaceni aktivity PLDal, a to miize hrat dilezitou roli pfi udrzeni produkce PA na
spravné urovni, zvlasté kdyz rostlina zaziva stres z dlouhodobé hypoxie. PA reguluje
toleranci rostlin k hypoxii modulaci integrity membrany a signalizace hypoxie
zprostiedkované MPK3/6. PA se mlize vazat na rekombinantni proteiny MPK3 a MPK6
in vitro a mize modulovat jejich aktivitu in vivo. Kromé toho se PA vaze na proteiny

MPK3 a MPK6 a zesiluje jejich aktivitu (Zhou ef al., 2022b).

2.3 Metody ptipravy rekombinantni proteinti

Proteiny jsou stale vice potfebné v riznych védeckych oborech, v primyslu ¢i ve
zdravotnictvi, ¢imZ stoupa potieba jejich produkce. Ziskdni pottebného mnoZstvi
proteinl z jejich ptirodnich zdrojii byva narocné, proto se proteiny zacaly syntetizovat
v heterolognich systémech. Pro produkci rekombinantnich proteinti je dalezity vybér
nejvhodnéjsich podminek ristu a optimalnich expresnich organismd.

Rekombinantni proteiny mohou byt produkovany fadou expresnich systému. Pro
expresi se mohou vyuZit prokaryotické, tak i eukaryotické expresni systémy. Mezi takové
prokaryotické systémy patii naptiklad Pseudoalteromonas haloplanktis, Escherichia coli
(E. coli) (Ferret-Miralles et al., 2015), Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas putida, Streptomyces (Chen, 2012), Bacillus subtilis (Pohl &
Harwood, 2010). Eukaryotické expresni systémy se skladaji ze sav¢ich bun¢k, hmyzich
bunék, kvasinek, mikrotasy, transgenni zvifata a rostliny. Nejpopularnéj$im organismem

pro expresi rekombinantnich proteint je Escherichia coli (Ferret-Miralles et al., 2015).
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2.3.1 Exprese rekombinantnich proteinti pomoci Escherichia coli

E. coli je gramnegativni bakterie, kterd ma mnoho vlastnosti, diky kterym je atraktivni
pro expresi rekombinantnich proteinti. Jedna z takovych vlastnosti je jeji schopnost
rychlého a pocetného riistu na levnych substratech. Dalsi diilezita vlastnost této bakterie
je dostupnost stale vétsiho poctu klonovacich vektorti a mutantnich hostitelskych kment
(Baneyx, 1999). Produkce rekombinantnich proteinii pomoci E. coli je povaZzovéana za

nejrychlejsi, nejjednodussi a nejlevnéjsi metodu (Hayat et al., 2018).
2.3.1.1 Expresni kmeny Escherichia coli

Existuje n¢kolik kment E. coli, které se vyuzivaji pro expresi rekombinantnich proteinil.
Kazdy kmen mé rizné vyhody a nevyhody. Mezi pouzivané kmeny E. coli patii BL21 a
BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLysS, BL21 Star, Lemo21 (DE3), Tuner (DE3), Origami,
SHuffle, Rosetta, Rosettagami (DE3), C41 (DE3) a C43 (DE3) (Hayat et al., 2018).
BL21(DE3) a jeho derivaty jsou zdaleka nejpouzivanéj§imi kmeny pro expresi proteint

(Rosano & Ceccarelli, 2014).

2.3.1.2 Plasmidové vektory

Aby bunka dokazala produkovat rekombinantni proteiny, je potfebné, aby se do takové
buniky dostala dana cizorodda DNA. K ptenosu cizorodé DNA do hostitelské buiiky jsou
pouzity expresni vektory. Nejpouzivangj$im typem vektord pro transformaci E. coli jsou
plasmidové vektory (Hayat et al., 2018). Plazmidy jsou kruhové dvouvldknové molekuly
deoxyribonukleové kyseliny (DNA), které se autonomné replikuji v hostitelské burice.
Obsahuji geny, které jsou nezbytné pro funkce udrzovani plazmidi, jako je iniciace a
tizeni replikace (Couturier et al., 1988). Existuje n€kolik riznych typl plasmidovych
vektortl, jako napiiklad pET vektory, pHAT vektory, pMAL a pGEX vektory, pSUMO
vektory (Hayat et al., 2018), pQE vektory, pBAD vektory a pUC vektory (Tripathi, 2016).

2.3.2 Purifikace rekombinantnich proteini pomoci chromatografickych
technik

Po uspéSné expresi rekombinantnich proteinti z E. coli je potieba provést purifikaci.
Purifikace je dilezitym krokem v biologickém zpracovani rekombinantnich proteint,
protoze slouzi k dosazeni pozadované trovné Cistoty. Podle potifebné urovné Cistoty se k
ziskani kone¢ného produktu pouzivaji rizné chromatografické techniky, jako je afinitni
chromatografie, ionexova chromatografie, vyluCovaci chromatografie a hydrofobni

interak¢ni chromatografie (Tripathi, 2016).
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2.3.2.1 Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je jednoducha technika pouzivana k purifikaci rekombinantnich
proteintl v jediném kroku. Pro provedeni afinitni chromatografie je potieba biospecificky
ligand kovalentné pfipojeny k afinitni matrici. V pribéhu chromatografie se pozadovany
protein vaze na ligandy na afinitni matrici, dokud neni provedena eluce pomoci elucnich
roztokli. Pfed eluci se provede promyti, aby se odstranily nenavdzané proteiny

(Tripathi, 2016).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Escherichia coli kmen One Shot TOP10 (Invitrogen; C404010) nesouci konstrukty
pGEXG6P-1::MPK3 a pGEX6P-1::MPK6 (vektory poskytnuty darem od doc. Michaela
Wrzacek, Ph.D.), pGEX6P-1::SIMK a pMAL-c2X::SIMK (diive piipraveny a poskytnuty
vedoucim bakalédiské prace), pDEST17::PLDal (vektory poskytnuty darem od Ing.
Pavola Vadovice, Ph.D.)

Escherichia coli kmen One Shot™ BL21 StarTM (DE3) nesouci konstrukty
pGEX6P-1::MPK3, pGEX6P-1::MPK6, pGEX6P-1::SIMK, pMAL-c2X::SIMK,
pDEST17::PLDal

3.1.2 Chemikalie
Agrisera: anti-PLDA1/2 protilatka (primarni; kat. ¢islo: AS1222364)

Bio-Rad: Precision Plus Protein Dual Color Standards (kat. ¢islo: 1610374), 40%
akrylamid (kat. ¢islo: 1610148EDU)

Carl Roth: mléko susené, Tween 20, imidazol

Cell Signaling Technology: His-Tag (27E8) Mouse mAB (primarni protilatka; kat. ¢islo
2366S), GST-Tag (26H1) Mouse mAb (primarni protilatka; kat. ¢islo 2624S)

Duchefa Biochemie: ampicilin

Invitrogen: SOC medium

New England Biolabs: amylosové kuli¢ky (kat. ¢islo: ES021L)
Nippon Genetics: Midori Green Advance

Penta: 70% a 96% ethanol

Serva: isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid (IPTG)

Sigma Aldrich: ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA), kyselina octova,
tris(hydroxymetyl)aminometan (TRIS), glycin, agarosa, Triton X-100, kyselina
chlorovodikova (HCI), hydroxid draselny (KOH), LB Broth (Miller), LB Broth s agarem
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(Miller), dodecylsiran sodny (SDS), isopropanol, N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamin
(TEMED), peroxodisiran amonny (APS), Ponceau S, Coomassie Brilliant blue G-250,
anti-AtMPK3 protilatka (primarni; kat. ¢islo M8318), anti-AtMPK6 protilatka (primarni;
kat. ¢islo A7104), glutation, maltosa, cOmplete™ His-Tag Purification (afinitni kulicky
pro His-Tag), Resin, Glutathione Sepharose® 4B (afinitni kulicky pro GST-Tag)

