UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Lokalizace cytokininovych receptoru Arabidopsis

thaliana pomoci fluorescen¢niho znaceni

DIPLOMOVA PRACE
Autor: Bc. Karolina Kubiasova
Studijni program: B1406 Biochemie
Studijni obor: Biochemie
Forma studia: Prezenéni
Vedouci prace: RNDr. Ondrej Plihal, Ph.D.

Termin odevzdani prace: 30.4.2014



ProhlaSuji, Ze jsem diplomovou préaci vypracovala samostatné s vyznafenim vSech
pouzitych pramentll a spoluautorstvi. Souhlasim se zvefejnénim diplomové prace podle
zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych skolach, ve znéni pozdéjsich predpist. Byla jsem
sezndmena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zdkona

¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, ve znéni pozdéjSich predpisi.

V Olomouci dne 30.4.2014



Rada bych podé€kovala vSem, ktefi odbornou radou a pomoci ptispéli k realizaci
prezentované prace. V prvni fadé patii dik RNDr. Ondfeji Plihalovi, Ph.D. jako
vedoucimu diplomové prace za jeho vstficnost a poskytnuté cenné rady.

Laskavosti prof. RNDr. Jozefa Samaje, DrSc. z Oddéleni bunééné biologie Centra
regionu Hand pro biotechnologicky a zemédélsky vyzkum mi byl umoznén pfistup
K nezbytnému technickému vybaveni.

Dékuji také Mgr. Olze Samajové, Dr. za &as vénovany pomoci pii zpracovani
mikroskopickych fotografii.

Nelze opomenout pod&kovani kolektivu Oddéleni molekularni biologie za vytvoteni

pratelské atmosféry.



Bibliograficka identifikace
Jméno a pfijmeni autora Karolina Kubiasova

Nazev prace Lokalizace cytokininovych receptori Arabidopsis

thaliana pomoci fluorescen¢niho znaceni
Typ prace Diplomova

Pracovisté Oddé¢leni molekularni biologie, Centrum regionu
Han4d pro biotechnologicky a zemédélsky

vyzkum, Pfirodovédecka fakultra UP v Olomouci

Vedouci prace RNDr. Ondiej Plihal, Ph.D.
Rok obhajoby prace 2014
Abstrakt

Diplomova préce je zaméfena na studium lokalizace cytokininovych receptori pomoci
fluorescenéniho znaceni. V teoretické ¢asti byla provedena literarni reSerSe na téma
cytokininy, percepce cytokininii se zaméfenim na cytokininové receptory a jejich
lokalizaci a na téma malé organické fluorescenéni znacky. V praktické ¢asti byl
oveten expresni konstrukt 35S::AHK3-GFP a byly pfipraveny dva dalsi konstrukty
pomoci Gateway technologie (35S::AHK4-GFP a 35S::AHK4-RFP). Bunécné
suspenzni  kultury Arabidopsis LER byly transformovany prostfednictvim
A. tumefaciens nesouci piislusny konstrukt. V této praci se poprvé podaiilo odvodit
bunécnou suspenzi kulturu Arabidopsis LER stabilné exprimujici fluorescencné
znaeny receptor AHK3 pod kontrolou konstitutivniho promotoru. Byla potvrzena
lokalizace AHK3 a AHK4 receptorti v membrané endoplasmatického retikula. Jako
alternativni pfistup pro studium lokalizace cytokininovych receptorti byla vyvinuta
fluorescenéni sonda 1P-NBD. Kromé potvrzeni lokalizace na membranach
endoplasmatického retikula se v této praci podafilo ukézat, Ze cytokininové receptory
se pravdépodobné nachédzi i v ranych endosomech trans-Golgi sit¢, kde mohou

cyklovat mezi plasmatickou membranou a timto bunéénym kompartmentem.

Klicova slova cytokininy,  AHK3, CRE1/AHK4, lokalizace

receptort, fluorescenéni znaceni, GFP,



endoplasmatické retikulum, endosomy, brefeldin A,
FM4-64, 7-nitrobenzooxadiazol, konfokalni

mikroskopie, Gateway technologie
Pocet stran 95
Pocet ptiloh 0

Jazyk Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and Karolina Kubiasova
surname
Title Localization of cytokinin receptors in Arabidopsis

thaliana using fluorescent labeling
Type of thesis Diploma

Department Centre of the Region Hana for Biotechnological and
Agricultural Research, Faculty of Science, Palacky

University Olomouc

Supervisor RNDr. Ondfej Plihal, Ph.D.
The year of presentation 2014
Abstract

The practical part deals with the verification of expression construct
35S::AHK3-GFP. The two other constructs were prepared using Gateway technology
(35S::AHK4-GFP and 35S::AHK4-RFP). Arabidopsis LER cell suspension cultures
were transformed with the help of A. tumefaciens carrying appropriate construct.
In this thesis Arabidopsis LER cell suspension culture stably expressing fluorescently
labeled AHK3 receptor under the control of constitutive promoter was established
for the first time. Localization of AHK3 and AHK4 receptors in the membrane
of endoplasmic reticulum was verified. As an alternative approach for the study
of localization of cytokinin receptors the fluorescent probe iP-NBD was developed.
Using the above approches the localization of cytokinin receptors in the membrane
of endoplasmic reticulum was verified. In addition, it was also showed that cytokinin
receptors are located in early endosomes of the trans-Golgi network, where they can

cycle between the plasma membrane and this cell compartment.

Keywords cytokinins, AHK3, CRE1/AHK4, localization
of receptors, fluorescent labeling, GFP, endoplasmic
reticulum, endosomes, brefeldin A, FM4-64,

7-nitrobenzooxadiazole, confocal microscopy,



Gateway technology
Number of pages 95
Number of appendices 0

Language Czech



Obsah

(0 1 (< o) [ TSP RP PRI 10
TEOTEHICKA CASE ...ttt 11
1 CYTOKININY oo s 12
1.1 Struktura CYtOKININT ...eeiveieiiiieiiiie st 12
1.1.1 Cytokininy odvozené od adeninu ............cccovveiiieiiieiiniesicsseeeee 12
1.1.2 Cytokininy odvozené od fenylmoCoviny ........ccccvvvvriiieiiiiniiiiesiiiesnieens 13
1.2 BiologiCKeE fUNKCE.......coiiiiiiiiiii it 14
1.2.1  SENESCENCE ..ot s 14
1.2.2  ApiKaIni dOMINANCE.......coiiviiiiiie it 16
1.2.3  ReZENETaCe OTZANTUL......cueeruiiaiieiiiieiie e siee sttt nee s 16
2 CYTOKININOVA SIGNALNI DRAHA .....ccoooomiriiriiiirineinssiessi e 18
2.1  Mechanismus signalizace CYtOKININT .......cevveerreeiieeriieiie e 19
2.2 CytOKININOVE TECEPLOTY .uveririeiieririaieesieeeieesireaieesieeasseesseesreesneeesneesnneanneesnnas 20
2.3 AHP s 22
2.4 ARR .o 22
2.9 CRF 23
3 LOKALIZACE CYTOKININOVYCH RECEPTORU.........ccocoommrimrrinrrirrnrine 24
3.1 Intracelularni distribuce receptort a sledovani zmény lokalizace pomoci
fluorescencniho ZNACEN .........ocvviiiiiiicii e 25
4 FLUORESCENCNI ZNACKY ...ocvvoriiiiriirieiiisiiessiiss i 27
4.1  Fluorescencni ProteINY .......ccccviiviiieriiiiiiieiii st 27
4.2  Organické fluorescencni Znacky........ccocovvveiiiiiiiiiiiiise e 28
4.2.1 Organické fluorescencni znacky s emisi do 500 NM......cccovcevrveriiiiinienns 28
4.2.2  Organické fluorescencni znacky s emisi nad 500 nm..........c..cevvrviiienns 29
4.3  Fluorescencné znacené rostlinné hormony..........cccccvvoiiieniiiinicnieic e 31
EXperimentalng CAST........c.ooiiiiiieicicee e 33
5  MATERIAL A METODY ...t ssssssenens 34
.1 IMALETIAL .o e 34
5.1.1  ChemiKAIIC .....ccuveiiiiiiiieiicee e 34
5.1.2  PFStroJovEe VYDAVENT ....coiviiiiiiiiiiicicic e 36
5.1.3  KOMETCNT SOUPTAVY ...euvveiieiriiiiiiiieiiesiie ettt sttt 37
5.1.4 Biologicky materidl.........ccccoveriiiiiiiiiiie e 37
5.1.5 Standardy molekulovych hmotnosti ..........c.ccoovviiiiiiiiiiii 38

ST B Y = o] o VSO POTPTP 38



5.1.7  OligonukleotidOVE PIIMETY ....ccvviiiiiiiiiieiiiie st 41
TN IR T = (0 74 (0] 4V S POSURSSPSN 41
5.1.9  DalSi MAETIAL.....ceiuiiiiiiiiiiii e 44
ST |V 1< (0o Y2 USSR 45
5.2.1  Prace s MIKrOOrganiSIMY .........cccovveiieiiieieeiesieeseesie e se e see e see e e e 45
5.2.2  Prace s buné¢nymi suspenznimi kulturami Arabidopsis LER................... 46
5.2.3  Metody PracCe S€ SEIMEIMY ...cccuvviiiivieiiiieiiiiesieeesrreesbeeesbeeesbeesssreessinessnseees 48
9.24  Prace S DNA ..o 48
5.2.5  Prace s ProteINY......ccooiiiieieieieiieie et 55
5.2.6  Prace s konfokalnim mikroskopem a piiprava mikroskopickych preparati
57
B VYSLEDKY ..ooiouiiriereireeseeseessessseesesssse s ssssssssssssess s sssssssssssssesssassssssans 58
6.1  Ove¢reni plasmidového konstruktu 35S::AHK3-GFP.........ccocvvviiiiiiiniiie e,
6.2  Piiprava konstruktu 35S:: AHK4-GFP.......cccoiiiiiiii e
6.2.1  Amplifikace genu AHKA . ........ooi s
6.2.2 Priprava vstupniho vektoru pPDONR/Zeo:AHK4 ........cccoovviiiiiiiiiiniiien,
6.2.3  Priprava expresnich vektorti rekombinacni LR reakci ........ccooceeviiiiiinnnnnn.
6.3  Transformace bakterii Agrobacterium tumefaciens vektory 35S::AHK3-GFP,
35S::AHKA-GFP @ 35S AHKA-REP ...t
6.4  Izolace proteini a méfeni jejich koncentrace ...........ccovcvvveiiiieiiciiccc e
8.5 WESTEIM DIOT ...
6.6  Fluorescen¢né znaceny cytokinin iP-NBD a jeho vIastnosti............cccccverennnnne
6.7 Lokalizace cytoKininOVYCh r€CepOTT........ervieiiriiiieiiiie e
6.7.1 Lokalizace receptoru AHKS ........ccooiiiiiice e
6.7.2 Lokalizace receptoru AHKZ ........ccooieiiiiece e
6.7.3  Barveni bunéénych kultur Arabidopsis LER fluorescen¢né znac¢enym
CYLOKININEM IP-NBD........coiiiiiicieece ettt sae e
6.7.4  Negativni KONtroLY ......cooiviiiiiiic e
6.7.5 Kolokalizace receptoru AHK3 S iP-NBD.........ccccocviiiiiniiiiiciec e
6.7.6  Sledovani receptorti lokalizovanych na PM ..........cccociviniiiiiiii,
6.7.7  Sledovani naslednych zmén lokalizace fluorescen¢né zna¢eného
CYLOKININU IP-NBD .....ooiiiiiiii e
T DISKUSE ... bbbttt sttt re et e e 58
8 ZAVER ..ot 59
9 SEZNAM LITERATURY ..ottt st 61



Cile prace

1)

2)

3)

4)

Vypracovani literarni reSerSe na téma cytokininy a percepce cytokinind

se zaméfenim na cytokininové receptory.

Klonovani cytokininovych receptorti z Arabidopsis thaliana a pfiprava expresnich

konstruktli se znac¢enim pomoci GFP ¢i s jeho spektralnimi variantami.

Lokalizace piislusnych proteintt pomoci GFP v porovnani s ligandové-specifickou
lokalizaci receptori. pomoci fluorescenéné znaceného isopentenyladeninu

(iP-NBD).

Intracelularni distribuce HK receptorti a sledovani zmény lokalizace pomoci

fluorescenéniho znaceni.
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1 CYTOKININY

Cytokininy tvoii skupinu rostlinnych hormont, které hraji dulezitou roli pfi regulaci
bunééného cyklu a ovliviiuji mnoho ristovych a vyvojovych procest. Cytokininy byly
poprvé objeveny v laboratoii F. Skooga v 50. letech 20. stoleti a spolu s dal$imi
rostlinnymi  hormony (auxiny) stimuluji bunéné déleni a tvorbu Kkalusu
(Schmiilling, 2004).

