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ABSTRAKT

Praca bola zamerand na moznosti vyuzitia vysokoucinného skriningu
(high-throughput screening, HTS) pre vyskum funkcie rastlinného hormonéalneho
receptoru AHK4. Pre stadium signalizacie receptoru AHK4 boli vyuzité baktérie
Escherichia coli (kmen KMI001), ktoré exprimuju B-galaktozidazu ako reportérovy
enzym v zavislosti na interakcii medzi receptorom a ligandom. Medzi hlavné vyhody
pouzitej HTS metody patri identifikécia agonistov, antagonistov a latok neinteragujdcich
S receptorom Vv jednom experimente amoznost' identifikacie faloSne pozitivnych
vysledkov (prevazne latok nartsajucich fluorescenéné stanovenie enzymatického

produktu 4-metylumbelliferon).

V experimentalnej Casti prace boli $tudované U¢inky 279 nezndmych latok
na receptor AHK4. Stucastou experimentu bola taktieZ bliZzSia charakterizacia vybranych
latok na receptor AHK4. Pre tento ucel bola naprogramovana metoda, ktora umoznila

riedenie latok s vyuzitim pristroja Nanodrop II.

Na zéklade analyzy dat bolo zistené, Ze vo vybranej €asti kniznice latok sa vyskytli
latky so Statisticky signifikantnym agonistickym alebo antagonistickym tu¢inkom, ktoré
ale nedosahovali G¢inok kontrolnych latok (tZ, ZOGA). V detailnejsej charakterizacii
latok zo skriningu bol v niektorych pripadoch potlaceny agonisticky G¢inok. Tento jav

bol pravdepodobne désledok absencie tZ, ktory bol pritomny v primarnom skriningu.

KPacdové slova: AHK4, Escherichia coli, skrining, Nanodrop |1, fluorescencia



ABSTRACT

The bachelor thesis is focused on the possibilities of using high-throughput
screening (HTS) for the research of plant hormone receptor AHK4 functions. For the
study of AHK4 receptor signaling was used Escherichia coli (strain KMI001) which
express B-galactosidase as a reporter enzyme based on the receptor-ligand interaction.
The main advantages of used HTS method include the identification of agonists,
antagonists and non-receptor interacting agents in one experiment and the possibility of
identifying false-positive results (predominantly fluorescence determination of the

enzyme product, 4-metylumbelliferon).

The effects of 279 unknown substances on the AHK4 receptor were studied in
the experimental part. A part of the experiment was also a closer characterization of
selected substances with agonist effect on the AHK4 receptor. Within this section,
a method has been developed that has allowed the dilution of selected 12 substances using

Nanodrop I1.

On the basis of data analysis, it was found that selected substances with
a statistically significant agonist or antagonist effect in the selected part of the substance
library did not achieve the effects of the control substances (tZ, ZOGA). In a more
detailed characterization of the screening agents, the agonist effect was suppressed in
some cases. This phenomenon was probably caused by the absence of tZ, which was

present in the primary screening.

Key words: AHK4, Escherichia coli, screening, Nanodrop 11, fluorescence
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1 UvOD

Rastlinné hormony, cytokininy, patria medzi latky so Sirokym spektrom tuéinku
(Hwang et al., 2012). Interakcia medzi horménom a receptorom spusta kaskadu dejov
a ovplyviiuje tak r6zne procesy v organizme. Dévodom pre zvySeny zaujem o vyskum
funkcie receptorov v désledku interakcie prave s cytokininmi je vplyv na rézne aspekty
rastlinného Zivotného cyklu. Medzi cytokininove receptory patri okrem iného AHK4,

ktory bol objaveny v rastline Arabidopsis thaliana (Suzuki et al., 2001).

Odlisné odpovede tohto receptoru na Struktarne odli$né latky umozinuju hl'adanie
variant, ktoré by dokazali nahradit’ alebo prekonat’ G¢inok doteraz znamych hormonov.
Vyskum receptoru AHK4 v dnesnej dobe ul'ahéuje fakt, ze bol metddami molekularnej
bioldgie preneseny do baktérie E. coli (Yamada et al., 2001). Pri vyuziti bakteridlneho
systému dochadza k eliminacii ¢asovo naro¢nej prace s rastlinnym materidlom (Spichal
et al., 2004). Tento bakterialny systém taktiez umoziuje realizaciu experimentov
s vyuzitim vysokouc¢inného skriningu (high-throughput screening, HTS), ktory prinasa

moznost testovat’ va¢sie mnozstvo latok za kratsi cas (Caraus et al., 2015).



2 CIELE PRACE

1. Vytvorenie literarneho prehl'adu zameraného na rastlinny hormonalny receptor
AHKA4

2. Skrining kniznice latok

3. Navrh metddy, ktora umozni automatickeé riedenie latok s vyuzitim pristroja
Nanodrop Il

4. Testovanie koncentra¢ného radu 12 vybranych latok

5. Analyza dat



3 LITERARNY PREHLAD

3.1 Cytokininy

Cytokininy su rastlinné hormény, ktoré sa zucastiiuji mnohych aspektov rastu
a vyvoja rastlin ako st napr. bunkové delenie, tvorba a aktivita apikalnych meristémov,
starnutie listov, mobilizacia zivin, kli¢enie semien, apikdlna dominancia a reakcie na

patogény (Mok a Mok, 1994).

Prirodzene sa vyskytujuce cytokininy patria medzi derivaty adeninu, Kktoré
v N8-pozicii disponuju postrannym retazcom (Veach et al., 2001). Na zaklade $truktiry
tohto retazca ich mézeme klasifikovat' ako aromatické alebo izoprenoidné. Sucast'ou
izoprenoidnych cytokininov si aj tzv. cytokininy zeatinového typu obsahujlce
izopentenylovy NO-postranny retazec, ktory sa moze vyskytovat v cis alebo trans
konfigurécii (Mok a Mok, 2001). Ako cytokininy mozu pdsobit’ napriklad aj derivaty
mocoviny (thidiazuron) (Kieber a Schaller, 2014). (Obr. 1)
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Obr. 1: Struktira adeninu, jeho vybranych derivatov — cytokininov a derivdtu mocoviny

(thidiazuron) (Vytvorené pomocou ChemSketch).
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3.1.1 Metabolizmus cytokininov

Existuju dva mozné spdsoby vzniku izoprenoidného retazca, ktory je sucastou
trans-zeatinu (tZ). Prvym spdsobom je metylerytritol fosfatova dréha (MEP),
vyskytujica sa v plastidoch. V MEP drédhe je produkovany dimetylalyl difosfat
(DMAPP), ktory za tucasti izopentenyltransferazy (IPT) vytvara izopentenyladenin
ribonukleotidy, ktoré su néasledne hydroxylované pre produkciu tZ. Vic¢sina tZ
v Arabidopsis thaliana je produkovana vyuzitim MEP drahy, zobrazenej na obrazku 2.
V druhom pripade je pre produkciu DMAPP prekurzoru vyuzivana mevalonatova draha,

ktora vo velkej miere sluzi pre produkciu cis-zeatinu. (Kasahara et al., 2004)
PT CYP735A 1 2
DMAPP + ATP —» iPRMP ——» t{ZRMP ——»{ZR——»{Z

Obr. 2: Produkcia tZ pomocou MEP drahy. Za ucasti IPT (izopentenyltransferdza)
vznikaju z DMAPP (dimetylalydifosfat) iPRMP (cytokininové nukleozid 5 -monofosfat
ribonukleotidy). Z nich pomocou dvojkrokovej reakcie vznikaju molekuly tZ. Reakcia je
katalyzovand 5 -ribonukleotid fosfohydroldzou (1) a adenozin-nuklozidazou (2)
(Sakakibara, 2006).

V ramci molekuly tZ moze dochadzat' k roznym modifikdciam postranného
retazca alebo k degradacii tZ. Medzi naj¢astejSie modifikacie postranného retazca tZ
patria redukcia na dihydrozeatin a konjugacia na O-glykozidy (Jameson, 1994).
K degradécii dochadza za ucasti cytokinin oxidazy, ktord odStepuje postranné ret'azce
z cytokininov nasledkom ¢oho vznika adenin a zodpovedajlci izopentenylovy aldehyd.