Thermo Scientific: 6x DNA Loading Dye (kat. ¢islo 01136102), GeneRuler 1 kb Plus
DNA Ladder, fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF), fosfatovy pufr (PBS) fast digest pufr
(10x; kat. ¢islo 01275830), pufr R (10x), HindIIl, EcoRV, Pstl, goat anti-Rabbit
(sekundarni protilatka; kat. ¢islo 31460), goat anti-Mouse (sekundarni protilatka; kat.
Cislo 31430)

3.1.3 Roztoky a média

Agarosovy separacni gel, 1%

lg agarosa
100 ml TAE pufr (1x)
3ul Midori Green Advance

Coomassie Brilliant blue G-250, 0,1% roztok

50 % methanol

10 % kyselina octova

39,9 % Milli-Q H,O

0,1% Coomassie Brilliant blue G-250

Odbarvujici roztok

40 % methanol
10 % kyselina octova
50 % Milli-Q H,O

Pevné LB médium (250 ml)

10g LB Broth s agarem (Miller)
250 ml Milli-Q H20

sterilizace autklavovanim

Ponceu S, roztok (250 ml)
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0,25¢g Ponceu S
12,5 ml octova kyselina

doplnit do objemu 250 ml Milli-Q H,O

P1 pufr

50 mM Tris/HCI

10 mM NaEDTA

0,1 mg/ml  RNAsa
pH 8,0

P2 pufr

0,2M NaOH

1 % SDS

P3 pufr

3M KCH,COOH
pH 5,5

Rozdélovaci gel, 10% (50 ml)

12,5 ml 40% akrylamid
12,5 ml 1,5 M TRIS-HCL, pH 8,8
0,5 ml 10% SDS

24,25 ml Milli-Q H20
0,025 ml TEMED

0,25 ml APS
Running pufr (10x)
30g TRIS
144 g Glycin
10g SDS

doplnit do objemu 1000 ml Milli-Q H>O

TAE pufr (50x)
121 ¢g TRIS
28,55 ¢ kyselina octova
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50 ml 2 M EDTA, pH 8
doplnit do objemu 500 ml Milli-Q H>O

Tekuté LB médium (2000 ml)

S0g LB Broth (Miller)
2000 ml Milli-Q H>O
pH 7,2 (KOH)

sterilizace autoklavovanim

Transfer pufr (10x)
30g TRIS
144 ¢ glycin

doplnit do objemu 1000 ml Milli-Q H>O

Tris buffered saline s pridavkem Tween 20 (TBS-T; 1000 ml)

242 ¢ TRIS
8,78 g NaCl,

pH 7,6 (HCI)
999 ml Milli-Q H20O
1 ml Tween 20

Tris buffered saline s pfidavkem Tween 20 se suSenym mlékem (5% blokovaci pufr)
5¢g suSené mléko

doplnit do objemu 100 ml TBS-T

Vzorkovaci pufr

0,05 mol/l Tris-HC1
2 mmol/l EDTA

2% SDS

10 % glycerol

0,2 % bromfenolova modf

6 % merkaptoethanol
pH 6,8
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Zaostrovaci gel, 4% (25 ml)

2,5 ml 40% akrylamid

6,3 ml 1,5 M TRIS-HCL, pH 6,8
0,25 ml 10% SDS

15,9 ml deionizovana H,O

0,025 ml TEMED
0,125 ml APS

3.1.4 Pristroje

Flowbox (Merci), digestor (Merci), laboratorni pfedvazky S1502 (Bel Engeneering),
analytické vahy XA110/2X (Radwag), pH metr PC 2700 (Eurotech Instruments),
elektromagnetickd michatka IKA Combimag-REO (Drehzahl Electronic), vortex
(Labnet), microspin FV-2400 (Biosan), tfepacka s nastavitelnou teplotou a casem ES-20
(Biosan), spektrometr NanoDrop Lite (Thermo Scientific), Thermostat C (Eppendorf),
mikrocentrifuga ScanSpeed 1730R MicroCentrifuge (LaboGene), mikrocentrifuga
Microfuge 16 (Beckman Coulter), spektrometr SmartSpec Plus (Bio-Rad), stolni
centrifuga Rotanta 460R (Hettich), sonikdtor Model 3000MP Ultrasonic Homogenizer
(BioLogics-Inc), ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad), proudovy zdroj pro
elektroforézu PowerPac HC High-Current (Bio-Rad), tfepacka Rocker-Shaker MR-12
(Biosan), Vyrobnik Milli-Q vody Simplicity water purification system (Millipore), skener
Epson ImageScanner 111 (GE Healthcare), Gel Doc EZ imager (Bio-Rad)

3.1.5 Software pro zpracovani vysledkli

ImageLab (Bio-Rad), PowerPoint 365 (Microsoft Office)
3.2 Metody

3.2.1 Ptiprava LB média a LB meédia s agarem

Pro ptipravu 4 I tekutého Luria-Bertani (LB) média bylo navazeno dvakrat 50 g prasku.
KaZzdych 50 g bylo poté rozpusténo v 1900 ml Milli-Q vody. Pomoci KOH bylo upraveno
pH roztoku na 7,2 a roztok byl doplnén do findlniho objemu 2000 ml. Pfipravené médium

bylo rozlito do 8 zasobnich lahvi po 500 ml. Médium bylo sterilizovano autoklavovanim.
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Po sterilizaci byl k médiu pfidan ampicilin (AMP). Do 500 ml tekutého LB média bylo
ptidano 250 pul AMP o koncentraci 100 mg/pl.

Pro piipravu 250 ml pevného LB média s agarem bylo navazeno 10 g prasku, ke
kterému bylo piidano 250 ml Milli-Q vody. Pfipravené médium v zasobni lahvi bylo také
sterilizovano autoklavovanim. Po sterilizaci a mirném zchladnuti média byl k médiu
pfidan ampicilin (AMP). Do 50 ml pevného LB média bylo pfidano 40 pul AMP o
koncentraci 100 mg/ul. Po pfidani AMP bylo 50 ml pevného LB média rozlito do 3
plastovych Petriho misek a ponechdno k samovolnému ztuhnuti.

Veskera prace se sterilnimi médii byla provadéna za sterilnich podminek ve flowboxu.

3.2.2 Transformace bakterii Escherichia coli pomoci metody ,,Heat shock*

Chemokompetentni propagacni kmen bakterie Escherichia coli (E. coli) TOP10 a
expresni kmen BL21 StarTM (DE3) byl transformovan pomoci plasmidi pGEX6P-
1::MPK3, pGEX6P-1::MPK6, pDESTI17::PLDol metodou ,,Heat shock*.

Do popsanych mikrozkumavek bylo napipetovdno 50 pl bakterii E. coli a 5 pl
plasmidi. Mikrozkumavky byly 3x promichany a nechaly se 20 minut na ledu. Po
uplynuti dané doby byly mikrozkumavky zahtaty na 42°C po dobu 1 minuty a znovu byly
polozeny na led po dobu 3 minut.

Do mikrozkumavek bylo pfiddno 250 pl SOC média a vSe se nechalo 1 hodinu
kultivovat na ttepacce pii 37°C. Po uplynuti dané doby byly proveden roztéry pomoci
sterilnich hokejek na ptipravenych LB agarech v Petriho miskach s ampicilinovou
rezistenci. Takto pfipravené Petriho misky se nechaly kultivovat ptes noc pii 37°C.

Veskera prace se sterilnimi médii v Petriho miskach byla provadéna za sterilnich

podminek ve flowboxu.