Prvni objeveny cytokinin kinetin (6-furfurylaminopurin) byl izolovan C. Millerem
jako degradacni produkt DNA (Miller, 1955a, b). Pojmenovani je odvozeno od jeho
schopnosti vyvolavat bunétné déleni (cytokinezi). Prvnim identifikovanym piirodnim
cytokininem ziskanym z nezralych kukuficnych zrn byl trans-zeatin (trans-6-(4-
hydroxy-3-methylbut-2-en-1ylamino)-9H-purin) (Letham a Miller, 1965).

Cytokininy jsou pfitomny ve vSech rostlinnych pletivech a plsobi jiz pfi velmi
nizkych koncentracich (nmol-1""). Nachézi se pievazné v kofenové $picce, v nezralych
semenech nebo vrcholcich vyhonkt. DalSimi organismy, které produkuji cytokininy,
jsou cyanobakterie, patogenni rostlinné bakterie (Agrobacterium tumefacies,

Pseudomonas savastanoi) nebo hlenky (Dictyostelium discoideum) (Schmiilling, 2004).

1.1 Struktura cytokinini

Cytokininy se v rostlinnych pletivech vyskytuji nejen jako volné baze, ale
I v konjugované formé jako nukleotidy, nukleosidy a glykosidy. Bylo prokazano,
Ze cytokininové nukleobaze jsou prvotnimi ligandy pro cytokininové receptory, kdezto
jejich konjugaty se sacharidy (glykosidy) vykazuji aktivitu minimalni nebo nulovou
(Sakakibara, 2006).

1.11 Cytokininy odvozené od adeninu

Z chemického hlediska jsou pfirozend se vyskytujici cytokininy (CK) N°-substituované
derivaty adeninu. V zavislosti na struktufe postranniho fetézce, ktery je pfipojen na
dusikovy atom v pozici N®, je délime na dvé zakladni skupiny: isoprenoidni a

aromatické. Do prvni zmin&né skupiny fadime napiiklad N°-isopentenyladenin, cis-
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a trans-zeatin a dihydrozeatin. Mezi aromatické cytokininy pak patii naptiklad kinetin,
N°-benzylaminopurin, o-, m- a p-topolin (Obr. 1) (Romanov, 2009).

S oA S A
&y oy dn

N°-isopentenyladenin cis-zeatin trans-zeatin Dlhydrozeatln
(iP) (c2) (t2) (DHZ)

(/?OH (‘\—\o
HN HN HN
L, Y O
“\)NIN\> N ’;‘|\> W N\>

N®-Benzyladenin Topoliny Kinetin
(BA) (oT, mT, pT) (Kin)

Obr. 1: Cytokininy odvozené od adeninu a jejich struktury (v zdvorkdch jsou uvedeny béiné
pouzivané zkratky).

Isoprenoidni cytokininy jsou produkovany vyssimi rostlinami, mechy, fasami a také
patogennimi  rostlinnymi  bakteriemi  jako je  Agrobacterium  tumefaciens
nebo Rhodococcus fascians. Jejich endogenni hladina se 1i§i v zavislosti na druhu
rostliny, rostlinném pletivu a vyvojové fazi rostliny. Zastoupeni aromatickych
cytokininii neni tak hojné. Bylo zjisténo, Ze nejvyznamnéjSim zdrojem aromatickych
cytokininti jsou listy topolu (Strnad et al., 1992). Aromatické cytokininy byly nalezeny
také v jinych rostlinnych druzich, naptiklad v Chenopodium rubrum (Dolezal et al.,
2001) a Arabidopsis thaliana (Tarkowska et al., 2003).

1.1.2 Cytokininy odvozené od fenylmocoviny

Dnes se muzeme setkat i S cytokininy syntetickymi, které jsou strukturné odlisné, ale
také vykazuji vysokou biologickou aktivitu. Tuto skupinu latek reprezentuji napiiklad
thidiazuron, N,N’-difenylmocovina nebo N-fenyl-N’-(2-chlor-4-pyridyl)mo¢ovina
(Obr. 2) (Schmiilling, 2004). Vysoka aktivita vy$e zminénych cytokinini odvozenych
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od fenylmocoviny je zaloZzena na jejich enormni stabilité a schopnosti silné¢ inhibovat
cytokinin dehydrogenasu, enzym potiebny pro degradaci cytokinint (Laloue a Fox,
1989).

020 0L, Qg

N,N'-difenylmocovina N-fenyl-N'-(2-chlor-4-pyridyl)/moc€ovina Thidiazuron
(DPU) (CPPU) (TDZ)

Obr. 2: Cytokininy odvozené od fenylmocoviny a jejich struktury. Uvedené ndzvy jsou trividlni
a Vv zavorkach jsou jejich zkratky.

1.2 Biologické funkce

Cytokininy reguluji riist a vyvoj rostliny po cely jeji Zivotni cyklus a zprostiedkovavaji
odpovéd’ na zmény vnéjSiho okoli. Mezi fyziologické dé€je piimo ovlivnéné cytokininy
patii kliCeni semen, vyvoj vodivych pletiv, listova senescence, apikalni dominance,
vyvoj kvéti a plodi nebo transport Zzivin. Cytokininy maji také vliv na déleni
a diferenciaci bunck, syntézu chlorofylu a vyvoj chloroplasti nebo genovou expresi

(Davies, 2004).

1.2.1 Senescence

Dilezitym rysem cytokinint je jejich schopnost oddalovat listovou senescenci (proces
programované bunééné smrti). Béhem posledni faze vyvoje listu dochdzi ke zménam
Vv genové expresi a ve sktruktufe buniky a poklesu fotosyntetické kapacity. Tento proces
je ovlivnén rtiznymi signaly z prostiedi, jako je bioticky a abioticky stres (nedostatek
zivin, sucho, nedostatek svételné energie, extrémni teploty) nebo endogenni faktory
(stafi rostliny a koncentrace rostlinnych hormonit) (Quirino et al., 2000).

Richmond a Lang (1957) studovali jako prvni vliv cytokinini na oddaleni
senescence, kdy aplikovali roztok kinetinu na oddélené listy fepené (X. pensylvanicum).
Pti experimentu doslo k vyraznému zpomaleni degradace proteinti a chlorofylu, diky
¢emuz zustaly oSetfené intaktni listy Ve srovndni s kontrolnimi listy stale zelené.

Nasledovalo mnoho dalSich experimentl, pii kterych bylo prokazéano, Ze po aplikaci
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kinetinu, dalSich cytokinint a jejich derivatl na intaktni listy nebo ¢asti listh rtiznych
rostlinnych druhti dochazi k oddaleni listové senescence (Kuhnle et al., 1977). Kromé
listové senescence maji cytokininy vliv i na senescenci kvétd. Zivotnost kvéti byla
sledovana u karafiatu (Eisinger, 1977) a ruze (Mayak a Halevy, 1969). V piipadé
karafiatu (Dianthus caryophylus) doslo po aplikaci kinetinu k oddaleni senescence
kvéti a obdobny efekt byl sledovan u odridy kratko-zijici rize (Golden wave) za
pouziti N®-benzyladeninu.

V roce 1995 byl pfipraven transgenni tabak, do kterého byl naklonovan gen ipt
(isopentenyltransferasa) pro biosyntézu cytokinini pod senescen¢né specifickym
promotorem ovliviiujicim expresi tohoto genu. Transgenni rostlina vykazovala normalni
vyvoj a fenotyp ve srovnani S divokym typem, ale jeji Zivotni cyklus byl dramaticky
prodlouZen a zaroven produkovala vice kvéti a semen. Jakmile doSlo u transgenniho
tabaku k nastupu senescence, aktivovala se exprese ipt s naslednou syntézou cytokinind.
Zvysena hladina tohoto hormonu branila senescenci a potlacovala aktivitu senescencné
specifického promotoru, ¢imz bylo zpétné zabranéno nadprodukci cytokinind (Obr. 3)

(Gan a Amasino, 1995).

Senescencéné specificky promotor ipt NOS-Ter

T isopentenyl transferasa

Obr. 3: Autoregulacni systém inhibice senescence. A — Exprese ipt pod senescencne
specifickym promotorem SAG12. B — Vlevo: transgenni tabdk s odddlenou listovou senescenci,
vpravo: divoky typ (Gan a Amasino, 1995).

Vroce 2011 Mik et al. pripravili osm N9-substituovanych derivati kinetinu.

Cytokininova analoga byla testovana Vv cytokininovych biotestech vcetné
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senescen¢niho. Vysledky ukazuji, ze substituce vodiku v pozici N9 na purinovém
skeletu muze mit vliv na miru biologické aktivity. Divodem je pravdépodobné rozdilna
mira polarity a sterické efekty téchto derivatd. Naptiklad derivaty s halogenalkyl
(chlorethyl, bromethyl, chlorbutyl) N9-substituenty dosahly az 120% aktivity Kin
v optimalni koncentraci 10 mol-1" nebo 10 mol-1"* (optimalni koncentrace Kin je 10™
mol-I'"). Dalsi latkou s vyraznymi antisenescenénimi ué¢inky byl tetrahydrofuran-2-yl
derivat. Piipravené latky jsou diky svym antisenescencnim vlastnostem vhodnymi
kandidaty pro budouci aplikaci v biotechnologiich a zemédélstvi. Naopak 5-ethyl-4-
-butyrat ¢i 1,4-dibrombutan derivaty vykazovaly antisenescencni aktivitu vyrazné nizsi
V porovnani s jejich nesubstituovanou modifikaci (Mik et al., 2011).

Zajimavosti je, ze kinetin vykazuje vysokou biologickou aktivitu a antisenescen¢ni
uc¢inky také v lidskych bunikach. N9(tetrahydropyran-2-yl) derivat kinetinu byl testovan
in vitro na lidskych diploidnich fibroblastech a také in vivo na pleti. Tato latka byla
nedavno registrovana pod obchodnim nazvem Pyratine-6 a je soucasti nékolika

kosmetickych vyrobki uréenych pro zpomaleni projevu starnuti (Sziicova et al., 2009).

1.2.2 Apikalni dominance

Pti apikalni dominanci dochézi k regulaci rstu a vyvoje postrannich pupend pupenem
vrcholovym (Cline, 1991). V tomto jevu hraji vyznamnou roli kromé auxini také
cytokininy. Dlouho bylo znamo, Ze auxiny inhibuji rist postrannich pupent, zatimco
cytokininy plsobi efektem opa¢nym. Bylo zjiSténo, ze po aplikaci exogennich
cytokininti na bazalni ¢ast listu Graptopetalum paraguayense doslo k stimulaci tvorby
pupent (Grayburn et al., 1982). Turnbull et al. zjistili, Ze po odstranéni vrcholového
pupenu (hlavni zdroj auxinu) u cizrny doslo k stimulaci ristu postrannich pupent

a po aplikaci exogenniho auxinu se apikalni dominance obnovila (Turnbull et al., 1997).

1.2.3 Regenerace organi

Spoluprace rostlinnych hormontt CK a auxint hraje zasadni roli pfi regulaci ristu
a vyvoje rostliny. Jejich pasobeni je antagonistické a zménou poméru koncentraci lze
rozhodnout o pribéhu regenerace rostlin (Skoog a Miller, 1957). Proces organogeneze

zavisi na poméru CK a auxinll obsazeném v kultivacnim médiu. Pfi nedostatku auxinti
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pfevlada tloha cytokinini a dochédzi k stimulaci rGstu nadzemni Cc¢asti, naopak
prevladajici mnozstvi auxint indukuje tvorbu kotenovych vrchola (Obr. 4). Tohoto jevu
se hojné vyuziva v zahradnictvi a biotechnologiich, kdy se v tkanovych kulturach

regeneruji celé rostliny z oddélenych ¢asti (van Staden et al., 2008).