Degradacia vyznamne ovplyviiuje hladinu cytokininov u rastlin (Bilyeu et al., 2001).
3.2 Cytokininové receptory

Rastlinné receptory su proteiny, ktoré sprostredkovavaju prijem a prenos
hormonalnych signalov po interakcii s vhodnym ligandom. Receptory, ktoré v rastline
reaguju na pritomnost’ cytokininov, patria do skupiny Kkatalytickych receptorov
(Anantharaman a Aravind, 2001). Ich objav u Arabidopsis thaliana mal vel’ky vyznam
pre vyskum molekularneho mechanizmu pésobenia cytokininov (Lomin et al., 2012).
Rodina cytokininovych receptorov je tvorena tromi histidin kindzami: AHK2, AHK3
a AHK4 (nazyvany aj CREL alebo WOL1) (Yamada et al., 2001). Bolo dokazané, ze
posledna menovana sprostredkovava prenos signalu cytokininov cez membranu

endoplazmatického retikula v Arabidopsis thaliana (Caesar et al., 2011).
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Na zéklade porovnania sekvencii histidin kindz (NCBI) s vyuzitim nastroja
BLAST (Tab. 1), m6zeme ticto receptory povazovat’ za sekvenéne podobné na DNA aj
aminokyselinovej urovni z ¢oho je mozné usudzovat’ aj ich strukturnu podobnost’ (Stolz
etal., 2011).

Tab. 1: Porovnanie DNA a aminokyselinovych sekvencii receptorov AHKA4,
AHK3 a AHK2. Percenta vyjadruju identitu v rdmci porovnavanej dvojice.

Porovnanie DNA sekvencie AK sekvencie
AHK4 vs AHK3 55,8 % 65,6 %
AHK4 vs AHK?2 53,7 % 60,7 %
AHK3 vs AHK?2 54,5 % 61,5 %

Histidin kindzy obsahuju extracytozolicku ¢ast’ obsahujucu tzv. CHASE doménu,
ktora viaze cytokininy, lokalizovani na N-konci receptoru (Heyl et al., 2007;
Hothorn et al., 2011) a cytozolicka ¢ast’ pre vystup signalu (Anantharaman a Aravind,
2001). Po stranach tejto domény sa nachadzaju dve alebo viac transmembranovych

domén.

Za poslednou transmembranovou doménou sa Vv cytozolickej Casti vyskytuje
katalytickd doména s histidin kindzovou aktivitou. Pozostava z dimeriza¢nej domény
a fosfotransférovej domény viazucej ATP (Wolanin et al., 2002). V cytokininovych
receptoroch sa taktiez vyskytuje tzv. pseudo prijimacia doména, ktorej chybaju niektoré
vysoko konzervované aminokyseliny vyskytujuce sa v inych receptoroch (Maxwell
a Kieber, 2005). Na C-konci receptoru sa nachadza prijimacia doména s konzervovanym
aspartatom (Inoue et al., 2001). Prehl'ad usporiadania jednotlivych Casti receptoru
je znézorneny na obrazku 3.

TM
N -I- CHASE Hw His-kinaza (D) Akeeptor — C

/ /

Obr. 3: Struktiira cytokininového receptoru: N-koniec (N); transmembrdanova cast (TM);

CHASE doména; His-kinaza; konzervovany histidin (H); akceptor; konzervovany
aspartat (D); C-koniec (C); cytokininy; adenosintrifosfat (ATP); vysokoenergeticky fosfat
(P) (Lomin et al., 2012).

12



3.3 Prenos signalu

3.3.1 AHK4 kaskada

AHK4 receptor viaze nielen prirodné (trans-zeatin, cis-zeatin, kinetin atd’.), ale aj
syntetické cytokininy (benzylaminopurin). V biologickych procesoch nastavaju rozdiely
v odozvach receptoru AHK4 na jednotlivé cytokininy. Tieto rozdiely su spdsobené

odlisnou struktirou horménov (Inoue et al., 2001).

Prenos signalu je sprostredkovany tzv. dvojzlozkovym systémom (two component
system, TCS) (Brandstatter a Kieber, 1998). Signalna kaskada AHK4 je His — Asp
(fosfokaskada obsahujuca konzervované histidinové a aspartatové zvysky), na ktorej
zaciatku sa nachadza cytokininovy receptor sluziaci ako prevodnik signalu (Stock et al.,
1989). Dolezitou sucastou tejto drahy st fosfotransmitery (AHPS) sprostredkovavajuce
prenos fosfatovej skupiny z receptoru na regulator odpovede (ARR), ktorym je tato draha
ukoncena. Po naviazani cytokininu do vdzobného miesta CHASE domeny receptoru
AHK4 (Obr. 4A, 4B), dochédza k fosforylacii konzervovanych zvyskov histidin kinazy.
Fosfat je prendSany na konzervovany aspartitovy zvysok prijimacej domény histidin
kinazy (Obr. 5). Néasledne dochéadza k prenosu fosfatového signalu z konzervovaného
histidinového zvyS$ku na fosfotransmiter (AHPs), ktory migruje medzi cytoplazmou

a bunkovym jadrom. (Punwani et al., 2010, Lomin et al., 2012)

Obr. 4A: Model dimérnej konformacie CHASE domény receptoru AHKA4.
Modra — a helixy; zitd — f skladané listy; biela — slucky; cervena —tZ v CHASE doméne.
Obrazok bol vytvoreny pomocou softvéru PyMol (PDB ID: 4T3L).

Obr. 4B: Detail na vazobné miesto tZ v molekule AHK4.
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Po prenose fosfatovej skupiny na regulator odpovede moze dojst’ k nickolkym
odlisnym procesom. Charakter procesu zavisi od typu regulatoru odpovede. Typ A posobi
ako negativny reguldtor signalnej drahy cytokininov, zatial Co regulatory typu B
vyvolavaju expresiu cielovych génov (To et al., 2004). V signalnych drahach cytokininov
dochédza k vetveniu, z ktorého vyplyva vysoka variabilita fyziologickych dejov, ktoré
cytokininy ovplyvinuja (Kieber a Schaller, 2014).

S i — 0

Obr. 5: Prenos signéalu v AHK4 kaskade. Délezitou sucastou drdhy su fosfotransmitery

@ ARR typ A

‘— —> indicia

ARR typ B

(AHPs), ktoré sprostredkovavaju prenos fosfatovych skupin (P) na regulator odpovede
(ARR). Konzervovany histidin (H), konzervovany aspartat (D) (Mizuno a Yamashino,
2010).

Pre vyskum odpovede receptoru AHK4 na pritomnost’ cytokininov je klicova
jeho schopnost’ nad’alej poOsobit’ ako cytokininovy receptor aj v pripade, ze je

exprimovany v baktérii Escherichia coli (Suzuki et al., 2001).

3.3.2 Escherichia coli

Schopnost’ histidin kindz sprostredkovat’ odpoved’ na pritomnost’ cytokininov
bola dokéazana na zéklade charakterovej podobnosti signélnej kaskady receptoru AHK4

s Rcs signalnou dréhou prirodzene sa vyskytujacou v baktérii E. coli (Spichal, 2011).

Signalna draha Rcs zahfha tri komponenty: RcsC, YojN a RcsB. RcsC je
membranovo lokalizovana hybridna histidin kinaza, ktora obsahuje prijimaciu doménu.
YojN je Specificky, histidin  obsahujuci  transmiter, ktory  pozostava
z pseudo-his-kinazovej a typickej HPt domény. RcsB je transkripény faktor regulatoru
odpovede, ktory je schopny ziskat fosforylovant skupinu priamo z his-kinazovej
domény. Vysledkom prenosu signalu v kaskadde RcsC — YojN — RcsB je aktivacia cps
promotoru, ktory kéduje syntézu kapsularnych polysacharidov. (Mizuno a Yamashino,
2010)
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3.3.3 Bakterialny kmen KMI001

Pdvodné oznaenie kmena KMIO01 (Mizuno a Yamashino, 2010) je SRC122
(Suzuki et al., 2001). Kmen bol vytvoreny pre monitorovanie fosfokaskady
RcsC — YojN — RcsB s vyzitim B-galaktozidazovej aktivity (Mizuno a Yamashino,
2010).