3.2.3 Inokulum Escherichia coli

Bakterie E. coli kmen TOPI10 splasmidy pGEX6P-1::MPK3, pGEX6P-1::MPKGO,
pDESTI17::PLDal a kmen BL21 StarTM (DE3) splasmidy pGEX6P-1::MPK3,
pGEX6P-1::MPK6, pDEST17::PLDal, pGEX6P-1::SIMK, pMAL-c2X::SIMK byly
nasazeny sterilnim napipetovanim z v glycerolu zmrazené kultury. Do 200 pl kultury
bakterii kmene TOP10 bylo napipetovano do 6 ml pfipraveného tekutého LB média
s ptidavkem AMP. Do 200 ul kultury bakterii kmene BL21 StarTM (DE3) bylo pieneseno
do 50 ml tekutého LB média s ptidavkem AMP. Takto pfipravena inokula se nechaly

kultivovat ptes noc na ttepacce pii 37°C.
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Veskera prace se sterilnimi médii byla provadéna za sterilnich podminek ve flowboxu.

3.2.4 Izolace plasmidové DNA

Bakterie E. coli TOP10 s plasmidy pGEX6P-1::MPK3, pGEXG6P-1::MPK6,
pDEST17::PLDal, které byly pfes noc inkubované v 6 ml média, byly pfelity do 2 ml
mikrozkumavek a centrifugovany pii 8.800 g a laboratorni teploté po dobu 2 minut. Po
centrifugaci byl supernatant odlit. K peletu z 1. centrifugace byly pfility 2 ml bakteridlni
kultury a opakuje se stejna centrifugace. Po centrifugaci byl znovu odlit supernatant.

Po odliti veskerého supernatantu bylo ptidano 300 pl P1 pufru a pomoci vortexu byl
bakterialni pelet rozsuspendovan. Poté bylo ptfiddno 300 pl P2 pufru. Mikrozkumavky
byly 3x promichény obracenim v ruce a nechaly se inkubovat 5 minut pfi laboratorni
teploté. Nakonec bylo ptfiddno 300 ul P3 pufru, mikrozkumavky byly znovu 3x
promichany obracenim v ruce a nechaly se inkubovat 5 minut na ledu.

Po uplynuti potiebné doby byly mikrozkumavky centrifugovany 15 minut pii 16.000
g a 4°C. Poté byl supernatant odlit do novych 1,5 ml mikrozkumavek, ve kterych jiz bylo
pripraveno 600 pul 100% isopropanolu. Mikrozkumavky byly 3x promichany obracenim
Vv ruce.

Mikrozkumavky byly znovu centrifugovany 15 minut pfi 16.000 g a4°C. Po
centrifugaci byl odlit supernatant a k peletu bylo pfiddno 750 pl chlazeného 70%
ethanolu. Mikrozkumavky byly centrifugovany 10 minut pii 16.000 g a 4°C.

Po centrifugaci bylo z mikrozkumavek odpipetovano co nejvice ethanolu a pelet se
nechal susit v termostatu pii 42°C do té doby, dokud se nevypafil vSechen ethanol.

Po odpareni veSkerého ethanolu se k vysusSené srazeniné plasmidové DNA ptidalo 50 pl
Milli-Q vody a pelet plasmidové DNA byl rozsuspendovan. Nakonec byla zmétena

koncentrace plasmidové DNA pomoci spektrometru nanodrop.

3.2.5 Restrikce plasmidové DNA

Pro ovéfeni spravnosti darovanych konstrukt byla provedena kontrolni restrikce
plasmidové DNA. Pro Stépeni plasmidové DNA ziskané z bakterie s plasmidem
pGEX6P-1::MPK3 (o¢ekavand velikost vzniklych fragmentt 5397 bp a 1812 bp) byl
potieba restrikéni enzym EcoRV a pufr 10x pufr R. Pro $tépeni plasmidové DNA ziskané
z bakterie s plazmidem pGEX6P-1::MPK6 (ocekavana velikost vzniklych fragmenth
3458 bp a 2912 bp) byl potieba restrikéni enzym Pstl a pufr 10x Fast Digest pufr. Pro
Stépeni plasmidové DNA ziskané z bakterie s plazmidem pDEST17::PLDal (o¢ekavana
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velikost vzniklych fragmenti 3824 bp, 1978 bp a 1150 bp) byl potieba restrikéni enzym
HindIII a pufr 10x Fast Digest puft.

Pro ptipravu urcité restrikéni smési bylo do mikrozkumavky postupné ptidano 2 pl
pufru, 1,5 pl plazmidové DNA (odpovidajici 1500-3000 ng DNA ve smési), 16 ul Milli-Q
vody a 0,5 pl enzymu. Takto ptipravena smes se nechala hodinu inkubovat na tiepacce
pti 37°C. Po uplynuti potiebné doby se k smési pfidalo 4 pl 6x loading dye barviva.

Vysledek restrikce byl vyhodnocen pomoci gelové elektroforézy.

3.2.6 Separace plasmidové DNA gelovou elektroforézou

Pro ptipravu 1% agarosového gelu bylo potfeba v Erlenmayerové bance smichat 1 g
agarosy a 100 ml 1x TAE pufru. Takto pfipravend Erlenmayerova baiika se vlozila do
mikrovinné trouby a roztok se ohtival do t¢ doby, dokud se vSechna agarosa nerozpustila.
Po rozpusténi agarosy se roztok nechal chvili zchladit, ptidaly se 3 ul Midori Green
Advance a vSe se zamichalo.

Takto ptipraveny roztok gelu byl nalit do elektroforetické komurky. Do gelu byl vlozen
hiebinek a Spickou od pipety byly odstranény bubliny v gelu. Gel se poté necha ztuhnout.

Az gel ztuhl, odstranil se hiebinek a postranni plastové desky. Komurka s gelem byla
vloZena do elektroforetické vany. Do vany byl nalit 1x TAE puft, tak aby byl gel plné
ponofeny.

Do vzniklych jamek byly napipetovany vzorky a marker. Jako marker byl pouzit
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder o objemu 5 pl. Vzorky byly napipetovany po 20 pl
postupné¢ do jednotlivych jamek. Pozice vzorkii byly zaznamenany pro néslednou
identifikaci.

Po naneseni vzorki se celd vana uzaviela a pfipojila se spravné ke zdroji. Na zdroji
bylo nastaveno napéti 95 V po dobu 35 minut. DNA fragmenty byly poté vizualizované

pomoci piistroje Gel Doc EZ imager a softwaru ImageLab.

3.2.8 Kultiva¢ni a expresni podminky

Kultivovana byla bakterie E. coli kmen BL21 StarTM (DE3) s plasmidy pGEX6P-
1::MPK3, pGEX6P-1::MPK6, pDESTI7::PLDol, pGEX6P-1::SIMK, pMAL-
c2X::SIMK.

Nejprve bylo nutné ptipravit 8 velkych dvoulitrovych Erlenmayerovych banék. Kazda
banka byla polepena paskou pro indikaci sterilizace a uzaviena alobalem. Takhle

pfipravené banky byly sterilizovany autoklavovanim.
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Do 8 zasobnich lahvi, které¢ obsahovaly 500 ml tekutého LB média se ptidalo 250 pl
AMP o koncentraci 100 mg/ul. Tato média byla postupné pielita do sterilnich
Erlenmayerovych ban¢k. Bakterie z narostlych inokul byly po 20 ml pfidany do médii a
Erlenmayerovy baiiky byly uzavieny alobalem. Veskera prace se sterilnimi médii byla
provadéna za sterilnich podminek ve flowboxu.