Varianta Konc. BA  Konc. NAA

[mg1"] [mg1"]
1 1 0
2 1 0,5
3 0 0
4 0 0,05

Obr. 4: Ovlivnéni morfogeneze u fazole (Vigna radiata) riiznymi poméry cytokininu a auxinu.
1 — tvorba listii, 2 — kalus, 3 — kontrola, 4 — tvorba koienii. (Upraveno z
http://plantphys.info/plant_physiology/images/tissuehormonescu.gif, stazeno 20.2.2014).
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2 CYTOKININOVA SIGNALNI DRAHA

Za posledni roky doslo k velkému pokroku v objasnéni plsobeni cytokininové
signalizace pomoci identifikace a studie cytokininovych receptorti a ostatnich proteint
ucastnicich se pfenosu signalu (Lomin et al., 2011). Pfenos cytokininového signalu
se dgje pres fosforyla¢ni kinasovou kaskadu, ktera probiha podobnym zpisobem jako
U bakterialnich dvoukomponentnich systémd, tzv. TCS (Two Component System).
Pomoci tohoto systému bakterie odpovidaji na signdly z vnéjSiho prostiedi, kdy dochazi
k aktivaci specifickych transkripénich faktord s naslednou genovou expresi (Hwang
a Sheen, 2001). TCS se sklada ze sensorové histitin kinasy (HK) vazané na membranu
a regulatoru odpovédi (RR). Histidin kinasa je transmembranovy protein, ktery je tvofen
vstupni (rozpoznavaci) a prenaseCovou doménou, na které probiha fosforylace
histidinového zbytku. Fosfatova skupina je nasledné pfenesena na asparaginovy zbytek
pfijimacové (receiver) domény regulatoru odpovédi, ktera =zaroven obsahuje

C-koncovou vystupni doménu (Obr. 5) (Kakimoto, 2003).

Pi .
Vstupni signal ATP Pi

\ CFl)) ‘/‘/_\ . / /vystup
(L) C= o O]

Vstupni doména Prenasec¢ova doména Prijimacova doména Vystupni doména

Histidin kinasa Regulator odpovédi

Obr. 5: Obecny model dvoukomponentniho systému (podle Kakimoto, 2003).

Pienos cytokininového signalu je zprostiedkovan histidin kinasami (Histidin
Kinase, HK), histidinovymi pfenaSec¢i (histidine phosphotransfer proteins, HP),
regulatory odpovédi (response regulators, RR) lokalizovanymi v jadie a také CRF

(cytokinin response factors).
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V minulosti byla snaha nalézt protein schopny véazat cytokininy, ktery by hral
vyznamnou roli v pfenosu cytokininového signalu. V roce 1996 doslo k ptevratu
ve zkoumani cytokininové signalni drahy. V A. thaliana byl objeven CKI1, gen pro
receptorovou histidinkinasu. Nadprodukce tohoto genu V transformovaném kalusu,
kultivovaném v médiu bez pfitomnosti exogennich CK, vedla k typickym odpovédim
na cytokininy (tvorba vyhonku a proliferace) (Kakimoto, 1996). V roce 2001 vsak bylo
prokazano, ze CKIl neni schopen vazat CK, tudiz nemulze pusobit jako receptor
(Yamada et al., 2001). Identifikace CKI1 byla prvnim dikazem, ze cytokininova
signalizace je realizovana prostfednictvim fosforylaéni kinasové drahy podobné
dvoukomponentnim (His-Asp) systémum v prokaryotech a nizsich eukaryotech.

V roce 2001 byla v A. thaliana identifikovana dalsi histidinkinasa — prvni skute¢ny
cytokininovy receptor, ktery byl pojmenovan CRE1/AHK4 (Inoue et al., 2001; Suzuki
et al., 2001). Diky znalosti genomové sekvence Arabidopsis thaliana nasledoval objev
dalsich cytokininovych receptori: AHK2 a AHK3 (Ueguchi et al., 2001). Bylo zjisténo,
ze AHK3 receptor hraje vyznamnou roli pfi vyvoji nadzemni ¢asti rostliny, chloroplastl
a v senescenci listt, kdezto AHK4 ma vliv pii vyvoji kofene a tkanovych kultur.
Rozdily mezi AHK4 a zbylymi dvéma receptory se projevuji také v ligandové specifité.
Vyssi afinita receptoru AHK2 KiP, tZ a TDZ ve srovnani s AHK4 receptorem byla
prokazana v testu exprese AHK2 v Escherichia coli. Bylo také zjisténo, ze AHK3
receptor rozpoznava hlavné aromatické CK (Inoue et al., 2001).

V roce 2004 byly v kukufici (Zea mays) identifikovany geny tfi cytokininovych
receptord - ZmHK1, ZmHK2 a ZmHK3a, které jsou homologni s AHK receptory.
(Yonekura-Sakakibara et al., 2004). Na zakladé studii bylo zjisténo, Zze receptor
ZmHK1 upfednostiiuje spiSe iP a témét shodné 1 tZ a cZ. Receptor ZmHK2 dava
pfednost tZ a iP pfed cZ, zatimco ZmHK3 preferuje iP. Zaroven jediny ZmHK?2
vykazoval vysokou afinitu k DHZ. Ve srovnani s AHK receptory vSechny tfi ZmHK
receptory reaguji s ¢Z (Lomin et al., 2011).

2.1 Mechanismus signalizace cytokininu

Pienos cytokininového signalu probiha pres nekolikakrokovou fosfatovou kaskadu
a naslednou aktivaci genové exprese (Obr. 6). Cytokininova signalni draha je zahajena

vazbou cytokininu do ligand-vazebné domény receptoru (tzv. CHASE doména) histidin
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kinasového receptoru a nasledné dimerizaci receptoru. Béhem tohoto procesu dochazi
k autofosforylaci histidinového zbytku, odkud je fosfatova skupina pfenesena na Asp a
posléze na AHP (AHP1 — AHPS). Fosforylovany AHP je poté premistén do jadra, kde
prenasi fosfatovou skupinu na A-typ nebo B-typ ARR. B-typ ARR obsahuje
N-koncovou pfijimacovou doménu a C-koncovou DNA-vazebnou doménu. Jakmile
jsou tyto dvé koncové domény fosforylovany, vzajemnd interakce je pferusena a
nasleduje vazba na DNA a transkripce cilovych genti (A-typu ARR a CRF). A-typ ARR
obsahuje konzervovanou piijimac¢ovou doménu a kratky C-konec. Fosforylovany A-typ
ARR ma vliv na funkci fytohormoni a regulaci cirkadidnnich rytma a také je schopen
inhibovat fosforylaci AHP, ¢imz funguje jako negativni regulator cytokininové signalni

drahy (To a Kieber, 2008; Zalabak et al., 2012).

.
CK odpovéd 3
© ©
Transport HK receptorii?
Proteinové produkty

(A-typy ARR)
/ ‘%\% / ENDOSO'
ER
\ /
% ety Exprese geni 0 O

’)

ziig\

Obr. 6. Soucasny model cytokininové signdlni drahy. HK receptory pravdépodobné cykluji mezi
endosomy a plasmatickou membranou (upraveno podle Zalabdk et al., 2012).

2.2 Cytokininové receptory

Donedéavna se ptedpokladalo, Ze cytokininové receptory jsou umistény v plasmatické
membrané (PM) i s CHASE doménou nasmérovanou do apoplastu. Tato hypotéza byla
podpoiena pozorovanim fluorescenéniho signalu v nadprodukujici AHK3-GFP stabilni
linii, kde byl signal lokalizovan pievazné na PM protoplastt (Kim et al., 2006). Podle

poslednich studii zaméfenych na lokalizaci cytokininovych receptorti v Arabidopsis
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thaliana a Zea mays bylo za pomoci fuznich proteinti HK-GFP odhaleno,
ze Se cytokininové receptory nachazi na membrané endoplasmatického retikula (ER)
(Caesar et al. 2011, Lomin et al.,, 2011, Wulfetange et al., 2011). Podrobnéj$im
popisem lokalizace cytokininovych receptoru se zabyva kapitola 3.

Vroce 2011 byla uvefejnéna krystalova struktura receptoru AHK4 v komplexu
sruznymi ligandy (iP, tZ, Kin, BA, DHZ a TDZ). Ukazalo se, ze cytokinin je
V receptoru vazan tak, ze postranni fetézec smefuje dovnitt receptoru a vyznamné

interakce zprostiedkovavaji atomy adeninového kruhu. (Obr. 7) (Hothorn et al., 2011).

Obr. 7. Senzorovd doména receptoru CRE1/AHK4 v komplexu siP. Vlevo — homodimer,
celkovd struktura sensorové domény. \Ipravo — detail vazebné kapsy. N® a N7 atomy ligandu
tvori vodikové vazby (Cerné prerusované cary) s Asp262 (cervené) (pdb 3T4J).

Tti vySe zminéné cytokininové receptory byly lokalizovany v rliznych organech
rostliny. Nejvétsi exprese genu kodujiciho AHK4 se nachazi prevazné v kofenech,
zatimco AHK2 a AHK3 jsou exprimovany ve vSech hlavnich organech (Ueguchi et al.,
2001). Na urovni pletiv lze receptor AHK4 nalézt v cévnich svazcich kofent, AHK3
ve stomatech a AHK2 spolu s AHKS3 v bunkach parenchymu listu (Stolz et al., 2011).
Vsechny tfi cytokininové receptory maji podobnou strukturu. Na N-konci se nachazi
extracelularni cytokinin-vazebna CHASE doména, dale nasleduje cytoplasmaticka His
kinasova doména, pfijimacova doména a ,receiver-like“ doména (Obr. 8) (Hwang
et al., 2002).
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Obr. 8: Struktura cytokininovych receptoru AHK2, AHK3 a AHK4 s dalsimi proteiny
cytokininoveé signdlni drdhy. Aminokyseliny, které se ucastni prenosu fosfatové skupiny, jSou
oznaceny v kruhu. aa — aminokyselina, TM — transmembrdanova doména, LB — ligand-vazebna
doména, HK — histidinkinasa, RLD — ,,receiver-like“ doména, RD — prijimacova (receiver)
doména (podle Heyl a Schmiilling, 2003).

2.3 AHP

AHP jsou proteiny, které tvofi meziclanek mezi senzorovymi histidinkinasami
lokalizovanymi na PM (nové na ER) aregulatory odpovédi v jadie. V Arabidopsis
thaliana bylo objeveno celkem Sest AHP geni produkovanych ve vSech ¢&astech
rostliny. Studie odhalily, Ze exogennimi cytokininy nemaji vliv na transkripci AHP
geni (Tanaka et al., 2004). Jedna se o 12 kDa proteiny, které obsahuji vysoce
konzervovany motiv (XHQXKGSSXS) s histidinovym zbytkem, pomoci kterého
dochazi k ptenosu fosfatové skupiny (Obr. 9). Bylo zjisténo, ze AHP6 (pseudo AHP)
funguje jako negativni regulator cytokininové signalni drahy. Misto aktivniho histidinu
obsahuje neaktivni formu asparaginu, ktery brani pienosu fosfatové skupiny a tim

se pienosu signalu neucastni (Mahonen et al., 2006).

XHQXKGSSXS
AHPs
127-157 za

Obr. 9: Struktura AHP (podle Heyl a Schmiilling, 2003).

24 ARR

Regulatory odpovédi tvoii posledni ¢ast cytokininové signalni drahy. Jsou lokalizovany
pfevazné v jadfe a jejich aktivita zavisi na stavu fosforylace. Studie sekvence genomu

v Arabidopsis  odkryla existenci 22 gent regulatori  odpovédi (ARR),
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které jsou charakteristické pritomnosti konzervovaného aminokyselinového motivu
DDK potiebného pro piijem fosfatové skupiny (To a Kieber, 2008).

ARR se déli podle struktury na A-typ a B-typ (Obr. 10). Jedenact B-typi ARR
pusobi jako pozitivni regulatory cytokininové signalni drahy a jejich role je nadfazena
A-typu ARR. Fosforylace B-typu ARR vede k indukci cytokininovych cilovych gent
(vCetné¢ A-typu ARR) a jejich transkripce cytokininy ovlivnéna neni. B-typ ARR
obsahuje krom¢ N-koncové pfijimacové domény také C-terminalni doménu.

Naproti tomu exprese jedenacti A-typtt ARR je zavisla na hladiné cytokinind a jsou
povazovany za geny primarni odpovédi. Jejich hlavni funkci je negativni regulace
cytokininové signalni drdhy. Jejich struktura je slozena z pfijimacové domény

lokalizované na N-konci a kratkého karboxylového konce. (Mason et al., 2004).

RD NLS NLS OD NLS
B-yp ARR GARP P/Q-rich i
382,600 2 DO K AD Q-ric domain
RD

A-typ ARR
122-259 aa

Obr. 10: Struktura A-typu a B-typu ARR. Aminokyseliny, které se ucastni prenosu fosfiatové
skupiny, jsou oznaceny v kruhu. aa — aminokyselina, RD — pFijimacova (receiver) doména,
NLS — jaderna lokalizacni sekvence, OD — vystupni doména, AD — kyseld doména, GARP —
DNA vazajici motiv, PIQ-rich — sekvence obsahujici velké mnozZstvi Pro a Gln (podle Heyl
a Schmiilling, 2003).