Kmen KMIO01 obsahuje lacZ gén zacleneny do cps operonu a mutaciu AresC
(Takeda et al., 2001). Z mutacie ArcsC vyplyva, ze kmen neobsahuje rcsC gén, ktory
koduje receptor RcsC. Tento receptor je kl'aCovy pre aktivaciu cps promotoru. Baktérie
nie st bez receptoru RcsC schopné indukovat’ cps::lacZ gén (Sambrook a Russell, 2001).
Transforméciou vektoru nestceho gén pre receptor AHK4 do KMIO01 dochédza
kK obnoveniu signalnej drahy, ¢o umoziiuje podobnost’ receptoru AHK4 s pdvodnym

receptorom RcsC (Mizuno a Yamashino, 2010).

Po reakcii cytokininov s AHK4 dochadza k indukcii cps promotoru a naslednej
expresii B-galaktozidazy (Obr. 6). Tento efekt bol vyuzity vo viacerych vyskumoch.
V stadii z roku 2001, zaoberajucou sa signalnou drahou AHK4, vyuzili Suzuki et al.
bunky kmena SRCI122 (dnes oznacovany KMIO01). Pozorovali schopnost’ expresie
B-galaktozidazy v pritomnosti tZ alebo benzyladeninu. Kultivécia prebiehala pri 25 °C na
agarovych miskach obohatenych o X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galaktozyd),
ktory sa vyuziva ako indikator B-galaktozidazovej aktivity. Podobny system kultivacie
vyuzili aj Mizuno a Yamashino v §tidii z roku 2010. Obe tieto Studie potvrdili, zZe receptor
AHK4 exprimovany v baktérii E. coli je schopny nad’alej pdsobit’ ako cytokininovy
receptor.

Kmen KMIO01 bol taktiez vyuzity v pripade $tiidie z roku 2004 zaoberajlcej sa
odlisnou ligandovou S$pecifitou receptorov. AHK4 a AHK3. Baktérie E. coli boli
kultivované pri 25 °C vtekutom M9 médiu s pridavkom casamino kyselin. Ako
indikator B-galaktozidazovej aktivity bol vtomto pripade pouzity 4-MUG
(4-metylumbelliferyl-O-B-D-galaktozid). Aktivita B-galaktoziddzy bola sledovand na
zaklade merani fluorescencie (absorbéné maximum: 365 nm, emisné maximum: 460 nm).
Experiment ukazal, Ze receptor AHK4 vykazoval, v porovnani s receptorom AHKS3,
niekol’konasobne vyssiu senzitivitu na pritomnost’ cytokininov. Receptor AHK4 reagoval
najcitlivej$ie na tZ a izopentenyladenin. Dalej bolo potvrdené, Ze rozne zlueniny mozu
aktivovat’ odliSné receptory, ktoré nasledne pridruzenymi signalnymi drahami regulujt

Specifické procesy v rastline. (Spichal et al., 2004)
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Cytokininy

ResC AHK4

o (]

RcsB ¢

cps:lact

* Fluorescencia [365/460]

B-galaktozidaza \
\

\ /\
X-Ga/ \I-MUG ‘&
\
\
\

modré kolbnie
4-metylumbelliferyl galaktozid

Obr.6: Signalna draha E. coli KMIOO1. Absencia receptoru RcsC, vyvolana
pritomnostou mutacie ArcsC, je kompenzovand pritomnostou funkcne podobného
receptoru AHK4. Po aktivacii receptoru AHK4 cytokininom je signal prenasany cez
transmiter YojN na reguldtor odpovede RcsB. 'V pripade funkcnej signalnej drahy
dochadza k aktivacii cps promotoru, ktory kdduje B-galaktozidazu. f-galaktozidaza
je schopna Stiepit pridané substraty (X-Gal, MUG). Na zdklade Stiepenia
substratu  X-Gal vznika efekt modrého sfarbenia bakteridlnych kol6nii na
agarovych miskach (Mizuno a Yamashino, 2010). V' pripade Stiepenia molekuly
4-metylumbelliferyl-O-p-D-galaktozidu dochddza k vzniku fluorescencnej latky
4-metylumbelliferonu, ktora je  nasledne  detekovand  a kvantifikovana.
(Spichal et al., 2004)
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3.4 Vysokoucinny skrining (HTS)

HTS je metoda vyuzivana pre prehl'adavanie stiborov vel’kého mnoZzstva zlucenin,
ktoré su nasledne vyuzivané pre vyskum biologicky aktivnych zloziek (napr. toxiny,
enzymy, protilatky, lie¢iva). Jej hlavnou vyhodou je schopnost’ urychlenia testu tisicok
az milionov latok. Doélezitou sucastou vyskumného procesu su konkrétne technoldgie
skriningu a automatizacia. V skriningu mozu byt’, okrem iného, pouzité aj mikrotitratné
dosky. V dnesnej dobe su v testoch vyuzivané tri druhy mikrotitraénych dosiek, ktoré
podla poctu jamiek oznacujeme ako 96, 384 a 1536. (Szymanski et al., 2012; Inglese et
al., 2007)

Prudky rozvoj HTS je pozorovatelny aj na mnozstve a variabilite vyuZzitia vo
vyskume. Format pouzitych dosiek a technoldgia najcastejSic zavisia na pocte
testovanych latok a spésobe testovania (Inglese et al., 2007). V nasledujdcich prikladoch
vyuzitia HTS je mozné pozorovat' vyuzitie odlisného formatu mikrotitracnej dosky
(96, 384, 1536), v zavislosti na velkosti testovanej kniznice. Experimenty sa taktiez
odlisuju sposobmi detekcie, ktoré boli zvolené na zaklade pouzitého experimentalneho

usporiadania (Caraus et al., 2015).

Jednym z prikladov je vyskum zamerany na identifikaciu latok so $pecifickou
aktivitou proti virusu hepatitidy typu C. V tomto pripade prebehol skrining kniznice latok
(Diversity Set I1) pochadzajlcej z Amerického narodného institatu pre vyskum rakoviny
(The National Cancer Institute). V stadii boli pouzité 96 jamkové, rucne napipetované,
mikrotitratné dosky. Z 1974 prehladavanych latok bol s vyuzitim detekcie FRET
(Forsterov rezonan¢ny prenos energie) identifikovany uc¢inok 30 latok. Z tohto mnozstva
malo 13 latok od davky zavisli inhibi¢nu schopnost’. (Yu et al., 2012)

V d’alSej stadii boli na skrining 235 456 latok vyuzité 384 jamkové mikrotitratné
dosky. K pridaniu latok do dosiek bol vyuzity pipetovaci automat znacky Epson.
Kniznicu latok pre vyhl'adavanie inhibitorov flavivirusovej aktivity (rod virusov, ktoré
sposobuji napr. zItd zimnicu alebo horacku dengue) poskytlo New England Regional
Center for Excellence. V celkovom mnozstve latok sa vyskytlo 633 so schopnostou
vytesnit' guanosintrifosfat (GTP) z capickového enzymu virusu (inhibovali teda
fluorescenciu vo viac ako 50 % miere). Fluorescenény signal bol detekovany s vyuzitim
pristroja Envision 2103 Multimode (PerkinElmer). (Stahla-Beek et al., 2012)

Pre najdenie uc¢innych latok proti Mycobacterium tuberculosis (povodca

tuberkuldzy), s vyuzitim podobnosti s Mycobacterium bovis, bola prehladavana
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kniznica 1,94x10° latok. Pre tento ucel boli pouzité 1536 jamkové mikrotitraéné dosky
napiiané pomocou pristroja Echo 555. V tomto vyskume prebiehala kvantifikacia
luminiscencného signalu (pristroj Acquest). V kniznici pochadzajicej od firmy
GlaxoSmithKline bolo najdenych 62 000 primarnych latok s inhibi¢énym G¢inkom na rast
baktérii. (Ballell et al., 2013)

Na uvedenych prikladoch je vidiet' rozsiahlost’ problematiky HTS. Pri vyvoji
a optimalizacii HTS je potrebné riesit' vysokocitlivé testovacie systémy, Specifické
skriningové modely, kniznice s vel’kym obsahom komponentov, spdsoby detekcie, zber
dat a systémy spracovania dat. V ramci HTS je momentalne vyuzitelné vel’ké mnozstvo
analytickych metdd ako napriklad spektrofotometria, fluorimetria alebo nuklearna
magneticka rezonancia. Kazda z tychto metdd ma na zaklade odlisného spésobu detekcie
rozne moznosti aplikacie v rdmci HTS. Srozvojom novych technol6gii, napriklad
mikrocCipov, sa spravidla zvacsuje mnozstvo detekovanych vzoriek a skracuje sa Cas

trvania experimentu. (Liu et al., 2004)
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Pristroje

411 ThermoMixer C, Eppendorf

(-]
‘ °g° 2 lm‘i

Obr.7: Pristroj ThermoMixer C, Eppendorf

Pristroj (Obr. 7) bol vyuzity pre kultivaciu baktérii E. coli. Umozniuje simultannu

inkubaciu a pretrepavanie vzoriek v mikrotitra¢nej doske. K udrzaniu stabilnej teploty

bol vyuzity vyhrievany priklop (ThermoTop, Eppendorf, Nemecko).