Takto pfipravené Erlenmayerovy baiiky byly hodinu kultivovany na ttepacce pti 37°C.
Rust bunek byl pozorovan pomoci spektrometru, ktery métil optickou hustotu pii 600 nm.
Bakterie byly kultivovany do té doby, nez opticka hustota nedoséhla hodnoty 0,8. Pii
dosahnuti spravné optické hustoty bylo do kultur ptfidano 350 pl indukéniho ¢inidla
isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG). Poté byly Erlenmayerovy banky s kulturou
kultivovany pfes noc na trepacce pii 18°C. Kazdé dvé Erlenmayerovy baiiky se stejnou
kulturou byly slit¢ dohromady. Kultury byly postupné centrifugovany pomoci velké
stolni centrifugy. Kultury byly vzdy centrifugovany 10 minut pi 10.000 g a 4°C. Po kazdé
centrifugaci byl odlit supernatant a k peletu byla prilita dalsi ¢ast stejné kultury a takto se

postup opakoval, dokud nebyly veskeré kultury stoceny.

3.2.9 Ptiprava vzorku k afinitni purifikaci

K ziskanym bakterialnim peletim bylo pfiddno 7 ml PBS a pomoci vortexu byly pelety
rozsuspendovany. Ddle byl k roztokiim napipetovan PMSF o finalni koncentraci 2 mM.

Roztok byl poté sonifikovan na ultrazvukovém homogenizatoru. Sonifikace kazdého
vzorku probihala 3x 5 minut pii amplitudé 50 %, pulser on na 6 sekund a pulser off na 7
sekund.

Po dokonceni sonifikace byl k roztoklim pfidan Triton X-100. Roztoky byly 2x
centrifugovany pii 10.000 g a 4°C po dobu 20 minut. Zcentrifugované supernatanty byly
prelity do ¢istych 50 ml falkonek.

3.2.10 Afinitni purifikace

V pouzitych vektorech je obsaZena afinitni kotva, diky které je poté mozné provést
afinitni purifikaci. Vektor pGEX6P-1 obsahuje GST-Tag, vektor pDEST17 obsahuje
His-Tag a vektor pMAL-c2X obsahuje MBP tag. Pfipravené rekombinantni proteiny poté
nesou dany tag, diky kterému jsou zachyceny v kolonach nesouci afinitni matrici, viici

dané pouzité afinitni kotve.
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Gravitacni kolonky pro afinitni purifikaci byly promyty BPS fosfatovym pufrem. Dale
byly do kolon piidany afinitni kulicky (200 ul), které na sebe vazaly GST-Tag nebo
His-Tag. Pro MBP tag byly pouzity amylosové kulicky (200 pl).

Do kolon byly nanaseny supernatanty, které byly ziskdny po sonifikaci a centrifugaci
bun¢k. Jakmile protekla zhruba polovina supernatantu, byl odebran flow through vzorek,
ktery byl pozdé&ji pouzit pro analyzu pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Po proteceni
supernatantu byly nenavazané proteiny vymyty PBS fosfatovym pufrem.

Po odteceni PBS fosfatového pufru byla pomoci elu¢nich roztokii zahajena eluce
proteinli z kolon. Pouzité elu¢ni roztoky byly glutathion (pro GST), maltosa (pro MBP)
a imidazol (pro His-Tag). Frakce byly jiméany do jednotlivych 1,5 ml mikrozkumavek po
zhruba 300 pl.

Afinitni kuli¢ky, které zlstaly v kolonach, byly rozsuspendovany v PBS fosfatovém
pufru a odebrany do 1,5 ml mikrozkumavek. Vzorky byly pozdéji pouzity pro analyzu
pomoci SDS-PAGE elektroforézy.

3.2.11 Piiprava vzorkil pro analyzu pomoci SDS-PAGE elektroforézy

Do ¢istych 1,5 ml mikrozkumavek bylo napipetovano 20 ul vzorkovaciho pufru a 60 pl
vzorku. VSechny takto pfipravené vzorky byly zahfaty v termostatu na 96°C po dobu 5

minut. Byly pfipraveny vzorky supernatantu, flow through, frakci a afinitnich kulicek.

3.2.12 SDS-PAGE elektroforéza

Pro piipravu gelii bylo zapotiebi prvné sestavit plocha skla a vymezovace, tak aby vSe
bylo co nejvice utésnéné. Mezi skla byl nejprve nalit 10% rozdelovaci gel, ktery byl
piekryt vrstvou isopropanolu. Gel tuhnul bez ptistupu kysliku zhruba hodinu. Po ztuhnuti
byl isopropanol vylit, volné misto mezi skly bylo promyto destilovanou vodou a vysuSeno
filtraénim papirem. Poté byl na rozdélovaci gel nanesen 4% zaostfovaci gel, do kterého
byl vloZen hiebinek a gel se nechal ztuhnout.

Ztuhlé gely byly pfemistény do elektrod a elektroforetické vanicky, do které byl nalit
1x running pufr a z gelt byly opatrné vytahnuty hfebinky. Do vzniklych jamek byl vzdy
napipetovan proteinovy marker (5 pl) a pfipravené vzorky (10 ul). Na vanic¢ku byl
pofadné polozen elektrodovy kryt a vSe bylo ptfipojeno ke zdroji. Prvnich 10 minut byl
piistroj zapnuty na 100 V, poté bylo napéti zvySeno na 150 V. Elektroforéza béZela tak
dlouho, dokud vzorky nedoputovaly na konec gelu.
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2.2.13 Obarveni gelu pomoci Coomassie Briliant Blue G-250

Po ukonéeni elektroforézy bylo nutné vSechny gely obarvit pomoci 0,1% barviciho
roztoku Coomassie Briliant Blue G 250. Gely byly barveny po dobu 10 minut. Po uplynuti
dané¢ doby byl barvici roztok vyménén za odbarvovaci roztok. Odbarvovani geli
probihalo 4x 10 minut v odbarvovacim roztoku a nasledné ve vod¢ ptes noc. Odbarvené

gely byly oskenovany pomoci skeneru Epson ImageScanner I1I.

3.2.14 Imunoblotovani se specifickymi protildtkami

Pro provedeni imunoblotovani je zapotiebi znovu separovat proteiny pomoci SDS-PAGE
elektroforézy. Poté je nutné proteiny z gelii transferovat na membrany. Po ukonceni
separace byly gely promyty v destilované vodé po dobu 5 minut. Po vyliti vody se gely
nechaly inkubovat s 1x transfer pufrem na tfepacce s kyvavym pohybem. Mezitim byly
nitrocelulosové membrany, které jsou potiebné na transfer, namoceny v methanolu (30
sekund) a nasledné inkubovany 10 minut v 1x transferovém pufru. Ve vanicce s 1x
transferovym pufrem byla pfipravena porézni podlozka. Na podlozku byla poloZena
mokra houbicka a 3 mokré filtracni papiry (vSechno bylo nejdiive namoceno v 1x transfer
pufru). Vrstva houbicky a filtracnich papiru byla piejeta valeCkem a na vSe byl polozen
gel, na kterém byla poloZzena membrana. Na membranu byly polozeny dal§i 3 mokré
filtra¢ni papiry a mokra houbicka. Takto vytvotfené vrstvy byly uzavieny mezi poréznimi
podlozkami. Takto ptipravené gely a membrany byly vloZzeny do blotovaciho zatizeni, do
které¢ho byl nalit 1x transfer puftr. VSe bylo pfipojeno ke zdroji, ktery byl nastaven na 100
V a byl poustény na 1,5 hodiny.

Po dokonceni transferu proteinii z gel na membrany, byly tyto membrany pomyty
destilovanou vodou a obarveny pomoci barviciho roztoku Ponceu S a pofizeny
fotografické snimky zndzornujici pfitomnost proteini na membrané. Membrany se poté
odbarvily destilovanou vodou a vyfotily pro pozdéjsi kontrolu.