25 CRF

Dalsi skupinou proteinti Gcastnicich se cytokininové signalni drahy jsou CRF proteiny.
Jedna se orodinu Sesti gent (CRF1-CRF6) z Arabidopsis, které interaguji s AHP
a funguji jako transkripéni faktory. Také bylo sledovano, ze po oSetfeni cytokininy
doslo k hromadéni CRF-GFP fuznich proteint v jadie. Jejich akumulace neni zavisla

na A-typu ani B-typu ARR, ale na AHK a AHP vsak zavisla je (Rashotte et al., 2006).
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3 LOKALIZACE CYTOKININOVYCH RECEPTORU

Jiz diive byly provedeny rozsahlé studie pro objasnéni subcelularni lokalizace
a molekularni funkce cytokininovych receptortt (Higuchi et al., 2004). Pfedpokladem
bylo, Ze cytokininové receptory jsou lokalizovany v PM. Toto tvrzeni bylo
experimentaln¢ potvrzeno lokalizaci nadprodukujiciho fuzniho proteinu AHK3-GFP
v protoplastech A. thaliana (Kim et al., 2006). Dalsi experimenty vSak nebyly
provedeny, a tak mozné umisténi receptort v endomembranach nebylo vylouceno.
Pti biochemickych studiich cytokininovych receptort bylo zjisténo, ze jejich maximalni
hormonalni vazebna aktivita se nachazi blizko neutralniho nebo alkalického pH. Tato
hodnota pH je charakteristickd pro cytoplasmu a ER, ale ne pro apoplast. Toto zjisténi
vede k zavéru, ze cytokininové receptory mohou mit funkci uvnité buiiky (Romanov
et al., 2006).

Vroce 2011 Wulfetange et al. sledovali subcelularni lokalizaci GFP-fuznich
proteint vSech tii cytokininovych receptort. Tyto fuzni proteiny vykazovaly transientni
expresi pod konstitutivnim 35S promotorem v epidermalnich bunkach listu tabaku
(Nicotiana benthamiana). Za pomoci konfokalni mikroskopie byl pozorovan signal
na membrané ER. Receptory AHK3 a AHK4 vykazovaly typickou retikularni sit’ (Obr.
11). Poobarveni bunky markerem plasmatické membrany FM4-64 doslo
K minimalnimu ptekryvu signal, ¢imz byl potvrzen piedpoklad, ze cytokininové
receptory jsou lokalizovany ptevazné na ER. Snaha ziskat Arabidopsis linii stabilné
exprimujici receptor-GFP fuzni protein pod kontrolou 35S promotoru nebyla Gsp&s$na.

Moznym diivodem je bunééna toxicita vznikajiciho produktu (Wulfetange et al., 2011).

A AHKZ\i-GFP B GFP-CRE1/AHK4

ER

Obr. 11: Lokalizace AHK3 (A) a AHK4 (B) receptoru Vv epidermalnich bunkach listu
N. benthamiana. Signdl predstavuje sit’ typickou pro ER; méritko: 7,5 um (B) a 10 um (A)
(Wulfetange et al., 2011).
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Je obecné uznavanou skutecnosti, Ze experimenty zalozené na lokalizaci GFP
neposkytuji dostatecny ditkaz pro uréeni subcelularni lokalizace sledovaného proteinu,
obzvlasté lokalizovaného v endomembranach (Moore a Murphy, 2009). Proto dalsi
vhodnou metodou pro potvrzeni piedchozich poznatki ziskanych fluorescen¢nim
znatenim je subceluldrni lokalizace Myc znalenych cytokininovych receptori
s naslednou frakcionaci bunéénych membran sacharosovou gradientovou centrifugaci.
| pfi této metod¢ byla prokazana lokalizace receptori AHK2 a AHK3 na membrané ER,
ovSem ureceptoru AHK4 se ukézalo, ze vyznamna Céast se nachazi také na PM
(Wulfetange et al., 2011).

Ve stejném roce Ceasar et al. obdobné pozorovali expresi fuznich proteinit AHK3-
GFP aAHKA4-RFP v transientné¢ transformovaném tabaku (N. benthamiana)
a husenicku (A. thaliana). Vysledky z konfokalni mikroskopie opét ukazovaly na signal
na membrané ER (Caesar et al., 2011). Také cytokininovy receptor ZmHKZ1 z kukutice
vykazoval shodné vysledky za pouziti ZmHK1-GFP fuzniho proteinu (Lomin et al.,
2011).

Naésledujici podkapitola se bude obécné vénovat studiu receptort a jejich bunécné
signalizaci, coz bude demonstrovano na piipadu studia receptoru BRIl pomoci

fluorescenéniho znaceni.

3.1 Intracelularni distribuce receptoru a sledovani zmény lokalizace
pomoci fluorescenéniho znaceni

Receptory na povrchu rostlinnych bun€k zprosttedkovavaji fadu odpovédi v zavislosti
na podnétech z prosttedi. Béhem svého Zivota jsou transportovany pies fadu bunéénych
kompartmentti. Syntéza a dozravani se odehravaji v ER, odkud jsou receptory
pfenasSeny pres Golgiho aparat na plasmatickou membranu, kde plni svou senzorickou
funkci. Receptory z plasmatické membrany poté podstupuji endocytosu zahrnujici
tfidéni proteinii. Receptory jsou bud’ recyklovany zpét na plasmatickou membranu,
nebo sméfovany do pozdniho endosomu s naslednou degradaci ve vakuole (Geldner
a Robatzek, 2008).

Pro umoznéni studia téchto d&ji je potfeba pouzivat latky, které uvedené dé&je
v bunce specificky ovliviyji. K témto Gcelim slouzi latky brefeldin A a wortmannin,
které¢ se hojné vyuzivaji v bunéné biologii pro studium transportu proteini uvnitt

buniky. Brefeldin A je makrocyklické laktonové antibiotikum produkované houbou
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Eupenicillium brefeldianum. Po jeji aplikaci dochézi v buiice k zastaveni transportu
proteinti z ER do Golgiho apardtu zamezenim tvorby COPI vacki. Nasledkem toho
se GA rozpada a endosomy vytvoiené z trans-Golgi sit¢ se akumuluji a fazuji. Zaroven
dochazi k ptesunu receptorti z PM smérem dovnitt do buiiky a dochazi k tvorbé BFA
senzitivnich vacka. (Nebenfiihr et al., 2002; Takac et al., 2010). Obdobny efekt ma také
wortmannin, steroidni metabolit houby Penicillium funiculosum, ktery kovalentné
vakuolarnich proteint a endocytosy (Takac et al., 2012).

Obdobnych piipadem, kdy byla sledovana lokalizace receptoru v ramci bunky a jeji
zmény byl receptor BRI1. BRI1 (brassinosteroid insensitive 1) je dulezity receptor,
ktery po navdzani rostlinného hormonu brassinosteroidu (BR) zprostiedkovava ptenos
signalu z povrchu bunky do jadra, kde dochazi k regulaci transkripce gent spojenych
s vyvojem rostliny. BRI se nachazi na plasmatické membrané rostlinné bunky a spolu
S brassinosteroidy tvofi nejlépe prozkoumany par ligand-receptor v rostlinach. Jiz diive
byla sledovana subcelularni dynamika receptoru BRI1. Pomoci flzniho proteinu
BRI1-GFP bylo zjisténo, ze receptory BRI1 cykluji mezi PM a trans-Golgi siti/ranym
endosomem (TGN/EE). Jakmile jsou receptory urCeny k degradaci, nezavisle na ligandu
jsou pies pozdni endosom/multivesikularni vacky (MVBs) sméfovany do vakuol
(Geldner et al., 2007). Lokalizace samotného BRII-GFP vsak neni dostacujici pro
rozeznani mezi endocytosovanym ligand vazajicim nebo volnym receptorem. Proto
Irani et al. pripravili biologicky aktivni fluorescen¢né znaceny brassinosteroid (AFCS).
K rostlinnému hormonu castasteronu byla pfes oddalovaci raminko pfipojena
fluorescenéni znacka Alexa Fluor 647. Pomoci AFCS byla sledovana endocyticka draha
komplexu receptor-ligand uvnité buniky. Intracelularni lokalizace komplext
BRI1-AFCS byla sledovana V meristematickych bunikdich kofene Arabidopsis
exprimujicich BRI1-GFP. AFCS kolokalizovala spolu s BRI1-GFP na plasmatické
membrané a po 15 min doslo k obarveni BRI1-GFP-pozitivnich endosomi a nésledné
k akumulaci ligandu ve vakuole. Naproti tomu samotnou fluoroprobu Alexa Fluor 647
nebylo téméf mozné pozorovat v endosomech nebo vakuolach (Irani et al., 2012).

Pii endocytose dochazi k zeslabeni signalizace odstranénim aktivovanych
komplexd receptor-ligand z povrchu bunky (Scita a Di Fiore, 2010). Jiz diive bylo
zjisténo, ze brefeldin A zesiluje signalizaci zprostifedkovanou BR zvySenim mnozstvi
BRI1 v endosomech (Geldner et al., 2007). Zaroven také snizuje endocytosu receptorii

z PM dovnitf bunky, ¢imz zesiluje signalizaci BRI1 na plasmatické membrané. Hlubsi
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prozkoumani regulace endocytosy a signalizace BRI1 by odkrylo, jestli rizné typy

endocytosy maji odlisné biologické funkce v rostlinném systému (Irani et al., 2012).

4 FLUORESCENCNI ZNACKY

Pfipojeni fluorescencni znacky ke zkoumané latce patii mezi nejCastéji pouzivané
metody pro bioanalytické ucely. Pfi téchto reakcich jsou pouzivany radioaktivni
materialy ¢i slouCeniny s absorpci a fluorescenci v rozsahu od UV po blizkou IR oblast
elektromagnetického vinéni. Fluorescen¢ni znaéeni pokryva Siroké spektrum vinovych
délek s pouzitim polovodi¢ovych nanokrystalll, fluorescencnich proteinti ¢i organickych

molekul (Gongalves, 2009).

4.1 Fluorescencni proteiny

Bézné pouzivanou metodou pro fluorescencni lokalizaci proteind v bunkach je ptiprava
tzv. faznich proteint, kdy pied nebo za studovany gen je vlozen gen pro fluorescenéni
protein. Zelen¢ fluoreskujici protein (GFP) byl poprvé popsan v roce 1962. Postupem
amolekularni biologii pro vizualizaci exprese proteinl, sledovani lokalizace
¢i kolokalizace proteinti nebo sledovani in vivo dynamiky organel. GFP byl izolovan
z Aequorea victoria Osamou Shimomurou (Shimomura, 1962) a jeho objev a vyzkum
byl vroce 2008 ocenén Nobelovou cenou za chemii. GFP je slozeno
z 238 aminokyselin (29,6 kDa), které dohromady tvofi B-soudek (Obr. 12). Uvnitt se
nachazi fluorofor (p-hydroxybenzylidenimidazilonin), ktery wvznikd cyklizaci a
naslednou oxidaci postrannich zbytkdi aminokyselin Ser65, Tyr66, Gly67. Vznikly
fluorofor obsahuje konjugované dvojné vazby a jeho absorpéni maximum je pii 400 nm
a emisni pii 505 nm. Kromé celé fady dalSich fluorescencnich proteinti je dnes také
Casto vyuzivan cCerveny fluorescenéni protein (RFP) nebo jeho zlutda (YFP) ¢i
modrozelena varianta (CFP, BFP) (Shaner et al., 2005). Misto GFP s plvodni
aminokyselinovou sekvenci se dnes pouzivaji upravené verze (eGFP; enhanced GFP),
které maji vylepSené vlastnosti (zvySena intenzita fluorescence, zdokonaleny proces
skladani a maturace proteinu, zvysena fotostabilita aj.) (Tsien, 1998).
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Obr. 12: Podjednotka GFP proteinu (pdb 1GFL).

4.2 Organické fluorescen¢ni znacky

Dalsi moznosti K fiznim proteinim je oznacovani latek pomoci organickych
fluorescencnich znacek. Tyto latky jsou ke sledovanym biomolekuldm piipojeny
kovalentni nebo nekovalentni vazbou. U organickych znacek nas zajimaji kromé
spektralnich charakteristik také chemické a fyzikdlni vlastnosti daného fluoroforu.
Organické fluorescenéni znacky miZeme rozdélit do skupin podle emisnich
vinovych délek (od UV oblasti po 500 nm a nad 500 nm) a podle sktruktury. V této
kapitole se zaméfime na soucasné nepouzivanéjsi fluorescencni znacky, jako jsou

kumariny, NBD-CI, dansyl-chlorid, FITC, rhodaminy a dalsi (Gongalves, 2009).