Tab. 2: Zakladné technické Udaje pristroja ThermoMixer C, Eppendorf

Polomer pretrepavania:
Frekvencia pretrepavania:
Rozsah okruhu pretrepévania:
Presnost’ dosiahnutej teploty:

Rozsah nastavenia teploty:

1,5mm

300 — 3000 rpm

3 mm

max. £ 0.5 °C pri 20 - 45 °C
1°C-100°C
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4.1.2 Nanodrop I, BioNex Solutions

Obr. 8: Pristroj Nanodrop Il. A: premyvacia pozicia;, B,C,D,E: nasdvacia/vypustacia

pozicia

Pristroj umozituje presné pipetovanie malych objemov. Pracuje s viacerymi
formatmi mikrotitraénych dosiek (96, 384, 1536) a na pipetovanie vyuziva 8 kanalovi
hlavicu. Chyba pipetovania je menej ako v 10 % nad 100 nl, menej ako 7 % nad 200 nl
amenej ako 5 % nad 1 pl. Nanodrop II mé niekol'ko nasévacich a vypustacich pozicii.

Ich konkrétna poloha je viditeI'na na obrazku 8.

Pozicia A sluzi pristroju na premyvanie pipetovacich ihiel. Vhodné zaradenie
premyvacieho kroku v metode zabranuje kontaminacii vzoriek alebo pouZivanych latok.
V pozicii B a C je pristroj schopny nasavat’ a vypust'at’ pozadované objemy roztoku. Obe
pozicie umoziuju pouzitie vanicky alebo nadstavca na 200 pl PCR mikroskiumavky
(PCR-02-R). V kazdej z tychto pozicii sa nachadzaju dve pozicie, je teda mozné vyuzit’
dvojradovy nadstavec prave tak, ako v pripade pozicie B na obrazku 8. Pozicie D a E
sluzia taktieZ na nasavanie a vypustanie pozadovanych objemov. V tychto poziciach je
mozné pouzitie 96, 384 alebo 1536 jamkovych mikrotitracnych dosiek, popripade
podstavec na skumavky vo formate 96. Pri tvorbe metddy je nutné zohladnit’ rozmery
vkladanych dosiek a podstavcov.

Pristroj je podporovany softvérmi NanoPlayer© a Nanobuilder©. NanoPlayer©
je ur€eny priamym uZzivatelom pristroja Nanodrop II a umoZiuje vyuzivat vopred
vytvorené  metddy. Nanobuilder©  poskytuje  Siroké  portfolio  nastrojov
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pre programovanie Specifickych metod. Metody pouzité v experimente boli taktiez

vytvorené s vyuzitim tohto programu.

4.1.3 Infinite® M1000 PRO, Tecan
Pristroj (Obr. 9) je schopny poskytnit’ niekol’ko odlisnych technik merania:

e absorbancia

¢ intenzita fluorescencie

e luminiscencia

e Casovo rozliSeny fluorescenény prenos energie (TR-FRET)
e fluorescencna polarizacia

V nasom pripade bol vyuzity pre meranie optickej denzity a intenzity
fluorescencie. Pristroj dokadZe pracovat so Standardnymi 6 — 1536 jamkovymi

mikrotitracnymi doskami s maximalnou vySkou 23 mm (vratane viecka).

Pre skrining boli pouzité transparentné¢ 384 jamkové mikrotitracné dosky

(Corning, USA).

Obr. 9: Pristroj Infinite® M1000 PRO, Tecan
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4.2 Material

42.1 KMIO01

V experimentalnej Casti prace bol pouzity kmen KMIOO1 baktérie Escherichia
coli, ktory obsahuje vektor pIN Il AHK4 (Obr. 10.). Tento vektor obsahuje gény pre
rezistenciu voc¢i ampicilinu a tetramycinu, d’alej lac promotor, ktory umoziuje nasadnutie
polymeréazy a gén pre expresiu AHKA4.

lac promotor

AmpR promotor

Ampicilin

AHK4

pIN Il AHK4

10 025 bp

Tetramyvcin

Obr. 10: Schématické zobrazenie vektoru pIN 111 AHK4,
4.2.2 M9 médium

Ako kultivacné médium pre baktérie bolo pouzit¢é modifikované M9 médium
(zlozenie uvedené v tabulkach 3 a 4) s pridavkom ampicilinu a finalnym objemom 40 mi
(objem pre testovanie jednej experimentalnej a jednej referen¢nej dosky). Médium

pripravované pre koncentra¢ny rad agonistov neobsahovalo tZ.

Tab. 3: Zlozenie M9 média pre 40 ml

latka objem
MgSO4 80 ul
kovy 500x 16 pl
20% AMK 200 pl
505 100x 400 pl
soli 50x 800 pl
ampicilin 80 ul
tZ (1 mmol - I'Y) 2 ul
H20 38,5 ml
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Tab. 4: Jednotlive zlozky soli, kovov, 505 a findlne koncentracie pridavanych latok
(Studier, 2005).

soli 50x findlna koncentracia kovy 500x findlna koncentracia
NazHPO4 25 mmol - I FeCls 12,7 umol - I
KH2PO4 25 mmol - I MnCl; 13,2 pmol - I
NH,CI 50 mmol - It CoCl; 13,6 pmol - I
Na>SOs 5 mmol - I ZnS04 8,1 pumol - It
MgSO4 2 mmol - I NiCl, 7,7 umol - It
CaCl; 4,7 umol - It
505 100x findlna koncentréacia CuCl; 5,2 umol - I
glycerol 0,5% Na»SeOs 6,3 umol - I
glukoza 0,05 % H3BOs 4,6 umol - It

4.2.3 Testované latky

Kniznica latok bola skladovana v systémoch formatu 96 od firmy Micronic. Tento
systém disponuje skimavkami s unikatnymi 2D kodmi pre jednoduchs$iu manipulaciu
a vyhl'adavanie. Latky kniZnice pochadzaju z Univerzity Palackého v Olomouci (CR)

az dovodu ochrany dusevného vlastnictva, nedisponujeme d’al$imi informéciami.

V testovani koncentra¢ného radu bolo pouZitych 6 Standardnych horménov:

e trans-zeatin (t2) (OlChemIm s.r.0., Ceska Republika)
e cCis-zeatin (c2) (OIChemIm s.r.0., Ceska Republika)
e Kinetin (Kin) (Carl Roth GmbH, Nemecko)

e 2-izopentenyladenin (2-iP) (Carl Roth GmbH, Nemecko)
e benzylaminopurin (BAP) (Carl Roth GmbH, Nemecko)

e meta-topolin (mTOP) (Carl Roth GmbH, Nemecko)
4.3 Metody
4.3.1 Skrining

V experimentalnej Casti bol vykonany skrining troch mikrotitraénych dosiek
s latkami, skrining referen¢nych dosiek a meranie koncentraéného radu predpokladanych
agonistov receptoru AHK4. V pripade skriningu Casti kniznice prebehlo na zaciatku

experimentu preformatovanie zo skladovacieho systému formatu 96 do mikrotitracne;j
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dosky formatu 384. Kazd4 doska, ktord bola stcastou skriningu, teda obsahovala
4 technické opakovania pre konkrétnu latku. Kazda doska formatu 384 obsahovala okrem
93 skamanych latok aj 3 kontrolné latky: tZ (agonista), DMSO (rozpustadlo) a ZOGA
(antagonista).

Sucast’ou skriningu je taktiez referencna doska, prostrednictvom ktorej je mozné
detekovat’ vznik faloSnych vysledkov. Vyuzivaju sa dve merania fluorescencie. Prvé
prebieha po pridani uhli¢itanu sodného a sluzi pre identifikaciu latok, ktoré su pri danych
podmienkach fluorescencné. Druhé meranie prebieha po pridani 4-MU
(4-metylumbelliferon) a slazi pre sledovanie interferencie latok stymto produktom

B-galaktozidazovej reakcie.