Membrany byly nasledn¢ inkubovany 10 minut v roztoku TBS-T. K membranam byl
poté nalit roztok TBS-T s rozpusténym 5% suSenym mlékem, tak aby probehla blokace
navazanych proteini. Membrany se takto nechaly blokovat 2 hodiny na tfepacce
s kyvavym pohybem.

Po ukonceni blokovani byly k membranam nality spravné primarni protilatky. Mezi
primarni protilatky patfily anti-PLDA1/2 protilatka, anti-AtMPK3 protilatka, anti-
AtMPK6 protilatka, His-Tag (27E8) Mouse mAB a GST-Tag (26H1) Mouse mAb.
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Membrany byly takto inkubovéany ptes noc pii 4°C na tfepacce s kyvavym pohybem.
Primarni protilatky byly zfedény v TBS-T v poméru 1:1000.

Dalsi den byly primérni protilatky odlity. Membrany byly poté 5x promyty v TBS-T,
kazdé promyti probihalo na tifepacce s kyvavym pohybem po dobu 10 minut. Po
pofadném promyti byly membrany inkubovany se sekundarnimi protilaitkami. Mezi
sekundarni protilatky patfily goat anti-Rabbit protilatka a goat anti-Mouse protilatka.
Sekundarni protilatky byly zfedény v TBS-T s 5% mlékem v poméru 1:5000 a doba
inkubace byla 1,5 hodiny pii pokojové teploté.

Nakonec byly sekundarni protilatky vylity a membrany byly promyty 3x 10 minut
v TBS-T. Nasledné¢ byly membrany ponoieny do pozadovaného substratu (Clarity
Western ECL Substrate) po dobu 1 minuty. Ziskany signal z membran byl néasledné
vizualizovan pomoci pfistroje ChemiDoc MP Imaging systém (nastaveni protokolu

Chemi s expozici 1-60 sekund) a softwaru ImageLab.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Validace ziskanych konstrukti pomoci restrikéni analyzy s naslednou
gelovou elektroforézou

Uvodni experiment této prace byl zaméfen na ovéfeni spravnosti ziskanych vektort, které
jsme obdrzeli darem od doc. Michaela Wrzaczek, Ph.D. (pGEX6P-1::MPK3,
pGEXG6P-1::MPK6) a Ing. Pavola Vadovice, Ph.D. (pDEST17::PLDal). Tyto vektory
byly nejdfive transformovany do E. coli kmen TOP10 za ucelem amplifikace a izolace
plasmidové DNA, ktera byla nasledné pouzita pro restrikéni analyzu. Pro restrikéni
Stépeni vektoru pGEX6P-1::MPK3 byl pouzit enzym EcoRYV, jehoZz plisobenim méli
vzniknout fragmenty o velikosti 5397 bp a 1812 bp. Pro restrikéni $tépeni vektoru
pGEX6P-1::MPK6 byl pouzit enzym Pstl, jehoz pisobenim méli vzniknout fragmenty
velikosti 3458 bp a 2912 bp. Enzym HindlIII byl pouzit pro restrikéni $tépeni vektoru
pDESTI17::PLDal, pisobenim tohoto enzymu méli vzniknout fragmenty o velikosti 3824
bp, 1978 bp a 1150 bp. Restrikéni smési jednotlivych reakci byly separovany pomoci
agarosové gelové elektroforézy a vyhodnoceny (Obr. 3).

Vysledky restrikéni analyzy vektoru pGEX6P-1::MPK3 ukazaly ptitomnost pasi
v priblizné velikosti 5300 bp a 1800 bp. Tento ziskany vysledek koreluje s in silico
predikovanymi produkty Stépeni (Obr. 3A). V pifipad€ restrikéni analyzy vektoru
pDEST17::PLDol se ukazala ptitomnost 3 past v piiblizné velikosti 3800 bp, 1900 bp a
1150 bp. Ziskany vysledek koreluje sin silico predikovanymi produkty Stépeni.
(Obr. 3A). Vysledky restrikéni analyzy vektoru pGEX6P-1::MPK6 ukazaly ptitomnost 2
past v piiblizné velikosti 3400 bp a 2900 bp. Tento vysledek, taktéZ koreluje s in silico
predikovanymi produkty Stépeni (Obr. 3B).

Vizualizované vysledky potvrdily pfitomnost pfepokladanych fragmentd, jejich vznik
byl in silico predikovan, coz dokumentuje spravnost obdrzenych expresnich vektori

s odpovidajicimi geny z&jmu.
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Obrazek 3: Elektroforeticky zaznam restrik¢ni analyzy plasmidové DNA na agarosovém gelu. A:
(M) 1 kb DNA ladder. (1) pDEST17::PLDal $tépeno HindlIll, ocekavané produkty §tépeni jsou
3824 bp, 1978 bp, 1150 bp. (2) pGEX6P-1::MAPK3 stépeno EcoRV, ocekavané produkty Stepeni
5397 bp a 1812 bp. B: (M) 1 kb DNA ladder. (1) pGEX6P-1::MAPKG6 stépeno PST1, o¢ekavané
produkty $tépeni jsou 3458 bp a 2912 bp.

4.2 Exprese rekombinantnich proteint s jejich naslednou afinitni purifikaci

Pro ptipravu rekombinantnich proteinti byly transformovany expresni bakterie E. coli
kmen BL21 Star™ (DE3) ovétenymi konstrukty pGEX6P-1::MAPK3, pGEXG6P-
1::MAPKG6, pDEST17::PLDol, pGEX6P-1::SIMK a pMAL-c2X::SIMK (pro SIMK byly
konstrukty ptipraveny a ovéteny jiz diive Skolitelem prace). Po tispésné transformaci byla
provedena indukce exprese rekombinantnich proteind, a to za stejnych podminek pro
vSechny konstrukty (indukce IPTG pii OD600.m 0,8; teplota exprese 18°C). Ziskané

lyzaty, obsahujici pfedpokladané exprimované rekombinantni proteiny, byly procistény
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pomoci adekvatnich afinitnich kuli¢ek a jednotlivé frakce byly vizualizované pomoci
SDS-PAGE a nasledného barveni geld (Obr. 4, 5, 6, 7 a 8).

V pfipravenych vzorcich byla pomoci SDS-PAGE a nasledného coomassie blue
barveni potvrzena pfitomnost vyskytu rekombinantniho proteinu GST-MAPK3 (Obr. 4),
jehoz prepokladand molekulova hmotnost je 68,7 kDa. Samostatny protein MAPK3 ma
molekulovou hmotnost 42,7 kDa a GST-Tagu ma 26 kDa. Vznikly hlavni pas
rekombinantniho proteinu GST-MAPK3 odpovida velikosti cilového proteinu.
Porovnanim vzorki supernatant (sloupec 1) a ,,flow thought* (sloupec 2) se vzorky frakci
(sloupce 3 az 8) a afinitnich kulicek (sloupec 9), je mozné potvrdit, ze purifikace
rekombinantniho proteinu probéhla. (Obr. 4). Urcité frakce (sloupec 4 a 5) obsahuji velké
mnozstvi rekombinantniho proteinu GST-MAPK3, coz znaci velmi efektivni produkci
tohoto rekombinantniho proteinu ve zvoleném expresnim systému. Je zde patrna (u
sloupce 4 a 5) pfitomnost balastnich nebo castecné vzniklych fragmenti pro
GST-MAPK3. Tato pfitomnost je mensi nebo zcela zanedbatelna u frakci reprezentujici
sloupce 6-8, kde je pfitomnost rekombinantniho proteinu nizsi (byl nanédsen stejny objem
eluované frakce). D4 se tedy fici, ze nejcistsi frakce jsou reprezentovany ve sloupcich 7-

8, kter¢ byly vhodné pro dalsi analyzy (Obr. 4).