4.2.1 Organické fluorescencni znacky s emisi do 500 nm

Kumariny zahrnuji skupinu latek, které patfi k nejcitlivéj$im a komeréné dostupnym
reagentdm, vyuzivanych K fluorescenénimu znaceni. Strukturné se jedna o 3-0x0-3H-
-benzopyrany a jejich substituované derivaty vykazuji vysoky kvantovy vytézek,
fotostabilitu a dobrou rozpustnost. Kumariny nasly uplatnéni pii modifikaci nukleovych
bazi a aminokyselin (Gongalves, 2009).

Dalsi hojné¢ vyuzivanou fluorescenéni znackou je NBD-CI, benzooxadiazol
substituovany v poloze 4 a 7 (4-chlor-7-nitrobenzooxadiazol), ktery obsahuje dusikaty
heterocyklus. Diky svym vlastnostem nasel uplatnéni pfi znaceni aminokyselin

a proteintl. Jeho excitaéni maximum ma hodnoty kolem 470 nm a emisni kolem 530 nm
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(Gongalves, 2009). Zawadski et al. pouzili NBD-Cl pro znaceni cytokininu
mocovinového typu (Zawadski et al., 2010).

Zastupce fluorescen¢ni znacky s naftalenovym jadrem ptedstavuje dansyl chlorid,
ktery je Siroce vyuzivan pro modifikaci aminokyselin, peptidi a proteinti, ptesnéji
feCeno k sekvencovani proteinii a analyze aminokyselin. Dansyl chlorid je nestabilni
v DMSO a jeho excitaéni maximum se pohybuje kolem 337 nm a emisni kolem 492 nm

(Obr. 13) (Chersi et al., 1997).

A B cl C N7
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Obr. 13: Priklady fluorescencnich ldtek semisi do 500 nm. A — T7-methoxykumarin-3-
-karboxylova kyselina, B — NBD-CI, C — Dansyl chlorid.

4.2.2 Organické fluorescen¢ni znacky s emisi nad 500 nm

FITC neboli fluorescenin isothiokyanat je syntetickd organicka latka, derivat
fluoresceinu, ktery ma velmi Sirokou oblast vyuziti. BéZn€ se pouzivéa ve fluorescencni
mikroskopii nebo pro znaceni proteinll. Fluoresceniny nejsou citlivé na polaritu
solventu a na pH a absorpéni a emisni maxima fluorescein isothiokyanatu se pohybuji
kolem 490 nm a 510 nm. FITC ma bohuzel také fadu nevyhod. Kvuli relativné
Sirokému fluorescenénimu emisnimu spektru jej neni vhodné pouZzivat s vice znackami
zaroven. Dalsim problémem je jeho pomérné vysoka rychlost ,fotobleachingu*
¢1 tendence ke samozhaseni (Gongalves, 2009).

Rhodaminy patii spolu s fluoresceiny k nejrozsitenéjsim fluorescenénim znackam.
Radi se mezi nejstarsi synteticka barviva a vyuziti nasly nejen pii barveni textilii, ale i
Vv biotechnologickych aplikacich jako je fluorescencni mikroskopie, pritokova
cytometrie nebo pii metodé¢ ELISA. Obecné jsou rhodaminy toxické, rozpustné
v ethanolu, methanolu a vodé. Ve své struktufe obsahuji xanthenové jadro

a substituenty na n¢j pfipojené maji vyrazny vliv na absorp¢ni a emisni vlastnosti. Mezi
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zastupce rhodaminii fadime napiiklad Rhodamine 800, Rhodamine 123, Rhodamine 6G
nebo neméné dulezity Rhodamin B, jehoz vodné roztoky maji absorpéni a emisni

maxima kolem 550 nm a 610 nm (Obr. 14) (Gongalves, 2009).
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Obr. 14: Priklady organickych fluoroprob semisi nad 500 nm. A — Rhodamin B, B -
Fluorescein isothiokyanat.

Mezi jedny znejnovéjSich fluorescencnich latek patii znacky Alexa Fluor
(Obr. 15). Jedna se o skupinu fluorescenénich znacek vlastnéné spolecnosti Invitrogen.
Barviva Alexa Fluor jsou hojné vyuzivana pro znaceni bunék a tkani ve fluorescen¢ni
mikroskopii a bunécné biologii. Excitacni a emisni spektra téchto znacek pokryvaji
blizkou UV a viditelnou oblast spektra a zasahuji az do IR oblasti. Konkrétni zéstupci
jsou ocislovani podle svého ptiblizného excitatniho maxima (v nm). Syntéza znacek
Alexa Fluor je zalozena na sulfonaci rhodamint, kumarind, fluoresceint a kyaning,
¢imz ziskaji negativni naboj a hydrofilni vlastnosti. Obecné jsou vice fotostabilni,
jasn€j§i améneé pH senzitivhi nez bézn€ pouzivané fluorescencni znacky se
srovnatelnymi  excitanimi  a emisnimi  hodnotami  (www.lifetechnologies.com,
3.3.2014).
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Obr. 15: Emisni spektra Alexa Fluor prob (Upraveno z
http://www.lifetechnologies.com/content/dam/LifeTech/migration/en/images/ics-
organized/applications/cell-tissue-analysis/data-chart/560-
wide.par.40412.image.520.243.1.s001913-emission-spectra-gif.gif, stazeno 3.3.2014).

4.3 Fluorescencné znacené rostlinné hormony

Pfirozen¢ se vyskytujici rostlinné hormony nejsou fluorescen¢ni, a proto je potieba
je vhodn¢ substituovat fluorescen¢nimi znackami. Poté lze tyto latky pouzit napiiklad
pro studium interakci protein-ligand. Hlavni vyhodou je relativné vysoka citlivost
detekce fluorescence. Ve srovnani s isotopicky znacenymi latkami je dal$i vyhodou
eliminace prace s radioaktivnimi isotopy (Brault, 1997).

V roce 2010 byly pfipraveny dva fluorescen¢né znacené cytokininy moc¢ovinového
typu. K N-(3-karboxyfenyl)-N ‘-(pyrid-4-yl)mocoviné byly pfipojeny dvé fluorescenéni
znacky. Ptes tfiuhlikaté oddalovaci raminko byly pfes karboxylovou skupinu pfipojeny
4-chlor-7-nitrobenzooxadiazol (NBD-Cl) a Rhodamin B (Zawadski et al., 2010).
Vzniklé fluorescencné znacené cytokininy byly pouzity pii studiu interakce ligandu
a cytokinin specificky vazajiciho proteinu, jehoz naplni je skladovani a transport
cytokininti (Pasternak et al., 2006). V nedavné dobé byly také pfipraveny Ctyfi
fluorescencné znacené derivaty N°-isopentenyladeninu. V pozici N9 byly ptes kratkeé
dvouuhlikaté oddalovaci raminko a reaktivni primarni aminoskupinu pfipojeny
NBD-CI, dansyl chlorid, Rhodamin B a kumarin-3-karboxylova kyselina. Testovani
ptipravenych cytokinind pfineslo zavér, ze cytokininovy derivat znateny NBD-CI
je vhodny pro sledovani interakce ligand-receptor a mize byt dale pouzit pro studium

lokalizace cytokininovych receptor (Mik, 2012).
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DalSim rostlinnym hormonem, ke kterému byla pfipojena fluorescencni znacka
(FITC) skrze oddalovaci raminko, je kyselina abscisova. Pfipravena latka byla pouzita
k lokalizaci receptori pomoci konfokalni mikroskopie. In vivo experimenty ukazovaly
na vazbu na receptory lokalizované v cytoplasmatické membrané aleuronovych
protoplastii je¢mene (Hordeum vulgare) (Asami et al., 1997). Stejna fluorescenéni
znacka byla pouzita v pfipadé znaceni kyseliny giberelinové. Po vazbé fluorescencné
znafeného rostlinného hormonu na receptor doslo ktvorbé a sekreci B-amylasy
Vv aeluronovych protoplastech je¢mene (Pulici et al., 1996).

Nedavno byly ptipraveny ctyfi fluorescenéné znacené gibereliny liSici se primarné
Vv délce oddalovaciho raminka mezi fluoresceinem a rostlinnym hormonem. Pouze dva
z nich vykazovaly biologickou aktivitu, a proto mohly byt pouzity pro studium
distribuce kyseliny giberelinové (GA3) V kofenovém systému Arabidopsis. Bylo
zjisténo, ze GA3 se akumuluje vyhradné v endodermis prodluzovaci zony koifene, kde
pravdépodobné reguluje rist (Shani et al., 2013).

Pro studium lokalizace receptori BRI1 byl pfipraven fluorescencné znaceny
brassinosteroid castasteron (AFCS). V pozici C6 byla pies pétiuhlikaté oddalovaci
raminko pfipojena fluorescen¢ni znacka Alexa Fluor 647. AFCS inhiboval rist kofene
v podobné mite jako hormony brassinolid nebo castasterone. Jeho snizena biologicka
aktivita a snizena afinita k receptoru byla pravdépodobné zpisobena objemnou
fluoroprobou pfipojenou na postranni fetézec, ktera stéricky brani v navazani ligandu

na receptor (Irani et al., 2012).
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Experimentalni cast



5 MATERIAL A METODY

5.1 Material

5.1.1 Chemikalie

e Acetosyringon (Sigma-Aldrich, USA)

e Agar (Merck, Némecko a HiMedia, Indie)

e Agarosa (Amresco, USA)

e Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

e Albumin, hovézi sérovy (BSA) (Sigma-Aldrich, USA)
e Amidocerii 10 B (Merck, Némecko)

e [-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)

e Brefeldin A (Sigma-Aldrich, USA)

e Bromfenolova modi (Fluka — Sigma-Aldrich, USA)
e Butanol (Penta, Ceska republika)

e Coomassie Brilliant Blue R250 (Fluka — Sigma-Aldrich, USA)
e Coomassie Brilliant Blue G250 (Serva, USA)

e Deionizovana voda

e dNTP smés 10 mmol-I" (Fermentas, Litva)

e Dodecylsiran sodny (SDS) (Penta, Ceska republika)
e Dimethylsulfoxid (DMSO) (Duchefa, Nizozemsko)
e Ethanol (Penta, Ceské republika)

e Ethidium bromid (NeoLab, Némecko)

e Fytagel (Sigma-Aldrich, USA)

e Fytoagar (Merck, Némecko)

e Glycerol (Lach-Ner, Ceska republika)

e Hydroxid sodny (NaOH) (Penta, Ceska republika)

e Hygromycin B (Roche Diagnostics, Svycarsko)

e Chlorid sodny (NaCl) (Lach-Ner, Ceska republika)
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Chlornan sodny (Sigma-Aldrich, USA)

ImmoMix™ (Bioline, Velké Britanie)

Kanamycin monosulfat (Duchefa, Nizozemsko)

Kinetin (Sigma-Aldrich, USA)

Kvasni¢ny extrakt (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Penta, CR)

Kyselina fosfore¢na (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina chlorovodikova (HCI) (Penta, Ceské republika)

Kyselina octova (CH;COOH) (Lachema, Ceska republika)

Kyselina trihydrogenfosfore¢na (Lach-Ner, Ceska republika)
Murashige and Skoog médium s vitaminy (Duchefa, Nizozemsko)
Murashige and Skoog médium (basal salt mixture) bez vitamini (Duchefa,
Nizozemsko)

N, N’-methylenbisakrylamid (bisakrylamid) (Sigma-Aldrich, USA)
Naftalenoctova kyselina (NAA) (Sigma, USA)

Persiran amonny (APS) (Sigma-Aldrich, USA)
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) (Sigma-Aldrich, USA)
Phusion High-Fidelity DNA Polymerasa (New England Biolabs, USA)
Rifampicin (Duchefa, Nizozemsko)

Sacharosa (Penta, Ceské republika)

Spektinomycin (Duchefa, Nizozemsko)

SuSené¢ mléko Laktino — odtuc¢néné (PML Protein.Mléko.Laktéza, a.s., Ceska
republika)

Tetramethylendiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich, USA)

Tergitol (NP-40) (Sigma-Aldrich, USA)

Timentin (Duchefa, Nizozemsko)

Tris (Duchefa, Nizozemsko)

Triton X100 (Pancreac, Spanélsko)

Trypton (Duchefa, Nizozemsko)

Tween 20 (NeoLab, Némecko)

Ultracista deionizovana voda, RNase, DNase free (Invitrogen, USA)
Xylencyanolova FF modt (Sigma-Aldrich, USA)
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5.1.2

Zeocin (Invitrogen, USA)

Pristrojové vybaveni

Agagel mini a Compact S (Biometra, Némecko)

Analytické vahy model 5034/120 (Auxilab, Spanélsko)

Autoklav HST 5-6-8 (Zirbus, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga Heraeus Megafuge 40 (Thermo Scientific, USA)

Digitalni fotoaparat (Olympus, Japonsko)