4.3.1.1 Experimentalna doska
Experiment zahfnal nasledujuce kroky:
1. Pipetovanie 300 nl (5 mmol - I'Y) skimanych latok do 384 jamkovej
mikrotitra¢nej dosky pomocou pristroja Nanodrop II.
2. Priprava 40 ml M9 média. Pre umoznenie detekcie latok s antagonistickymi
uc¢inkami je pridavany tZ (finalna koncentracia 50 nmol - I%).
3. Inkubécia zmrazenej detekénej kultiry na 'ade (10 min).

4. Pipetovanie detekénej kultiry do M9 média a nasledné premiesanie.

o

Pipetovanie M9 média s E. coli do mikrotitraénej dosky s latkami (30 ul do

kazdej jamky) s vyuZitim pristroja Nanodrop II.

Meranie absorbancie pristrojom Infinite® M1000 PRO (ODs0o).

Aplikécia parafinovej pasky na okraj dosky pre zabranenie vyparovaniu.

Kultivacia v pristroji ThermoMixer C (1 400 rpm, 25 °C, 5 hod).

Meranie absorbancie pristrojom Infinite® M1000 PRO (ODs0o).

10. Pipetovanie substratu 4-MUG do mikrotitra¢nej dosky pomocou pristroja
Nanodrop Il (500 nl do kazdej jamky).

11. Inkubécia v pristroji ThermoMixer C (1 400 rpm, 37 °C, 30 min).

12. Pipetovanie 1,2 mol - I'* uhligitanu sodného do mikrotitraénej dosky pomocou

© © N o

pristroja Nanodrop Il (9 ul do kazdej jamky).
13. Meranie fluorescencie pristrojom Infinite® M1000 PRO (ex. 365 nm,
em. 448 nm).
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4.3.1.2 Referen¢na doska

Priprava referen¢nej dosky a kultivacia ma rovnaky priebeh ako pri skriningu

experimentélnej dosky (body 1-8). Nasledujuce kroky su:

9. Pipetovanie 1,2 mol - I'* uhli¢itanu sodného do mikrotitraénej dosky pomocou
pristroja Nanodrop 11 (9 ul do kazdej jamky).

10. Meranie fluorescencie pristrojom Infinite® M21000 PRO (ex. 365 nm,
em. 448 nm).

11. Pipetovanie fluorescenéného §tandardu 4-MU (6 mmol - I'Y) do mikrotitraéne;
dosky pomocou pristroja Nanodrop 1l (500 nl do kazdej jamky).

12. Meranie fluorescencie pristrojom Infinite® M1000 PRO (ex. 365 nm,
em. 448 nm).

4.3.1.3 Meranie koncentraéného radu

Skrining kniznice latok poskytol informacie o schopnosti testovanych latok
vyvolavat’ odpoved receptoru AHK4. Pre blizSiu charakterizaciu efektu niektorych latok
boli vytvorené koncentra¢né rady 6 znamych horménov a 6 latok, ktoré po analyze dat
z primarneho  skriningu vykazovali agonisticky G¢inok. V pripade merania
koncentraéného radu bol postup identicky ako v pripade skriningu kniznice latok.
Jedinym rozdielom je absencia tZ v M9 médiu, nakolko sa nejednalo o sledovanie

antagonistov.

4.3.2 Analyza dat

Analyza dat prebehla s vyuzitim tabulkového editoru Excel. Sady hodnét na
zaciatku obsahovali 384 hodnét (pre kazdu z 96 latok boli merané 4 hodnoty).

4.3.2.1 Experimentalna doska
Déta ziskané skriningom kniznice boli podrobené analyze, v ktorej boli pouzité
namerané hodnoty absorbancie (ODsoo) po 5 hodinovej kultivacii a hodnoty

fluorescencie. Analyza zahtnala tieto kroky:

1. Uprava nameranych hodndt absorbancie
- odpocet hodnoty blanku 0,04 od kazdej hodnoty absorbancie (tito hodnotu

pristroj nameria v ¢istej mikrotitra¢nej doske s médiom).
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2. Vypocet priemernej hodnoty absorbancie pre kazdu latku.

3. Vypocet podielu nameranej hodnoty fluorescencie a priemernej hodnoty
absorbancie pre konkrétnu latku (RFU/ODegoo).

4. t-test

- Porovnanie dat kazdej latky so $tandardom (DMSO).

- Dvojstranny t-test (sledovanie nérastu aj poklesu hodnoét).

- Identifikacia statisticky vyznamne odlisnych hodnét.

5. Stanovenie p-hodnoty
- Bonferroniho korek¢na metdda
6. RozliSenie latok na neutrdlne a Statisticky vyznamné

- Porovnanie vysledku t-testu s korigovanou p-hodnotou.

- Ak je hodnota t-testu vyssia ako korigovana p-hodnota, je mozné oznadit’
latku ako Statisticky nevyznamnu.

- Ak je hodnota t-testu nizsia ako korigovana p-hodnota, je mozné oznacit’
latku ako Statisticky vyznamn.

-V pripade, Ze st priemerné hodnoty RFU/ODeqo Statisticky vyznamnej
latky vysSie ako priemerné hodnoty RFU/ODsgo Standardu (DMSO),
oznacujeme latku ako agonistu.

-V pripade, Ze st priemerné hodnoty RFU/ODeqo Statisticky vyznamne;j
latky nizsie ako priemerné hodnoty RFU/ODeoo $tandardu (DMSO),
oznacujeme latku ako antagonistu.

7. Vytvorenie grafického zobrazenia vysledkov.

4.3.2.2 Referenéna doska

Déta ziskané skriningom referen¢nej dosky boli podrobené analyze, v ktorej boli
pouzité namerané hodnoty absorbancie (ODsoo) experimentalnej dosky po 5 hodinovej
kultivacii a hodnoty fluorescencie v referen¢nej doske pred a po pridani 4-MU. Analyza
zahfnala tieto kroky:

1. Uprava nameranych hodndt absorbancie

- Odpocet hodnoty blanku 0,04 od kazdej hodnoty absorbancie (tito
hodnotu pristroj nameria v ¢istej mikrotitraénej doske s médiom).

2. Vypocet priemernej hodnoty absorbancie pre kazdu latku (z merani ziskané

vzdy 4 hodnoty).
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3. Vytvorenie grafického zobrazenia vysledkov.

. Vypocet priemernej hodnoty fluorescencie nameranej v jamkach pre kazdu
latku.

. Vypocet interferencie s 4-MU

- Odpocet priemernej hodnoty fluorescencie nameranej v jamkach s DMSO
od priemernej hodnoty fluorescencie nameranej v jamkéach konkrétnej
latky.

. Vytvorenie grafického zobrazenia vysledkov.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Skrining kniZnice latok

Cielom skriningu kniznice latok bolo poskytnut' informacie o schopnosti
testovanych latok, vyvolavat' odpoved receptoru AHK4. V ramci tejto prace boli
testovane tri experimentalne dosky, spolu teda 279 neznamych latok. Simultanne
s experimentalnymi doskami prebiehalo testovanie troch referen¢nych dosiek, ktoré
sluzia K ur¢eniu fluorescen¢énych vlastnosti testovanych latok, ¢o ul'ahéuje identifikéciu

faloSnych vysledkov.

V pripade experimentalnych dosiek boli latky po analyze dat rozdelené do troch
skupin (agonisti, antagonisti a latky neinteragujlce s receptorom za danych podmienok).
Toto rozdelenie bolo vytvorené na zaklade porovnania RFU/ODsgo sledovanych latok

a odozvy pre DMSO (rozpustadlo).

V grafoch (Obr. 11-13) bolo celkovo uréenych 26 latok s agonistickym tu¢inkom
(zelené sfarbenie). Kontrolou ktymto latkamje pre kazdy graf tZ (kontrola
s agonistickym ucinkom, ¢islo 94), ktory vykazuje omnoho vys$iu aktivitu ako zvy$né
latky. Dalsou skupinou, ktora obsahuje 23 latok, su latky s antagonistickym téinkom
(Cervené sfarbenie). V tomto pripade je kontrolou pre tieto latky ZOGA (kontrola
s antagonistickym ucinkom, ¢islo 95). Opét je evidentny vyrazny rozdiel medzi Gt¢inkom
kontroly a véacsinou latok. V grafe na obrdzku 13 je mozné pozorovat vyrazny
antagonisticky ucinok latky ¢islo 23. Po kontrole tohto vysledku s Gdajmi o raste baktérii
(Obr. 16A) ale nie je mozné vysledok povazovat’ za relevantny, nakol’ko sa negativne

ovplyvneny rast baktérii prejavil nizkymi hodnotami fluorescencie.