M1 2 3 45 6 7 8 9

250 kD ~_
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Obrazek 4: Vysledek afinitni purifikace GST-MAPK3 vizualizovany pomoci SDS-PAGE a
barveni coomassie brilliant blue. (M) proteinovy marker, (1) supernatant, (2) flow through, (3)
eluce frakce 1, (4) eluce frakce 2, (5) eluce frakce 3, (6) eluce frakce 4, (7) eluce frakce 5, (8)
eluce frakce 6, (9) afinitni kuli¢ky. Cernd $ipka znaéi vyskyt rekombinantniho proteinu GST-
MAPK3, velikost proteinu je 68,7 kDa.
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V pftipravenych vzorcich byla pomoci SDS-PAGE a nasledného coomassie blue
barveni potvrzena piitomnost vyskytu rekombinantniho proteinu GST-MAPKG6 (Obr. 5),
jehoz prepokladana molekulova hmotnost je 71 kDa. Samostatny protein MAPK6 ma
molekulovou hmotnost 45 kDa a GST-Tagu ma 26 kDa. Vznikly hlavni pas
rekombinantniho proteinu  GST-MAPK6 odpovida velikosti cilového proteinu.
Porovnanim vzorki supernatant (sloupec 1) a ,,flow thought* (sloupec 2) se vzorky frakci
(sloupce 3 az 8) a afinitnich kulicek (sloupec 9) je mozné potvrdit, ze purifikace
rekombinantniho proteinu probéhla (Obr. 5). Opét urcité frakce (sloupec 4 a$)
obsahovaly velké mnozstvi rekombinantniho proteinu GST-MAPKS6. Tato informace opét
naznacuje, ze zvoleny expresni systém efektivné produkuje tento rekombinantni protein.
Jako u ptedchoziho rekombinantniho proteinu GST-MAPK3 je 1 zde patrna pfitomnost
balastnich nebo ¢aste€né vzniklych fragmenti pro GST-MAPK®6. Tato pfitomnost je
nejvice patrna ve sloupcich 4 a 5, méné pak ve sloupcich 6 a 7. Miizeme konstatovat, ze
sloupce 7 a 8 jsou nejCistSimi frakcemi, jelikoz pfitomnost balastnich proteinii nebo

fragmentl je zde mensi ¢i zcela zanedbatelna (Obr. 5).
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Obrazek 5: Vysledek afinitni purifikace GST-MAPKG6 vizualizovany pomoci SDS-PAGE a
barveni coomassie brilliant blue. (M) proteinovy marker, (1) supernatant, (2) flow through, (3)
eluce frakce 1, (4) eluce frakce 2, (5) eluce frakce 3, (6) eluce frakce 4, (7) eluce frakce 5, (8)
eluce frakce 6, (9) afinitni kuli¢ky. Cernd $ipka znaéi vyskyt rekombinantniho proteinu GST-
MAPKS6, velikost proteinu je 71 kDa.
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V pftipravenych vzorcich byla pomoci SDS-PAGE a nasledného coomassie blue
barveni potvrzena pfitomnost vyskytu rekombinantniho proteinu GST-SIMK (Obr. 6),
jehoz prepokladand molekulova hmotnost je 71 kDa. Molekulova hmotnost samotného
proteinu SIMK je 45 kDa a GST-Tagu je to 26 kDa. Vznikly hlavni pas rekombinantniho
proteinu  GST-SIMK odpovidd velikosti cilového proteinu. Porovnanim vzorku
indukované buiiky (sloupec A2) a vzorkt frakci (sloupce B1 az B5) bylo mozné potvrdit,
ze purifikace rekombinantniho proteinu GST-SIMK probéhla (Obr. 6). V urcitych
frakcich (sloupec B1 a B2) se vyskytovalo velké mnozstvi rekombinantniho proteinu
GST-SIMK, toto naznaCovalo, ze vybrany expresni systém efektivné¢ produkuje
rekombinantni protein GST-SIMK. Téze frakce (sloupce B1 a B2) vykazovaly pfitomnost
balastnich proteint ¢i ¢astecné vzniklych fragmentl. Tato pfitomnost byla v poslednich

sloupcich (sloupce B3-B5) mala ¢i uplné€ zanedbatelnd, tudiz by se dalo konstatovat, Ze

vvvvv
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I . G
2 37kD —
25KD — 25KD —
20kD —

Obrazek 6: Vysledek afinitni purifikace GST-SIMK vizualizovany pomoci SDS-PAGE a barveni
coomassie brilliant blue. A: (M) proteinovy marker, (1) neindukované bunky, (2) indukované
buiiky, B: (M) proteinovy marker, (1) eluce frakce 1, (2) eluce frakce 2, (3) eluce frakce 3, (4)
eluce frakce 4, (5) eluce frakce 5. Cerné Sipky zna¢i vyskyt rekombinantniho proteinu GST-
SIMK, velikost proteinu je 71 kDa.

V pfipravenych vzorcich byla pomoci SDS-PAGE a nasledného coomassie blue
barveni potvrzena piitomnost vyskytu rekombinantniho proteinu MBP-SIMK (Obr. 7),
jehoz prepokladand molekulova hmotnost je 88 kDa. Molekulova hmotnost samotného
proteinu SIMK je 45 kDa a MBP-Tagu je to 43 kDa. Vznikly hlavni pas rekombinantniho
proteinu GST-SIMK odpovida velikosti cilového proteinu. Uspéch purifikace bylo mozné

potvrdit porovnanim vzorku indukované buniky (sloupec A2) se vzorky frakci (sloupce
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B1 az B5) (Obr. 7). Jako u ptedchozich rekombinantnich proteind, je i v tomto piipade
patrnd pfitomnost balastnich nebo ¢aste¢né vzniklych fragmentd. Tato pritomnost je
nejvice patrnd u frakci ve sloupcich B1 a B2, méné poté ve sloupci 3B. Frakce ve
sloupcich 4B a 5B jsou vnimany jako nejcistsi frakce, jelikoz obsahuji zanedbatelné

mnozstvi balastnich proteint ¢i vzniklych fragmentt (Obr. 7B).
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Obrazek 7: Vysledek afinitni purifikace MBP-SIMK vizualizovany pomoci SDS-PAGE a barveni
coomassie brilliant blue. A: (M) proteinovy marker, (1) neindukované bunky, (2) indukované
buiiky. B: (M) proteinovy marker, (1) eluce frakce 1, (2) eluce frakce 2, (3) eluce frakce 3, (4)
eluce frakce 4, (5) eluce frakce 5. Cerné Sipky znadi vyskyt rekombinantniho proteinu
MBP-SIMK, velikost proteinu je 88 kDa.