Digitalni vahy Traveller TA302 (Ohaus, Svycarsko)

Dokumenta¢ni systém ChemiDoc MP (BIO-RAD, USA)

Elektroporator ECM 399 (BTX, USA)

Elektroforetickd komurka na horizontalni elektroforézu (Biometra, Némecko)
Epifluorescenéni mikroskop Axio Imager M2 (Zeiss, Némecko)

Filtry Ophthalsart, velikost port 0,2 um (Sartorius Stedim Biotech, Némecko)
Fytokomora (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie)

Chlazena centrifuga Model 5417R (Eppendorf, Némecko)

Inkubétor (28 °C) (Lovibond, Némecko)

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

Inkubator (65 °C) (Memmert, Némecko)

Inkubator COOL-Hotter Dry (Alex Red, Israel)

Konfokalni mikroskop LSM 710 (Zeiss, Némecko)

Laminarni box Faster SCS 2-6 (Ferra, Italie)

Magneticka michacka RH basic 2 IKAMAG (IKA, Némecko)

Mikro ultracentrifuga CS150NX (Hitachi Koki, Japonsko)

Mini-PROTEAN 3 Cell (BIO-RAD, USA)

pH metr (Eutech Instruments, Singapur)

Spektrofotometr NAS 99 (ACT gene, USA)

Stolni pikofuga (Biosan, Litva)

Systém Alpha Digi a program Alpha DigiDoc RT (East Port, Ceska republika)
Termoblok Thermomixer komfort (Eppendorf, Némecko)
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5.1.3

5.14

Termocycler Applied Biosystems Veriti (Life Technologies, USA)
Transiluminator UV Superbright (Vilber Lourmat, Francie)
Tiepacka (Kiihner, Svycarsko)

Ttepacka inkubovana Heidolph unimax 1010 (Heidolph, Némecko)
UV/VIS spektrofotometr Agilent 8453 (Agilent, USA)

Komer¢ni soupravy

QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Nizozemsko)
Wizard SV Gel and PCR clean-up system (Promega, USA)
Gateway® BP Clonase® enzyme kit (Invitrogen, USA)
Gateway® LR Clonase® enzyme kit (Invitrogen, USA)

Supersignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, USA)

Biologicky material

Elektrokompetentni bunky Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, USA)

Bunééna suspenzni kultura Arabidopsis thaliana, ekotyp Landsberg erecta
(LER), divoky typ (poskytl Mgr. Radim Simersky, Ph.D., CRH — Odd¢leni
biochemie proteinii a proteomiky, Pfirodovédecka fakulta UP v Olomouci,
Ceska republika)

Elektrokompetentni bunky Agrobacterium tumefaciens (kmen GV3101)
(Invitrogen, USA)

Transgenni ~ semena  Arabidopsis  thaliana  obsahujici  konstrukt
SYP61::SYP61-CFP exprimujici protein SYP61 znaceny CFP (poskytla Mgr.
Eva Benkové, Ph.D. — IST: Institut pro védu a technologie Viden, Rakousko)
(Robert et al., 2008)

Transgenni buné¢na suspenzni kultura Arabidopsis thaliana, ekotyp Landsberg
erecta (LER), obsahujici konstrukt pVKH18-GFP-HDEL exprimujici peptid
HDEL s pfipojenym GFP (poskytl prof. RNDr. Jozef Samaj, DrSc., CRH —
Oddéleni bunééné biologie, Piirodovédecka fakulta UP v Olomouci, Ceska
republika) (Zheng et al., 2004)
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5.1.5 Standardy molekulovych hmotnosti

Pro stanoveni velikosti fragmentd byl pro agarosovou elektroforézu jako standard
pouzit GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas, Litva). V ptipad¢ SDS
elektroforézy byl pouzit Optiblot Prestained Marker (ab119210) (Abcam, Velka
Britanie). Velikosti fragmentii obsazenych v téchto standardech jsou popsany

na Obr. 16.
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Obr. 16: Prehled pouzitych molekulovych standardii. A — GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder,
B — Optiblot Prestained Marker (ab119210).

5.1.6 Vektory

e bakterialni expresni vektor pINIIT: AHK4
Templat pro amplifikaci genu AHK4 pomoci PCR pro dalsi pouziti; poskytl
Mgr. Lukas Spichal, Ph.D., CRH — Oddéleni chemické biologie a genetiky,
Piirodovédecka fakulta UP v Olomouci, Ceska republika.

e 35S::AHK3-GFP
Vektor slouzici k produkci receptoru AHK3 znaceného na N-konci GFP pod
kontrolou konstitutivniho promotoru 35S; poskytl Klaus Harter, Centrum pro
molekularni biologii rostlin, Odd¢leni rostlinné fyziologie, Univerzita Tiibingen,

Némecko (Caesar et al., 2011).

38



e pDONR/Zeo (Invitrogen, USA)
Komer¢ni donorovy vektor slouzici jako zaklad pfi rekombinacni BP reakci

metody Gateway. Mapa vektoru je zndzornéna a popsana na Obr. 17.
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Obr. 17: Mapa donorového vektoru pDONR/Zeo pro rekombinacni BP reakci. Velikost vektoru
4291 bp. Vektor obsahuje tyto casti: T2 — rrnB T2 transkripcni termindtor; T1 — rmB T1
transkripcni  termindtor;, M13 FW — misto rozpoznavané MI13 | forward” primerem;
attP1 — usek potiebny pro mistné-specifickou rekombinaci; ccdB — gen kddujici toxin cileny
viici bakterialni gyrase, slouzi jako selekcni marker, pri uspésné rekombinacni BP reakci
je odstranén; Cm® — gen zajistujici odolnost transformovanych bakterii viici antibiotiku
chloramfenikol; attP2 — usek potiebny pro mistné-specifickou rekombinaci; M13 RE — misto
rozpozndvané MI13 , reverse primerem; Zeo® — gen zajistujici odolnost transformovanych
bakterii wici antibiotiku Zeocin; EMT promotor — synteticky bakterialni promotor zalozeny
na promotoru T7; pUC ori — bakteridalni replikacni pocatek.

e pK7WGF2 (vyrobce Invitrogen, USA; ziskano darem z Univerzity Gent, Belgie)
Komer¢ni cilovy vektor slouzi jako zédklad pii rekombinacni LR reakci metody

Gateway. Mapa vektoru je znazornéna a popsana na Obr. 18.

e pK7WGR2 (vyrobce Invitrogen, USA; ziskdno darem z Univerzity Gent,
Belgie)
Komeréni cilovy vektor slouzi jako zaklad pfi rekombinacni LR reakci metody

Gateway. Mapa vektoru je znazornéna a popsana na Obr. 19.
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Obr. 18: Mapa cilového vektoru pK7WGF2 pro rekombinacni LR rekaci. Velikost vektoru
11971 bp. Vektor obsahuje tyto casti: RB — prava ohranicujici oblast vysledné T-DNA pri
prenosu prostrednictvim A. tumefaciens; P35S — konstitutivni promotor pochdzejici z viru
Zilkové mozaiky kvetaku (CaMV), egfp — gen kodujici upraveny zeleny fluorescencni protein;
attR1 — dsek potiebny pro mistné-specifickou rekombinaci; Cm®-ccdB — kazeta obsahujici gen
zajistujici odolnost transformovanych bakterii vici antibiotiku chloramfenikolu a gen kddujici
toxin cileny viici bakterialni gyrase, slouzici jako selekcni marker, pri uspésné rekombinacni BP
rekaci je usek s kazetou odstranén; attR2 — usek potiebny pro mistné-specifickou rekombinaci;
T35S — transkripcni termindtor pochdzejici zviru CaMV; Kan® — gen zajistujici odolnost
transformovanych bakterii viici antibiotiku kanamycin; LB — prava ohranicujici oblast vysledné
T-DNA; Sm/Sp® — kazeta obsahujici geny zajistujici odolnost viici antibiotikiim spectinomycin a
streptomycin.

e pH7TWGR2 1
12249 bp P35S |

Obr. 19: Mapa cilového vektoru pH7WGR2. Velikost vektoru je 12249 bp. Vektor obsahuje tyto
casti: vfp — gen kédujici Cerveny fluorescencni protein; HygR — gen zajistujici odolnost
transformovanych bakterii viici antibiotiku hydromycin; ostatni casti shodné s vyse popsanym

vektorem pK7WGF2 na Obr. 18.
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5.1.7 Oligonukleotidové primery

Primery pouzit¢é pro PCR byly dodany firmou Metabion, Némecko. Lyofilizované

primery byly rozpuStény v ultracist¢ vodé v mnozstvi doporuc¢eném dodavatelem.

Pracovni koncentrace primert byla 5 pmol-ul’l. Seznam primert pouzitych v této praci

uvadi Tab. 1.

Tab. 1: Prehled pouzitych oligonukleotidovych primerii. Zluté jsou oznaceny attBI(, forward "
primer) a attB2 (,,reverse ‘‘ primer) mista.

Nazev Sekvence (orientace 5’ — 3')
AHK3seqFWO01 CTATGA CCT GGA AGCTTT GG
AHK3seqREO1 GCG CAG ACCACATCAGCT
AHK4seqFW01 CAA GAA CAG CAT TTG AGA GAC
AHK4seqREO1 CCAATCATGCTTGCTCTT AAC
AHK4seqRE02 CAC ATAGTA AAAGTC GAAGATG
AHK4seqREO03 AGC AAT GTT AGGCTT ATG G
AHK4seqRE04 GTT AAG AGC AAG CAT GAT TGG
GFPseqFWO01 CGA CAACCACTACCTGAGC
GGGGACAAG
AHKAGWFWOL GAAGAGATTT-I:I'-I(-B-I:I%-'I}AA(':FWAG CAGBETATATEA
AHKAGWREOL GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTACG

ACGAAGGTGAGATAG

5.1.8 Roztoky

Piipravend média byla autoklavovéana pfi 120 °C po dobu 30 min. Antibiotika byla

sterilizovana za pomoci filtrGi o velikosti pord 0,2 pm a pfidavana do pevnych médii

po ochlazeni na 50 °C. Poté byla pevna média nalévana na jednorazové plastové Petriho

misky o priméru 9 cm. Pfipravené agarové pudy byly skladovany pii 4 °C maximalné

po dobu 4 tydnii.
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5.1.8.1 Rustova media

Tekutd média:
e Luria-Bertani (LB) high-salt médium: 1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny
exktrakt, 1% (w/v) NaCl (pH =7,2)
e Luria-Bertani (LB) low-salt médium: 1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny
exktrakt, 0,5% (w/v) NaCl (pH =7,5)
e SOC médium: 2% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 0,05% (w/v)
NaCl, 0,01 mol-1"* MgCl,, 0,01 mol-1* MgSO,, 0,0025 mol-1* KCI, 0,02 mol-1*

glukosa

e LER médium: 3% (w/v) sacharosa, 0,44% (w/v) Murashige and Skoog médium
s vitaminy, 464 pmol-1" kinetin, 537 pmol-1* NAA (pH = 5,7)

Agarové pudy:

e Luria-Bertani (LB) high-salt médium + 1,5% agar

e Luria-Bertani (LB) low-salt médium + 1,5% agar

o /5 MS medium + fytoagar: 0,215% (w/v) Murashige and Skoog médium

bez vitamint, 0,6% (w/v) fytoagar, 1% (w/v) sacharosa (pH = 5,8)
o LER médium + 1% fytoagar

5.1.8.2 Roztoky pro agarosovou elektroforézu

e TAE pufr: 40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA (pH = 8,0)

o Roztok pro pripravu agarosového gelu: 1% agarosa v TAE pufru

e 6x DNA nandseci pufr: 30% (v/iv) glycerol, 0,25% (w/v) bromfenolova modf,

0,25% (wi/v) xylencyanolova FF modf

5.1.8.3 Roztoky pro SDS-PAGE

e Roztok akrylamidu-bisakrylamidu: 30% akrylamid, 0,8% bisakrylamid
e Elektrodovy pufi: 0,025 mol-I™ Tris, 0,192 mol-1™* glycin, 0,1% SDS (pH = 8,3)
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e Pufr pro délici gel: 2,25 mol-1* Tris/HCI (pH = 9,2)
e Pufi pro zaostiovaci gel: 0,75 mol-1* Tris/HCI (pH = 6,8)

e Zaostrovaci (stacking) gel: pro pfipravu 4% gelu — ddH,O (2,95 ml), pufr pro

zaosttovaci gel (1,25 ml), roztok akrylamidu-bisakrylamidu (0,65 ml), 10% (w/v)
SDS (0,1 ml), TEMED (0,01 ml), 10% (w/v) APS (0,060 ml).