Posledna skupina obsahuje 230 latok neinteragujdcich s receptorom (Sedé
sfarbenie). VicSina latok sa pohybuje v blizkosti hodnot Standardu (DMSO, ZIté
sfarbenie, Cierna linia, ¢islo 96), nemaju teda na receptor AHK4 vyznamny uéinok.
Zaradenie latok s vy$Sou alebo nizSou hodnotou podielu RFU/ODeoo medzi latky
neinteragujuce s receptorom je dosledkom Statistického spracovania dat, ktoré bolo
vykonané za ucelom odliSenia Statisticky vyznamnych hodndt (vid. 4.3.2.1.

Experimentalna doska).
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Obr. 11: Graf hodnét (RFU/ODeoo) experimentalnej dosky ¢. 1. pre 93 nezndmych latok, tZ (kontrola s agonistickym ucinok, 94), ZOGA (kontrola
S antagonistickym ucinkom, 95), DMSO (Zlté sfarbenie, cierna linia), ldtky s agonistickym wcinkom (zelené sfarbenie), latky s antagonistickym
ucinkom (Cervené sfarbenie), latky neinteragujice s receptorom (Sedé sfarbenie). Kazdy stlpec reprezentuje priemer zo 4 hodnaot.
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Obr. 12: Graf hodndt (RFU/ODeoo) experimentdlnej dosky ¢. 2. pre 93 neznamych latok, tZ (kontrola s agonistickym ucinok, 94), ZOGA (kontrola
S antagonistickym ucinkom, 95), DMSO (Zlté sfarbenie, Cierna linia), ldtky s agonistickym ucinkom (zelené sfarbenie), latky s antagonistickym
ucinkom (Cervené sfarbenie), ldatky neinteragujiice s receptorom (Sedé sfarbenie). Kazdy stlpec reprezentuje priemer 20 4 hodnot.
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Obr. 13: Graf hodndt (RFU/ODeoo) experimentdlnej dosky ¢. 3. pre 93 neznamych latok, tZ (kontrola s agonistickym ucinok, 94), ZOGA (kontrola
S antagonistickym ucinkom, 95), DMSO (zlté sfarbenie, cCierna linia), ldatky s agonistickym ucinkom (zelené sfarbenie), latky s antagonistickym
ucinkom (Cervené sfarbenie), latky neinteragujuce s receptorom (Sedé sfarbenie). Kazdy stlpec reprezentuje priemer zo 4 hodnot.
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V pripade referen¢nej dosky prebehlo prvé meranie fluorescencie po pridani
uhli¢itanu sodného. Toto meranie sluzi pre identifikaciu latok, ktoré maju schopnost’
fluorescencie v zasaditom prostredi. V naSom pripade sa medzi meranymi latkami
nevyskytla ziadna latka s touto vlastnost'ou, nakol’ko v porovnani s meranymi hodnotami
fluorescencie v experimentéalnej doske (rady tisicok) nie st nami namerané hodnoty

povazované za signifikantné.

Druhé meranie fluorescencie v referen¢nej doske je prevedené po pridani
fluorescenéného Standardu, 4-MU (Obr. 14B, 15B, 16B). V tomto kroku je sledovany
pokles intenzity emitovaného svetla vplyvom pritomnosti neznamej latky oproti kontrole
(DMSO). Na zéklade zvolenych kritérii boli ako vyznamné zhasinac¢e fluorescencie
oznacené 3 z testovanych latok (Obr. 14B — ¢islo 71, Obr. 15B — ¢islo 1 a 39).

Pomocou grafov na obrazkoch 14 az 16 je mozné vo vysledkoch
z experimentalnej dosky zohl'adnit’ schopnost’ skimanych latok ovplyviiovat rast baktérii
a uhasinanie fluorescencie 4-MU. Na oba vplyvy bola empiricky zvolena hranica 30 %
nad a pod odozvu DMSO (rozpust'adlo).

Pre identifiké&ciu latok, ktoré maju vplyv na rast baktérii slizia namerané data
absorbancie po 5 hodinach, ktoré pochadzaju z experimentalnej dosky (Obr. 14A, 15A,
16A). Rast baktérii bol v siedmich pripadoch ovplyvneny negativne, ¢o znamena, Ze
doslo k potlaeniu rastu baktérii. Spomaleny rast mohol byt spdsobeny toxicitou
skimanej latky pre bakteridlny systém. V 6smich pripadoch mali latky na zéaklade
zvolenych kritérii pozitivny vplyv na rast baktérii.

Z experimentu vyplyva, Ze pouzita metdda umoZiuje detekciu latok
s agonistickym a antagonistickym u¢inkom, rovnako ako aj latok neinteragujtcich
s receptorom AHK4 v jednom experimente. Velkou vyhodou je pouzitie referenénej
dosky, ktora umoznuje identifikaciu latok fluoreskujdcich pri podmienkach stanovenia
4-MU a latok zhasajucich fluorescenciu 4-MU. Hranica vplyvu latok na rast baktérii
(30 % nad a pod odozvou DMSO) pouzita v naSej analyze vychadza z faktu, Ze expresiou
B-galaktozidazy doch&dza k prirodzenému potlaceniu rastu bakterialnej kultury. Tento
efekt ma aj kontrola s agonistickym uc¢inkom na receptor (tZ), ktora by sme pri znizeni
30 % hranice oznacili ako falo$ny vysledok. Rozdiel vo vysledkoch by mohol vzniknat
pri zmene pouzitej hranice, ktora by spdsobila zmeny v pocte latok so signifikantne
preukazatelnym uG¢inkom na receptor AHK4. V pripade, Ze by bola hranica zniZena,

pocet signifikantnych vysledkov by sa zvysil a naopak.
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Obr. 14A: Graf vplyvu testovanych latok na rast E. coli pochddzajici z dosky cislo 1. Cervend a oranzova linia zobrazujii 30 % -n( hranicu
odvodenii od stlpca ¢islo 96 (DMSO).
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Obr. 14B: Graf interferencii testovanych latok s 4-MU pre dosku cislo 1. Graf znazornuje data po odpocitani priemernej fluorescencie

kontrolnej jamky (stipec ¢. 96) obsahujiicej DMSO od ostatnych latok. Cervené linie predstavujii empiricky nastavenii hladinu 30 %.

33



0.250 i
T I

0.200

"
'
]
1
]
|
]
1
1
]
1
[}
1
1
4 l
1
1

0.150
0.100
0050 I i
0.000 B

1234567 89101112131415161718192021222324252627282930313233343536373839404142434445464748455051525354555657585560616263646566676869707172737475767778798081828384858687888990919293949596

Testované latky

Rast E. coli
ODSOO

Obr. 15A: Graf vplyvu testovanych latok na rast E. coli pochddzajiici z dosky ¢islo 2. Cervend a oranzova linia zobrazujii 30 % -n hranicu
odvodenii od stlpca ¢islo 96 (DMSO).
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Obr. 15B: Graf interferencii testovanych latok s 4-MU pre dosku cislo 2. Graf zndzoriuje data po odpocitani priemernej fluorescencie

kontrolnej jamky (stipec ¢. 96) obsahujiicej DMSO od ostatnych latok. Cervené linie predstavujii empiricky nastavenii hladinu 30 %.
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Obr. 16A: Graf vplyvu testovanych latok na rast E. coli pochddzajiici z dosky ¢islo 3. Cervend a oranzova linia zobrazujii 30 % -n hranicu
odvodenii od stlpca ¢islo 96 (DMSO).
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Obr. 16B: Graf interferencii testovanych latok s 4-MU pre dosku ¢islo 3. Graf zndzoriuje data po odpocitani priemernej fluorescencie

kontrolnej jamky (stipec ¢. 96) obsahujiicej DMSO od ostatnych latok. Cervené linie predstavujii empiricky nastavenii hladinu 30 %.
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5.2 Koncentraény rad 12 agonistov