Piipravené vzorky byly podrobeny SDS-PAGE a barveni coomassie blue. Po
porovnani vSech frakci bylo mozné konstatovat, ze nedoSlo k efektivni purifikaci
rekombinantniho proteinu His-PLD. Balastni proteiny se v tomto ptfipad€ nachazely ve
vSech eluovanych frakcich (Obr. 8). NedokaZeme ptesné urcit, kde nastala chyba, ale s
nejveétsi pravdépodobnosti to bylo u afinitnich kulicek nebo sloZeni pufru. Purifikace
rekombinantniho proteinu His-PLD tedy musi byt dale optimalizovana. Piepokladana
molekulova hmotnost rekombinantniho proteinu His-PLD je 98,6 kDa. Molekulova
hmotnost samotného proteinu PLD je 91,8 kDa a 6xHis-Tagu je to 0,8 kDa. V gelu je
pozorovan jeden pas, ktery odpovidd molekulové hmotnosti His-PLD. Tato informace
potvrzuje, ze doslo k tvorbé cilového proteinu. Jelikoz byly frakce rekombinantnich

proteinit His-PLD a GST-MAPK®6 omylem smichany, tak je gelu pozorovan jeden silny
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pas, ktery odpovida velikosti rekombinantniho proteinu GST-MAPKG6 (zhruba 71 kDa)
(Obr. 8).
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Obrazek 8: Vysledek afinitni purifikace His-PLD vizualizovany pomoci SDS-PAGE a barveni
coomassie brilliant blue. (M) proteinovy marker, (1) supernatant, (2) flow through, (3) eluce
frakce 1, (4) eluce frakce 2, (5) eluce frakce 3, (6) eluce frakce 4, (7) eluce frakce 5, (8) eluce
frakce 6, (9) afinitni kuli¢ky. Cerna Sipka zna¢i vyskyt rekombinantniho proteinu His-PLD,
velikost proteinu je 98,6 kDa.

Uspésné jsme pripravily viechny rekombinantni proteiny. Dané rekombinantni
proteiny se podafilo purifikovat, kromé& jednoho (His-PLD), u kterého nedoslo k Gispésné
afinitni purifikaci a jeho zakoncentrovani. V ptipadé ptipravy His-PLD bude potieba do
budoucna optimalizovat metodu purifikace se zaméfenim na pouzité afinitni kuli¢ky a
druh extrakénich a eluénich médii. Pro potvrzeni spravnosti pfipravenych produkti byla

pouzita metoda imunoblotovani se specifickou protilatkou.

4.3 Ovefeni specifity ptipravenych rekombinantnich proteini pomoci
metody imunoblotovani

Za ucelem ovéreni specifity a spravnosti pripravenych proteini byla provedena
SDS-PAGE a nésledné imunoblotovani pomoci specifickych primarnich protilatek, které
rozpoznavaly bud'to pfipraveny cilovy protein anebo afinitni kotvu, kterd je u
rekombinantnich proteint pfitomna.

V ptipadé€ ptipravy rekombinantniho proteinu GST-MAPK3 byla vyuzita protilatka
rozpoznavajici pfimo MAPK3 (anti-atMAPK3) a protilatka rozpoznavajici GST kotvu
(anti-GST). Ziskané vysledky potvrdily vyskyt MAPK3 jakoZto soucast GST-MAPK3
rekombinantniho proteinu (Obr. X7).
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Bylo provedeno imunoblotovani s anti-MAPK3 primarni protilatkou. Porovnanim
membran Obr.X7A a Obr.X7B bylo mozné potvrdit, Ze primarni protilatka anti-MAPK3
se navazala hlavné na pozadovany rekombinantni protein GST-MAPK3. Jako negativni
kontrola (sloupec A3) byl pouzit vzorek obsahujici protein GST-MAPK®6. Primarni
protilatka se navézala taktéz na tuto kontrolu, protoze proteinu GST-MAPKG6 bylo ve
vzorku velké mnozstvi, nicmén¢ signl je vyrazné slabsi v porovnani se sloupci Al a A2
(Obr. 9A) a 1ze ho tedy povazovat za méné specificky nebo piimo nespecificky. Vznikly
hlavni pas odpovida velikosti cilového proteinu GST-MAPK3 (zhruba 68,7 kDa; Obr. 9A
a9B) a dalsi pasy, které se vyskytuji pod nim, jsou rtizné nespecifity nebo ¢aste¢né
vzniklé nedokoncené proteiny (Obr. 9A). To je taktéz potvrzeno nepiitomnosti téchto
past u kontroly obsahujici GST-MAPK®6 (Obr. X7A).

Za stejnym UCelem bylo taktéZ provedeno imunoblotovani s anti-GST primarni
protilatkou. Vysledky poskytnuté pouzitim anti-GST protilatky nebyly tak jednoznacné,
jak v pfipadé vyuziti anti-MAPK3 protilatky. Nejsilngji vypadajici pas odpovidal
velikosti cilovému GST-MAPK3 proteinu (zhruba 68,7 kDa; Obr. 9C a 9D), nicméné
membrana obsahuje velké mnozstvi past, které jsou snejvétsi pravdépodobnosti
¢astkové proteiny (proteiny, u kterych byla dokoncena zcela syntéza na ribozomech)
GST-MAPK3, které byly v bakterii taktéz pritomny v dob¢ 1yze bunék. Tento jev je velmi
Casty, je-li pouzita N-terminalni fizni kotva. Tato interpretace je taktéz podpotfena
nepiitomnosti téchto pasii u negativni kontroly, u které byl vyuzit extrakt z MBP
fuzovaného proteinu. U této kontroly neni pfitomny Zadny pés, potvrzujici specifitu

pouzité protilatky (Obr. 9C).
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Obrazek 9: Vysledek imunoblotovani se specifickymi protilatkami pro pfipraveny rekombinantni
protein GST-MAPK3. A: Analyza pomoci anti-MAPK3 primarni protilatky. (1) frakce 5
obsahujici domnélou GST-MAPK3, (2) frakce 6 obsahujici domnélou GST-MAPK3 (3) negativni
kontrola obsahujici GST-MAPK®6. B: Kontrola nandsky proteinu pomoci obarveni membrany
Ponceau S. C: Analyza pomoci anti-GST primarni protilatky. (1) frakce 5 obsahujici domnélou
GST-MAPK3, (2) Sesta frakce, (3) negativni kontrola obsahujici MBP-Tag. D: Kontrola nanasky
proteinu pomoci obarveni membrany Ponceau S.
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V ptipad¢ piipravy rekombinantniho proteinu GST-MAPK6 byla vyuzita protilatka
rozpoznavajici pfimo MAPKG6 (anti-atMAPKG6) a protilatka rozpoznavajici GST kotvu
(anti-GST). Ziskané vysledky potvrdily vyskyt MAPK®6 jakozto soucast GST-MAPK6
rekombinantniho proteinu (Obr. 10).

Bylo provedeno imunoblotovani anti-MAPK6 primdrni protildtkou. Porovnanim
pozitivnich vysledkll past elu¢nich frakci a nepfitomnosti pasti u negativni kontroly
(Obr.10A) bylo mozné potvrdit, ze primarni protilatka anti-MAPK6 se navazala hlavné
na pozadovany rekombinantni protein GST-MAPK6. Vznikly hlavni pas odpovida
velikosti cilového proteinu GST-MAPKG6 (zhruba 71 kDa; Obr. 10A a 10B) a dalsi pasy,
které se vyskytuji pod nim, jsou rizné nespecifity nebo ¢astecné vzniklé nedokoncené
proteiny (Obr. 10A).

Také probéhlo imunoblotovani pomoci GST primarni protilatky. I v tomto ptipadé
nebyly vysledky poskytnuté pouzitim anti-GST protilatky tak jednoznacné, jak v ptipade
vyuziti anti-MAPKG6 protilatky. Hlavni pas odpovidal velikosti cilovému GST-MAPK6
proteinu (zhruba 71 kDa; Obr. 10C a 10D), nicméné membrana obsahuje velké mnozstvi
past, které jsou s nejvétsi pravdépodobnosti castkové proteiny GST-MAPKG6. JelikoZ se
neobjevily zadné pasy u negativni kontrol bylo mozné potvrdit specificitu pouzité

protilatky (Obr. 10C).
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Obrazek 10: Vysledek imunoblotovani se specifickymi protilaitkami pro  pfipraveny
rekombinantni protein GST-MAPK®6. A: Analyza pomoci anti-MAPK6 primarni protilatky. (1)
frakce 5 obsahujici domnélou GST-MAPKG®6, (2) frakce 6 obsahujici domnélou GST-MAPKG6 (3)
negativni kontrola obsahujici GST-MAPK3. B: Kontrola nanasky proteinu pomoci obarveni
membrany Ponceau S. C: Analyza pomoci anti-GST primarni protilatky. (1) frakce 5 obsahujici
domnélou GST-MAPKG6, (2) frakce 6 obsahujici domnélou GST-MAPKGS6, (3) negativni kontrola
obsahujici MBP-Tag. D: Kontrola nanasky proteinu pomoci obarveni membrany Ponceau S.
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V ptipad¢ piipravy rekombinantniho proteinu His-PLD byla vyuzita protilatka
rozpoznavajici pfimo PLD (anti-PLDA1/2) a protildtka rozpoznéavajici His kotvu
(anti-His). Ziskané vysledky potvrdily vyskyt PLD jakozto soucast His-PLD
rekombinantniho proteinu (Obr. 11).