e Delici (running) gel: pro piipravu 7% gelu — ddH,O (4,87 ml), pufr pro délici gel
(2,6 ml), roztok akrylamidu-bisakrylamidu (2,33 ml), 10% (w/v) SDS (0,1 ml),
TEMED (0,01 ml), 10% (w/v) APS (0,1 ml)

e 4x SDS nandseci pufr: 0,2 mol-1"* Tris/HCI (pH = 6,8), 40% glycerol, 0,4% (w/v)
bromfenolova modt, 8% (w/v) SDS, 2,8% (v/v) B-merkaptoethanol

5.1.8.4 Roztoky pro western blot a imunodetekci

e Transferovy pufi: 0,2 mol-1" Tris/HCI, 1,2 mol-1™* glycin (pH = 8,5)
e Blotovaci pufr: 12,5% (v/v) transferovy pufr, 20% (v/v) methanol, 67,46% (v/v)
ddH.0, 0,04% (w/v) SDS

e Barvici roztok (membrana): 0,5% (w/v) amidocerni, 50% (v/v) methanol, 7% (v/v)

kyselina octova

e Barvici roztok (gel): 0,025% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250, 50%
methanol, 10% CH;COOH

e QOdbarvovaci roztok: 40% methanol, 10% CH3;COOH, 50% H,0

e TBS promyvaci pufr: 20 mmol-I" Tris/HCI, 500 mmol-1* NaCl (pH = 7,5)

o TBS-T promyvaci pufi: 20 mmol-1" Tris/HCI, 500 mmol-1" NaCl, 0,05% (v/v)
Tween 20 (pH =7,5)

e Blokovaci pufr: 5% (w/v) susené odtuénéné mléko v TBS-T pufru

o Pufr s primdrni nebo sekunddrni protilatkou: 1% (w/v) susené odtu¢néné mléko

v TBS-T pufru (fedéni primarni protilatky v poméru 1:1000, fedéni sekundarni

protilatky v poméru 1:5000)
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5.1.8.5 Pufr pro izolaci proteinu

e Extrakéni pufr: 10 mmol-1? Tris/HCI, 150 mmol-1* NaCl, 0,5 mmol-1* EDTA,
05% (v/v) tergitol, 1x koktejl proteasovych inhibitori, 1 mmol-1*
PMSF, 5 mmol-I*DTT (pH = 7,5)

5.1.8.6  Dalsi roztoky

e Roztok pro povrchovou sterilizaci semen: 70% (v/v) ethanol, 10% (v/v) chlornan
sodny, 1% (v/v) Triton X100

e 50% glycerol

e Acetosyringon (zasobni: 100 mmol-1™)

e Brefeldin A (zasobni: 50 mmol-1™, vysledna koncentrace: 50 pmol-1™)

o Kanamycin (zasobni: 50 mg-ml™, vysledna koncentrace: 20 pg-ml™)

e Kinetin (zasobni: 10 mg-ml™)

e NAA (zésobni: 10 mg-ml™)

e Rifampicin (zasobni: 50 mg-ml™, vysledna koncentrace: 50 pg-ml™)

e Spektinomycin (zasobni: 100 mg-ml™, vysledna koncentrace: 100 pg-ml™)
e Timentin (zasobni: 250 mg-ml™, vysledna koncentrace: 500 pg-ml™)

e Zeocin (zasobni: 100 mg-ml™, vysledna koncentrace: 100 pg-ml™)

5.1.9 Dalsi material

e Anti-GFP protilatka (ab290) (Abcam, Velka Britanie)

e Goat anti-rabbit protilatka (Santa Cruz Biotechnology, USA)

e Fluorescenén¢ znaceny cytokinin N-(2-(6-((3-methylbut-2-en-1-yl)amino)-9H-
-purin-9-yl)ethyl)-7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-amin (iP-NBD); 10 mmol-1*
zasobni roztok rozpuitény v DMSO, vysledna koncentrace: 5 pmol-1™" (pfipravil
Mgr. Vaclav Mik, Ph.D., CRH — Oddéleni chemické biologie a genetiky,
Piirodovédecka fakulta UP v Olomouci, Ceské republika)

e Koktejl proteasovych inhibitort (Roche Diagnostics, Svycarsko)
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e Marker plasmatické membrany FM4-64; vysledna koncentrace: 5 pmol-l'1
(Invitrogen, USA)

e PVDF membrana (Merck, Némecko)

¢ Fluorescenéné znaceny adenin N-(2-(6-amino-9H-purin-9-yl)ethyl)-7-
-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-amin  (Ade-NBD); vysledna koncentrace:
5 umol-1"* (p¥ipravil Mgr. Vaclav Mik, Ph.D., CRH — Oddé&leni chemické biologie
a genetiky, Piirodovédecka fakulta UP v Olomouci, Ceska republika)

e Fluorescenéni znacka 4-chlor-7-nitrobenzooxadiazol (NBD-CI); vysledna
koncentrace: 5 urn01~1'1 (Sigma-Aldrich, USA)

5.2 Metody

5.2.1 Prace s mikroorganismy

5.2.1.1 Kaultivace bakterii

Z divodu zabranéni kontaminace byla veSkera prace provadéna sterilné v lamindrnim
boxu. Kultivace bunék v tekutém médiu probihala pfes noc (maximalné vsak 16 h)
za stalého tiepani pii 130 rpm pfi teploté 37 °C, v ptipadé A. tumefaciens pii 28 °C po

dobu 2-3 dni. Kultivace na agarovych pudach byla provadéna v inkubatoru.

5.2.1.2 Skladovani mikroorganismii

Pro kratkodobé skladovéani byly bakteridlni kultury ponechany pti teploté 4 °C,
maximaln¢ vSak po dobu 3 tydnt. Kultury, které¢ byly urceny k dlouhodobému
uchovani, byly napéstovany v tekutém médiu do stacionarni faze ristu a nasledné byly

skladovany v 50% roztoku glycerolu pfi teploté -80 °C.
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5.2.2 Prace s bunéénymi suspenznimi kulturami Arabidopsis LER

5.2.2.1 Kaultivace bunéénych kultur

Veskera prace s bunénymi kulturami byla provadéna sterilné v laminarnim boxu.
Bunééné kultury byly péstovany v LER médiu ve sterilnich 250 ml Erlenmayerovych

baiikach v objemu 50 ml a kultivovany ve tmé pfi RT za stalého tiepani pii 120 rpm.

5.2.2.2 Pasazovani bunécnych suspenznich kultur Arabidopsis LER

Ptiblizné€ 5-7 dni staré kultury byly pasazovany do Cerstvého LER média. Sterilni 3 ml
Pasteurovou pipetou bylo postupné z kultury odebrano potiebné mnozstvi, které bylo
pfeneseno do nové Erlenmayerovy banky a v ¢erstvém médiu natedéno v poméru 1 : 4.
V ptipad€ transformovanych bunéfnych suspenzi bylo do média ptidano ptislusné

selekéni antibiotikum.

5.2.2.3 Pasazovani kalusu

Kalusy vytvofené zbunéénych suspenznich kultur byly péstovany ve tmé pii RT
a pasazovany V rozmezi tfi tydnd. Sterilni pinzetou byl odebran kalus velikosti hrasku
a prenesen na novou Petriho misku s ¢erstvyym LER médiem obsahujicim pfislusné
antibiotikum. Pro regeneraci kultury z kalusu bylo odebrano potiebné mnozstvi kalusu

z Petriho misky a resuspendovano v 30 ml LER média.

5.2.2.4  Transformace bunéénych suspenznich kultur Arabidopsis

LER pomoci Agrobacterium tumefaciens

Genetickd modifikace rostlin prostiednictvim bakterie Agrobacterium tumefaciens patii
mezi nejpouzivangjsi transformacni metody. Jedna se o gramnegativni tyCinkovitou
bakterii, kterd infikuje dvoudélozné rostliny a vytvaii nadory v rostlinnych pletivech
(Hoekema et al., 1983). Tato schopnost je zprostfedkovana pies Ti (tumour-inducing)
plasmid obsahujici Gsek zvany T-DNA. Agrobacterium pienasi tuto T-DNA do jadra
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infikovanych bunék, kde je zaclenéna do genomu rostliny. Kromé¢ T-DNA Ti-plasmid
obsahuje geny kodujici proteiny, které se ucastni katabolismu opin a také oblast
virulence (tzv. vir oblast), ktera napomaha vystfizeni, pfenosu a integraci T-DNA
do hostitelské buriky. Navazani bakterie k rostlinné bufice podporuji cukry a fenolické

latky (acetosyringon) sekretované z poranéného mista (Sheng a Citovsky, 1996).

Pro transformaci A. tumefaciens nesoucim pfislusny konstrukt byly pouzity ti dny
staré bunécné suspenzni kultury Arabidopsis LER divokého typu. Bakterialni kultura
byla zaoCkovana do 25 ml LB média s antibiotiky a byla inkubovana na téepacce pii
130 rpm a teploté 28 °C. Po ptiblizn¢ 15 h byla na spektrofotometru zmétena opticka
hustota pti 600 nm. Idealni hodnota absorbance pro transformaci se pohybuje v rozmezi
0,5-0,6. Nasledn¢ byla kultura stoc¢ena 8 min pii 4000 g a teploté 4 °C. Pelet byl
resuspendovan v 1 ml LER média s ptidavkem 0,5 pl 100 mmol 1™ acetosyringonu.
Roztok byl inkubovan 2,5 h pfi RT a nasledné rozpipetovan po 300 pl do bunéénych
suspenznich kultur LER divokého typu.

Po transformaci byla kultura kazdy den pozorovéna pod epifluorescencnim
mikroskopem. Exprese se objevila zpravidla kolem 7. dne od transformace. V piipadé
pfemnozeni A. tumefaciens byla buné¢na kultura opakované promyvana, a to
nasledovné: bunécna kultura byla ve sterilni 50 ml plastové konické zkumavce sto¢ena
pti 700 g po dobu 1 min. Médium obsahujicim A. tumefaciens bylo odebrano
a k buntkam bylo pfidano Cerstvé. Posledni krok byl opakovan vicekrat v zavislosti
na mnozstvi pritomného A. tumefaciens v kultufe.

Jakmile se v bunééné kultuie objevilo dostatecné mnozstvi bunék exprimujicich
vneseny konstrukt, bylo do média pfidano selekéni antibiotikum hygromycin B
(50 pg'ml™) nebo kanamycin (20 pg-ml™) a timentin (500 pg-ml™) pro vyhubeni
prebyteéného A. tumefaciens. Po 2-3 mésicich byla kultura stabilni a mohla byt pouzita

pro dalsi experimenty.
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5.2.3 Metody prace se semeny

5.2.3.1 Povrchova sterilizace semen

Potfebné mnozstvi transgennich semen A. thaliana bylo nasypano do sterilni
mikrozkumavky a zalito sterilizaénim roztokem. Mikrozkumavka byla opatrné obracena
a po uplynuti péti minut byl steriliza¢ni roztok odebran a pfipipetovan 95% ethanol.
Po vicenasobném promyti byla semena i s ethanolem pienesena v laminarnim boxu

na sterilni filtra¢ni papir v Petriho misce.

5.2.3.2 Kultivace semen na 2 MS médiu

Sterilni semena byla po jednom nandSena na Ctvercovou plastovou Petriho misku
s pevnym % MS médiem (cca 20 semen/miska). Miska byla uzaviena prody$nou paskou
a ponechana 3 dny ve tm¢ Vv lednici (pro ptekonani obdobi dormance). Nasledné byla
miska se semeny pienesena do fytokomory a po pétidennim rustu byly rostliny pouzity

pro dal$i experimenty.

5.2.4 Prace s DNA

5.24.1 VnaSeni DNA do mikroorganismi

5.2.4.1.1 Transfromace bunék E. coli TOP10 elektroporaci

Elektrokompetentni bunky E. coli TOP10 jsou uchovavany pfti -80 °C a pted pouzitim
byly ponechany na ledu. Po rozmrazeni bylo k 50 pl bun¢k pfipipetovan 1 pul DNA
asmés byla pienesena do pfedem vychlazené elektropora¢ni kyvety. Nasledné byl
pomoci elektroporatoru udélen impuls 1800 V dlouhy 5 ms. Po probéhnuti elektrického
impulsu bylo do kyvety okamzit¢ ptidano 500 pl SOC média a smes byla pfenesena
do sterilni 1,5 ml mikrozkumavky a kultivovana na tfepacce po dobu 1-2 h pti 37 °C.

Po kultivaci byla kultura centrifugovana pii 3000 g po dobu 2 min. Cast
supernatantu byla odlita a pelet byl znovu resuspendovan ve zbylych cca 200 pl, které
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byly rozetieny sterilni hokejkou na pevné LB médium obsahujicim ptislusné selekéni

antibiotikum. Kultivace probihala pii 37 °C pfes noc.