Skrining kniznice latok poskytol informéacie o schopnosti testovanych latok,
vyvolavat’ odpoved’ receptoru AHK4. Na zaklade tychto informacii prebehlo rozdelenie
testovanych latok do troch skupin (agonisti, antagonisti a latky neinteragujlce
s receptorom). Pre praktické vyuzZitie s najzaujimavej$ou skupinou latky s agonistickymi
vlastnostami. Z celkovej kniznice meranych latok bolo vybranych 6 agonistov receptoru
AHKA4. Druha skupina $iestich latok obsahovala cytokininy, u ktorych su agonistické
vlastnosti zname. Pre bliz$iu charakterizaciu latok, bol vytvoreny koncentra¢ny rad

12 testovanych latok. Zasobné koncentracie boli nasledovné:
1; 5; 10; 50; 100; 500; 1 000; 5 000 pmol - I
Hodnota najvyssej koncentracie (5 mmol - I'Y) bola prevzata z pouzivanej koncentréacie
latok v skriningu kniznice.
Cielom tohto experimentu bolo zistit, v akych koncentraciach su latky este

schopné vyvolat' odpoved’ receptoru AHK4. Stcastou experimentu bolo vytvorenie

metddy, ktora by umoziovala riedenie latok s vyuzitim pristroja Nanodrop II (Bionex

Solutions).
(1 Nanobuilder [Nanodrop] - Strip.s
File Edit View Execute Service Maintenance Favorites Help . - ) )
= = — =-- ﬁ nasaj z stripu 4
D& | H| | H| W [ @+ 9| 8 pll T T, .
New | Open | Save | Play | Stc suse | Single Step | Up | Down | Delete eEplateiposilonior aspirate
— - o Aspirate Air-Gap
B System Configuration ﬁ% 96 - strip j : R
o )? Aspirate Liquid
e Set System Pressure = @ Latky ) sl i
. @ Custor Userintérace : B Get plate position for aspirate ._;g - P _ g =yrng
: / Aspirate Air-Gap S \3 Rinse Tips
% [j MessageBox =4 v g
q ﬁ - ~|2] Define Variable f Aspirate Air-Gap
e ‘ ’ f Aspirate Liquid - f\ Aspirate Liquid
' Deﬁ-ne Var-lable . 5’ Pre-Dispense by Volume - é Pre-Dispense by Volume
5 }# Aspirate Air-Gap : Increment a Variable i & 10u
f Aspithe Liquid = ﬁ 1 e r Get plate position for dispense
= i : Get plate position for dispens 4
= ﬁ St:-:p Comamer i 1= ERR g é Dispense Volume
|29 Get plate position for dis - g Dispense Volume = ;
i . - ’ - %4 Incrementa Variable
T | Dispense Volume - -- Increment a Variable : i
& , - g 500u B g 5u
“| Decrementa Variable
_ - g 100u - g Tu
Eﬂ""ﬁ Step Container - ﬁ 50ux15 . ’:-fj] Oditud promyv
Eﬂ'""ﬁ Step Container =! ﬁ p[orlny-[j é Dispense Volume
& ﬁ Step Container ~ g Dispense Volume ‘@3 Eject Sysinge
Eﬂ"'-ﬁ Step Container ~{gf EjectSyringe \‘3 Rinse Ti
3 f Aspirate Air-Gap A
- ﬁ Step Container f : g - f Aspirate Air-Gap
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EEI-»'-% Step Container s b o ¢ ;
: _ . e "‘}3 Wash Tips = Dispense Using Syringe
;%éj EjectSyiinge : “\3 Rinse Tips : \3 Wash Tips
b \i EjectWash Rinse [j MessageBox §3 Rinse Tips

Obr. 17: Nanobuilder© softver. Metoda pre riedenie 8 latok.
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5.2.1 Vytvaranie metddy v programe Nanobuilder©

Naprogramovanu metodu je mozné vidiet’ na obrazku 17. Kazdy z krokov, ktoré
sa v metode nachadzaju, mé svoje vlastné nastavenia a moznosti, ktoré je potrebné
vyplnit. Prvé dva body (System Configuration a Set System Pressure) je potrebné vlozit
na zaCiatok kazdej metddy (definuje model pristroja, premenné, dosky s ktorymi sa
v sekvencii pracuje a tlak hélia, ktory pésobi na systémovu kvapalinu). Bod Custom User
Interface sluzi pre upravu volitelnych hodndt. Polozka MessageBox moéze sluzit' ako
prerusovaci krok, ktory ndm umozni kontrolu sprdvneho rozlozenia potrebnych sucasti
metody pred jej samotnym zaciatkom. Tato polozka vSak nie je pre spravny chod metody

nevyhnutna.

Cast’ metody pod oznatenim DMSO obsahuje kroky na zéklade ktorych pristroj
pipetuje jednotlivé objemy DMSO do PCR stripov ulozenych v nadstavci formatu 96.
Prikaz Define Variable je dolezitou informaciou pre systém, pomocou ktorej definujeme
poziciu, v ktorej pristroj vykona konkrétny krok. Nésledne dbjde k nasatiu potrebného
objemu DMSO (Aspirate Air-Gap, Aspirate Liquid). Podzlozky (Step Container)
obsahuju prikazy pre presun pipetovacej hlavice do definovanej pozicie nad PCR stripy
(Get plate position for dispense, Decrement a Variable) a vypustenie konkrétneho objemu
latky (Dispense Volume). Prikazy Eject Syringe a Eject wash rinse sluzia pre vypustenie

zvy$ného objemu, ktory nebol pipetovany do mikroskiimaviek.

Druhu ¢ast’ metody tvoria prikazy nachadzajuce sa pod nazvom 96-strip. V tejto
Casti dochadza k nasatiu skimanych latok zo skladovacieho systému formatu 96 (séria
prikazov Get plate position for dispense az Increment a Variable) a naslednému
vypusteniu pozadovanych objemov do PCR stripov s uz obsahujicimi DMSO.
V podzlozkach oznacenych pre lepSiu orientaciu pozadovanym objemom sa opit
nachadzaju tri prikazy, na zéklade ktorych méa pristroj definované pozicie (Get plate
position for dispense, Increment a Variable) a taktiez vypusti do mikroskimavky
pozadovany objem latky. V podzlozke promyti sa nachadzaju kroky premyvacieho
procesu (Eject syringe az Rinse Tips), ktorym sa zabrani vzajomnej kontaminécii latok.
Message Box sluzi v tomto pripade ako preruSenie pipetovania, nakolko je potrebné,

premiesat’ doteraz vytvorené roztoky.

Nasledujuca podzlozka obsahuje kombinaciu krokov, na zéklade ktorych pristroj
naberie pozadovany objem z PCR stripu s koncentraciou 50 pmol - 1" pripravenou

v predchadzajicej Casti metody a bude pokracovat’ v pipetovani definovanych objemov
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do ostavajucich PCR stripov s DMSO. Na z&ver metody pristroj presunie pipetovaciu
hlavicu nad pripravené mikroskimavky a vypusti zvy$ny objem latok. Séria prikazov
(Eject syringe az Rinse Tips) je su¢astou premyvacieho procesu.

Tvorba metédy v softvéri Nanobuilder je komplexny proces, ktory okrem
spravneho zoradenia jednotlivych prikazov vyzaduje aj detailné prednastavenie
parametrov ako sU hlavne objemy pipetovanych latok a rozmery pouzitych
mikrotitratnych dosiek a nadstavcov. V procese tvorby je dolezité zohl'adnit’ napriklad aj
pripadnd potrebu premiesania pripravovanych roztokov, ktoré ma pristroj aplikovat
dalej. Systém disponuje moznostou kontroly logického sledu a funkénosti krokov
v simula¢nom modde. Zavedeniu do praxe by v§ak mal pre vizualnu kontrolu celej metody

predchadzat’ prakticky test s neutralnou latkou (H20).

5.2.2 Prakticky priebeh metody

Metoda bola navrhnuta tak, aby pristroj Nanodrop Il rozpipetoval definované
objemy DMSO do PCR stripov umiestnenych v podstavci vo formate 96, ku ktorym boli
pipetované testované latky ¢&im doslo k vytvoreniu pozadovanych (zasobnych)
koncentraénych radov. Nasledne boli pripravené vzorky pipetované do mikrotitra¢nej
dosky formatu 384, kazda v Styroch opakovaniach. Kultivacia a meranie
experimentalnych dat prebichalo podl'a postupu popisaného v kapitole 4.3.1.1.