Imunoblotovani bylo provedeno pomoci anti-PLD primarni protilatky. Vysledky
poskytnuté pouzitim anti-PLD protildtky nebyly jednoznacné (Obr. 11A). Nejsilngji
vypadajici pas odpovidal velikost rekombinantniho proteinu GST-MAPKG6 (zhruba 71
kDa; Obr. 11A a 11B). Na membran¢ se vyskytoval jeden slaby pas, ktery odpovidal
velikosti cilového proteinu His-PLD (zhruba 98,6 kDa; Obr. 11A a 11B). Po porovnani
vysledkl z eluovanych frakci a vytvoreni pasii u negativni kontroly (Obr. X9A) bylo
mozné konstatovat, Ze primarni protilatka anti-PLD se nedokazala specificky navazat
pouze na rekombinantni protein His-PLD.

Imunoblotovani bylo taktéz provedeno s pomoci anti-His primarni protilatky.
Vysledky poskytnuté pouzitim anti-His protilatky byly oproti pfedchozim vysledkiim
jednoznaéné (Obr. 11C). Po porovnéani vysledkli eluovanych proteini byla potvrzena
specifita anti-His protilatky, jelikoZ u negativni kontroly (Obr. 11C) nebyly Zadné pasy.
Hlavni pas vyskytujici se na Obr. X9C odpovida velikosti cilového proteinu His-PLD
(zhruba 98,6 kDa). Po porovnani vysledki Obr. 11A a 11C bylo potvrzeno, ze
imunoblotovani pomoci anti-His primarni protilatky bylo vice U¢inné neZ pomoci
anti-PLD primarni protilatky.

Pomoci imunoblotovani se specifickymi protilatkami jsme potvrdili pfitomnost
danych rekombinantnich proteint a to jak protein-specifickymi tak Tag-specifickymi
protilatkami, které poskytuji jasny dikaz o spravnosti pfipravenych rekombinantnich

proteint.
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Obrazek 11: Vysledek imunoblotovani se specifickymi protilatkami pro  pfipraveny
rekombinantni protein His-PLD. A: Analyza pomoci anti-PLD primarni protilatky. (1) frakce 5
obsahujici domnélou His-PLD, (2) frakce 6 obsahujici domnélou His-PLD, (3) negativni kontrola
obsahujici GST-MAPK3. B: Kontrola nanasky proteinu pomoci obarveni membrany Ponceau S.
C: Analyza pomoci anti-His primarni protilatky. (1) frakce 5 obsahujici domnélou His-PLD, (2)
frakce 6 obsahujici domnélou His-PLD, (3) negativni kontrola obsahujici GST-MAPK3. D:
Kontrola nanasky proteinu pomoci obarveni membrany Ponceau S.
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5 ZAVER

V teoretické Casti této bakalafské prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma
mitogenem aktivované protein kinasy (MAPK) se zaméfenim na Arabidopsis thaliana
MAPK3, MAPKG6 a Medicago sativa SIMK. Téma fosfolipasy D (PLD) se zaméfenim na
PLDal a propojeni mezi PLDal a MAPK3/MAPKG6. Nakonec bylo vypracovano téma
piipravy rekombinantnich proteint.

V praktické casti byla ovéfena spravnost ziskanych expresnich vektor pomoci
restrikéni analyzy. Hlavnim cilem byla ptiprava a purifikace rekombinantnich proteinti
GST-MAPK3, GST-MAPK®6, His-PLD, MBP-SIMK a GST-SIMK pomoci afinitni
chromatografie. Vysledky afinitni purifikace pfipravenych rekombinantnich proteint
byly kontrolovany pomoci SDS-PAGE a imunoblotovani se specifickymi protilatkami,
které potvrdili pfitomnost vSech pfipravenych variant rekombinantnich proteint.

Lze tedy konstatovat, Ze vSechny dané rekombinantni proteiny se podafilo vytvofit
v heterolognim bakteridlnim expresnim systému. Kromé jednoho rekombinantniho
proteinu (His-PLD) se purifikace povedla u vSech. V ptfipad¢ rekombinantniho proteinu
His-PLD je nutnd dal$i optimalizace metody purifikace, za ucelem dostani Cisté frakce
tohoto proteinu. Ziskané rekombinantni proteiny budou nasledné slouzit pro zavedeni a
vyuzivani metody zndmé jako ,.in vitro kinase assay*, diky které 1ze dokazovat mozZné

fosforylace proteinu danymi kinasami.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A. thaliana
ABA
AMP

APS

CBF

ICE1
CDK
CLK

E. coli
ETI

GSK3
GST
IPTG

JA

LB

M. sativa
MAMP
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MAPKKKK
MBP
MEK
MEKK
MIP
MKK
MMK
MPK
0OD600
PA

Arabidopsis thaliana
kyselina abscisova
ampicilin
peroxodisiran amonny
z angl. C-repeat-binding factors
CBF exprese 1
cyklin-dependentni kinasy
CDK-like kinasa
Escherichia coli
efektorem spusténd imunita
glykogen syntaza kinasa 3
Glutathion-S-transferasa
isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid
kyselina jasminova
médium pro kultivaci bakterii (z angl. Lysogeny broth)
Medicago sativa L.
molekulérnich vzory asociované s mikrobem
mitogen aktivovand protein kinasa
mitogen aktivovana protein kinasa kinasa
mitogen aktivovana protein kinasa kinasa kinasa
mitogen aktivovand protein kinasa kinasa kinasa kinasa
z angl. Maltose-binding protein
mitogen aktivovana protein kinasa kinasa
mitogen aktivovana protein kinasa kinasa kinasa
z angl. maximum intensity projection
mitogen aktivovand protein kinasa kinasa
Medicago MAPK
mitogen aktivovand protein kinasa

opticka hustota pfi 600 nm

kyselina fosfatidova

50



PAMP
PBS
PINI
PIP3
PL
PMSF
PTI
RLK7
RNAi
ROS
SAMK
SDS
SIM
SIMK
SIMKK
SOC
SPL
TEMED
TRIS
WRKY

molekularnich vzory asociované s patogenem
fostatovy puftr (z angl. Phosphate Buffered Saline)
z angl. peptidyl-prolyl cis/trans isomerase

z angl. Amp induced secreted peptide 3

fosfolipasa

fenylmethylsulfonyl fluorid

vzorem spusténa imunita

z angl. Receptor like kinase 7

RNA interference

reaktivni formy kysliku

stress-activated MAPK

dodecylsiran sodny

Mikroskopie se strukturovanym osvétlenim
salt-induced MAPK

SIMK kinasa

z angl. Super Optimal Broth

z angl. SQUAMOSA promoter-binding protein-like
1sopropanol, N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamin
tris(hydroxymetyl)aminometan

transkripéni faktory (pojmenované podle heptapeptidu
WRKYGQK)
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