Experimentalna doska.

5.2.3 Vystup z experimentu

V grafe hodndt fluorescencie (Obr. 18) je mozné pri 6 Standardnych testovanych
hormonoch (tZ, cZ, Kin, 2-iP, BAP, mTOP) pozorovat’ stapajtci trend v stvislosti so
stpajucou koncentraciou hormdnov. Tento trend je mozné na zéklade porovnania
s vyskumom z roku 2004 oznacit’ za oCakavany (Spichal et al., 2004).

V pripade 6 agonistov vybranych z primarneho skriningu sa vysledky odlisuju.
Aktivitu preukazali iba tri latky (LGR-1814, LGR-2678 a LGR-2540). Tato aktivita vSak
bola nizSia ako aktivita tZ. Absencia u¢inku latky LGR-1814 v koncentracii
5 mmol - I* bola vyvolana nedostatoénym mnozstvom latky pouZitej pre tento experiment

(experiment prebiehal po ukonéeni skriningu kniznice l4tok).
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V pripade latok LGR-2678 a LGR-2540 je mozné efekt pozorovat’ len pri vysokej
koncentracii. Latky LGR-2631, LGR-3105 a LGR-3906 vykazovali v skriningu kniznice
latok agonistické vlastnosti, v tomto experimente je vSak evidentna absencia
agonistického efektu na receptor. Ta moze byt spOsobend napriklad absenciou tZ
v médiu, ktory sa, na rozdiel od postupu pre skrining kniznice, v naSom experimente
nenachadza. Je mozné, Ze tieto tri latky pdsobia ako agonisti len v spolupdsobeni s tZ.

Toto tvrdenie, ale nie je mozné na zaklade nasSich vysledkov potvrdit’.
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8 14000 —@—Kin

g 12000 3 2-iP

S 10000 —&—BAP

=}

%= 8000 @ —e— mTOP
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Obr. 18: Graf hodnét fluorescencie pre 6 Standardnych horménov a 6 latok z primarneho

skriningu.

Dalsie zavery ohladne latok s oznadenim LGR nie je mozné vyvodit,, pretoze
z dévodu ochrany dusevného vlastnictva nedisponujeme informaciami o Struktare latok.
Po uvolneni $trukturnych dat vybranych latok pochadzajucich z primarneho skriningu by
bolo mozné napriklad skiimat’ vplyv ich $truktirnych analdégov alebo derivatov. Takto
vytvorend sada novych latok by mohla disponovat’ potencialom pre objav latok
S vyraznejS$imi agonistickymi alebo antagonistickymi tu¢inkami na AHK4 receptor

v porovnani s pévodnymi latkami.
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6 ZAVER

V dobsledku interakcie medzi horménom a receptorom dochadza k fyziologickej
odpovedi organizmu, ktora najcastejSie vedie k transkripcii uréitého génu. Do skupiny
rastlinnych hormonov patria aj cytokininy, ktoré s na zaklade svojej Sirokospektralne;j
ucinnosti ¢astym objektom vyskumu. Prenos signalu v reakcii na pritomnost’ cytokininov
sprostredkovavaju v Arabidopsis thaliana receptory AHK4, AHK3 a AHK2. Schopnost’
receptoru AHK4 odpovedat’ na pritomnost’ cytokininov aj po jeho vneseni do baktérie
E. coli umoziiuje vyuzitie novych experimentalnych pristupov. Medzi tieto pristupy patri
napriklad aj vyuzitie vysokouc¢inného skriningu, na zdklade ktorého je mozné testovat’

vel'ké mnozstvo latok.

V tejto bakaléarskej préaci bola sledovand funkcia rastlinného hormonalneho
receptoru AHK4 na drovni jeho aktivacie v bakteridlnom systéme vplyvom interakcie
Casti kniznice neznamych latok. Metoda vyuziva expresiu B-galaktozidazy baktériami po
interakcii  receptoru  AHK4 s vhodnym ligandom, nasledkom ¢oho dochadza
k enzymatickej reakcii, v ramci ktorej P-galaktozidaza Stiepi substrat za vzniku
fluorescen¢ného 4-MU. Vyhodou tejto metddy je mensia ¢asova naro¢nost, nakolko
nevyzaduje pracu S rastlinnym materialom a jej pouzitie umoziuje identifikaciu
agonistov, antagonistov a latok neinteragujucich s receptorom v jednom experimente.
Dal$ou vyhodou metédy je implementacia tzv. referencnej dosky, ktora slizi pre
identifikaciu falo$nych vysledkov. Referen¢na doska umoznuje sledovat’ pritomnost

latok, ktoré nariSaju proces stanovenia 4-MU.

V experimentalnej Casti bol vykonany skrining ¢asti kniznice latok. Testovanych
279 latok bolo na zéklade vysledkov analyzy dat rozdelené na latky neinteragujlice
s receptorom a latky s agonistickym a antagonistickym u¢inkom. Z vysledkov testovania
celej kniznice latok, bolo nasledne vybranych 6 agonistov (spolu so 6 Standardnymi
hormonmi), u ktorych prebehla blizsia charakterizacia ich G¢inku na zaklade testovania

koncentra¢ného radu.

V ramci experimentu zameraného na blizSiu charakterizacia agonistov bola
naprogramovana metoda, ktora umoznila s vyuzitim pristroja Nanodrop Il automatické

riedenie latok do definovaného koncentraéného radu.

Statisticka analyza dét zo skriningu ukéazala, ze v testovanej ¢asti kniznice latok

sa vyskytli latky so signifikantnym agonistickym alebo antagonistickym ucinkom.
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Tieto latky ale nedosahovali u¢innost’ kontrolnych latok (tZ, ZOGA). Pri blizsej
charakterizécii (koncentra¢né rady) bol v niektorych pripadoch pozorovany potlaceny
agonisticky uc¢inok. Pri¢inou tohto javu moéze byt absencia tZ, ktory, na rozdiel od

primarneho skriningu, nebol pritomny v médiu.

V pripade znalosti Struktur testovanych latok by bolo mozné, zamerat vyskum
napriklad na struktrne analogy a derivaty a potencionalne tak ziskat’ latky s vyraznej$imi

ucinkami na receptor AHK4.
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8 ZOZNAM OBRAZKOV

Obr. 1: Struktira adeninu a jeho vybranych derivatov — cytokininov.
Obr. 2: Produkcia tZ pomocou MEP dréhy.

Obr. 3: Struktira cytokininového receptoru.

Obr. 4A: Model dimérnej konformacie CHASE domény receptoru AHK4.
Obr. 4B: Detail na strukttru tZ v molekule AHK4.

Obr. 5: Prenos signalu v AHK4 kaskéade.

Obr. 6: Signélna draha E. coli KMI001.

Obr. 7: Pristroj ThermoMixer C, Eppendorf.

Obr. 8: Pristroj Nanodrop 11, BioNex Solutions.

Obr. 9: Pristroj Infinite® M1000 PRO, Tecan.

Obr. 10: Schématické zobrazenie vektoru pIN 111 AHKA4.

Obr. 11: Graf hodn6t (RFU/ODsoo) experimentalnej dosky ¢. 1.

Obr. 12: Graf hodnét (RFU/ODego) experimentalnej dosky €. 2.

Obr. 13: Graf hodn6t (RFU/ODeoo) experimentalnej dosky €. 3.

Obr. 14A: Graf vplyvu testovanych latok na rast E. coli pochadzajici z dosky ¢islo 1.
Obr. 14B: Graf interferencii testovanych latok s 4-MU pre dosku ¢islo 1.

Obr. 15A: Graf vplyvu testovanych latok na rast E. coli pochadzajuci z dosky ¢islo 2.
Obr. 15B: Graf interferencii testovanych latok s 4-MU pre dosku ¢islo 2.

Obr. 16A: Graf vplyvu testovanych latok na rast E. coli pochadzajici z dosky ¢islo 3.
Obr. 16B: Graf interferencii testovanych latok s 4-MU pre dosku ¢islo 3.

Obr. 17: Nanobuilder© softvér.

Obr. 18: Graf hodnét fluorescencie pre 6 Standardnych horménov a 6 latok z primarneho

skriningu.
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