5.2.4.1.2 Transformace bunék A. tumefaciens GV3101 elektroporaci

Postup pouzity pro transformaci elektrokompetentnich bunék A. tumefaciens byl shodny
s postupem transformace bunék E. coli TOP10. Buiky A. tumefaciens vsak rostly

v tekutém médiu i na agarovych ptidach 2-3 dny pfi teploté 28 °C.

5.24.2 Rekombinacni klonovani s pouzitim Gateway technologie

Gateway technologie je rychld univerzalni klonovaci metoda fungujici na principu
reverzibilni rekombina¢ni reakce, kdy dochazi k vysoce u¢innému pienosu fragmentu
DNA do vstupnich plasmidovych vektorti. Rekombinaéni reakce probiha pies noc pii
laboratorni teploté a dosahuje uspésnosti klonovani az 99 %. Pfi Gateway technologii
odpada nutnost ligace a S ni spojené dil¢i kroky jako je ¢isténi PCR produktt nebo
restrikénich fragmentl ¢i slozité hledani pozadovaného klonu. Pii reakci je zachovan
¢teci ramec a orientace vloZeného fragmentu a nejsou zapotiebi restrikéni enzymy.
Jakmile se pozadovany fragment DNA jednou vlozi do Gateway vektoru, mize byt
pfemistén do dalSich expresnich vektori.

Gateway metoda je zalozena na mistné-specifické rekombinaci mezi misty att,
které bakteriofag A vyuziva K integraci do chromozomu hostitelské buiiky E. coli.
Gateway klonovani se sklada ze dvou krokti — BP a LR reakce. Pti BP reakci dochazi
k rekombinaci mezi attB a attP misty. Reakce Usti ve vznik vstupniho vektoru s attL
misty, ktery lze dale pouzit pro LR reakci. Pii LR reakci je sledovany gen vystiizen ze
vstupniho vektoru a pfemistén do vektoru destina¢niho za vzniku expresniho klonu.
Reakce jsou katalyzovany pomoci enzymovych mixt BP clonase Il a LR clonase 11.

Kromée antibiotika je selekce rekombinovanych vektor zajisténa donorovymi
a destina¢nimi vektory nesoucimi ccdB gen, jehoz produkt je toxicky a znemoznuje
replikaci bakterialni DNA ve standardnich kmenech E. coli (krom& kmene DB 3.1).
Na agarovych pudach tedy pieziji jen kolonie nesouci pfipraveny vektor s vystfizenym

ccdB genem (www.lifetechnologies.com, 12.2.2014).
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5.24.2.1 BP reakce

Hlavnimi slozkami pfi BP rekombinaéni reakci (Obr. 20) jsou PCR produkt ohrani¢eny
specifickymi attB misty, Gateway donorovy vektor obsahujici specifickd attP mista
asouprava Gateway® BP Clonase® enzyme kit (Invitrogen). Reakce probiha
Vv celkovém objemu 10 pl. V 0,5 ml plastové Eppendorf zkumavce byl smichan PCR
produkt (100 ng), vstupni Gateway vektor (150 ng) a TE pufr doplnény na objem 8 pl.
Nasledné byla pridana BP clonase Il (2 ul), smés byla promichana a inkubovana pies
noc pii 25 °C. Po probéhnuti reakce byla nésledujici den pfipipetovana Proteinasa K

(1 ul) a smés byla inkubovana 30 min pii 37 °C.

attB1 attB2 attP1 attP2
FI gen I_‘ + ccdB
PCR produkt Donorovy vektor
BP clonase ll

attR1 attR2

attL1 attL2
gen + lJ ccdB I!
Vstupni vektor Vedlejsi produkt

Obr. 20: Schéma BP reakce.

5.2.4.2.2 LR reakce

Pro rekombinaéni LR reakci (Obr. 21) byl vyuzit vstupni klon z BP reakce obsahujici
attL mista, cilovy Gateway vektor s attR misty a souprava Gateway® LR Clonase®
enzyme kit (Invitrogen). Produktem reakce je expresni vektor. Do LR reakce byly
pouzity tyto slozky: vstupni vektor (100 ng), destinacni vektor (150 ng), TE pufr a LR
clonase Il (2 ul). Smés byla ponechana pies noc pii 25 °C. Reakce byla zastavena 1 pl

Proteinasy K a inkubovana 30 min pii 37 °C.
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attl1 attL2 attR1 attR2
I | ccdB |

Vstupni vektor

Destinacni vektor

LR clonase |l

attB1 attB2 attP1 attP2

s BT =[5

Vedlejsi produkt

Expresni vektor

Obr. 21: Schéma LR reakce.

5.24.3 Minipreparativni izolace DNA pomoci soupravy QIAprep
Spin Miniprep Kit

LB médium s bakterialni kulturou nesouci ptislusny plasmid bylo kultivovano pies noc
za stalého tfepani pii 37 °C. Nasledné byly odebrany 4 ml bakterialni kultury, které byly
stoceny v 2 ml mikrozkumavce pii 18 000 g po dobu 1 min. Supernatant byl odstranén
a pelet byl pouzit pro izolaci pomoci soupravy QlAprep Spin Miniprep Kit ptesné podle
prilozeného manualu. Eluce byla provedena 20 ul ddH,O a poté byla zméiena

koncentrace DNA.

5.24.4 1lzolace DNA z agarosového gelu pomoci soupravy Wizard
SV Gel and PCR clean-up system

Po probéhnuti elektroforézy (70 V, 1,5 h) byl DNA fragment odpovidajici velikosti po
kratkém osviceni UV zafenim na transiluminatoru vyiezan pomoci sterilniho skalpelu
aprenesen do pfedem zvazené mikrozkumavky. Nasledné byla stanovena hmotnost

vyfezaného gelu. lzolace DNA z agarosového gelu probihala presné podle pfilozeného
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manualu soupravy Wizard SV Gel and PCR clean-up system. Eluce byla provedena

20 pl ddH0 a poté byla zméfena koncentrace DNA.

5.2.45 Meéreni koncentrace DNA

Pro vyhodnoceni G¢innosti ptecisténi a izolace DNA a pro PCR nebo transformaci DNA
byla koncentrace DNA méfena na spektrofotometru NAS 99 v objemu roztoku DNA
1,5 ul.

5246 Agarosova elektroforéza

Do horizontalni elektroforetické vani¢ky bylo nalito 50 ml 1% roztoku
agarosy a do roztoku bylo ptidano 30 pl 10% barviva ethidium bromidu. Smés byla
promichana pomoci hiebenu s potfebnym poctem zubi, ktery byl poté zasazen
do vani¢ky. Po 20 min byl ztuhly gel spolu s vani¢kou piemistén do elektroforetické
aparatury, kde byl pfevrstven 1x koncentrovanym TAE pufrem a z gelu byl opatrné
vyjmut hieben. Do jamek vytvofenych hiebenem byl nanesen standard molekulovych
hmotnosti (5 pl) a vzorky smichané s 6x DNA nanasecim pufrem (10 ul). Aparatura
byla pfipojena ke zdroji napéti a separace probihala pti 120 V po dobu 30-40 min. Gel
byl nasledné ptemistén na UV-transiluminator a vyfocen pomoci syst¢ému Alpha Digi

a programu Alpha DigiDoc RT.

5.24.7 Polymerasova ietézova reakce (PCR)

Kontrolni ,,colony* PCR byla provedena s Immolasovou DNA Polymerasou. Jako
templat byl pouzit 1 pl zaockované bakteridlni kultury kultivované ptes noc v LB médiu
s piislusnym antibiotikem. Pro amplifikaci DNA tuseku genu pouzitého pro BP reakci
obsahovala reakéni smés Phusion High-Fidelity DNA Polymerasu a 0,5 pl templatu
zfedéného pomoci nuclease-free vody na pozadovanou koncentraci. PCR reakce
probihaly v 200 pl mikrozkumavkach v termocycleru, ktery byl nastaven podle
podminek uvedenych v Tab. 2 a Tab. 4. Slozeni reak¢éni smési je uvedeno v Tab. 3

a Tab. 5.
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Tab. 2: Podminky PCR pri pouziti Phusion High-Fidelity DNA Polymerasy.

Krok Teplota Cas Opakovani
1. Pocate¢ni denaturace 98 °C 30s 1
2. Denaturace 98 °C 10s
3. Annealing 50 °C 30s 30
4. Elongace 72°C 2 min
5. Kone¢na elongace 72 °C 10 min 1

Tab. 3: Slozeni reakcni smesi pri pouziti Phusion High-Fidelity DNA Polymerasy.

Slozka Objem [pl] / 1 reakce
ddH,0O 10,8

5x Phusion HF pufr 4

dNTPs (10 mmol 1™ 0,4

,,Forward*‘ primer (5 mmol~l'1) 2

,»Reverse‘* primer (5 rnmol'l'l) 2

Templét (plasmid ~ 200 ng il ) 05

Phusion HF DNA Polymerasa 0,3

Celkovy objem 20

Pt1 pouziti Phusion High-Fidelity DNA Polymerasy byla reakéni smés pfipravovana na
ledu a DNA polymerasa byla do smési ptidana vzdy jako posledni.
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Tab. 4: Podminky PCR pri pouziti Immolasové DNA Polymerasy. Teplota annealingu a doba
elongace Vv pripadé primerii AHK4segREOL a AHK4segFWO01l je 51 °C, 1:15 min; pro
AHK4seqREOL a AHK4seqFW02 50 °C, 45 s, pro AHK3seqREOI a AHK3seqFW01 52 °C, 1:15
min.

Krok Teplota Cas Opakovini
1 Pocateéni denaturace 95°C 10 min 1
2 Denaturace 95 °C 15s
3 Annealing variabiln¢ 30s 35
4 Elongace 72 °C variabilné
5 Konecna elongace 72 °C 10 min 1

Tab. 5: SloZeni reakcni smési pii pouziti Immolasové DNA Polymerasy.

Slozka Objem [pl] / 1 reakce
2x Immomix 7,5

ddH,0 3,5

,,Forward‘* primer (5 mmol-l'l) 15

,Reverse‘ primer (5 mmol-l'l) 15

Templat (desitky ng) 1

Celkovy objem 15

Reakéni smés 2x Immomix obsahuje DNA Polymerasu vcetné dalSich pottebnych

komponent.

5.2.4.8 Sekvenace DNA

Sekvenaci provadéla firma SEQme, Dobiis, Ceskd republika. Plasmidova DNA
izolovana pomoci soupravy QIAprep Spin Miniprep Kit byla ptfed odeslanim
na sekvenaci zfedéna na potiebnou koncentraci (~ 100 ng-pl™). Celkovy objem vzorku
na sekvenaci ¢inil 10 pl (5 pl templatu + 5 pl 5 pmol 1™ primeru). Vysledky sekvenace
byly vyhodnoceny pomoci programu BioEdit verze 7.2.5.

54



5.2.5 Prace s proteiny

5.2.5.1 Extrakce proteinii

Pro ovéfeni exprese proteinu znaceného GFP metodou Western blot bylo potieba
extrahovat proteiny z bunéénych suspenznich kultur Arabidopsis LER. Pro extrakci
byla pouzita 2-3 dny stard kultura. Buniky byly pfefiltrovany pies Biichnerovu nalevku,
zvazeny a vlozeny do tekutého dusiku. V chlazené tfeci misce byly homogenizovany
2 g bunék a pireneseny do ultracentrifuga¢ni kyvety obsahujici 2 ml extrakéniho pufru
(viz kapitola 5.1.8.5). Kyveta byla ponechana po dobu 1 h na ledu a opakované po
10 min byla smés vortexovana. Nasledné¢ byl proteinovy extrakt centrifugovan
pii 25000 g pii 4 °C po dobu 20 min. Supernatant obsahujici rostlinné proteiny byl
skladovan pii -80 °C.

5.25.2 Méreni koncentrace celkovych proteint

Koncentrace proteini v extraktech byla stanovena spektrofotometricky metodou dle
Bradfordové, kterd je zaloZena na adsorpéni vazbé barviva Coomassie Brilliant Blue
G250 na molekulu proteinu. Vzrust absorbance pii 595 nm je pfimo umérny koncentraci
proteinll. Reakéni smés v kyveté byla slozena z 1 — 5 pl vzorku ¢i BSA (hovézi sérovy
albumin), 200 pl Bradfordova ¢inidla a poté byla doplnéna na objem 1000 pl ddH-O.
Smés byla promichana a ponechana 5 min pfi laboratorni teploté. Poté byla zméfena
absorbance pfi vinové délce 595 nm. Za pomoci BSA o znamych koncentracich byla
sestrojena kalibracni kiivka. Nasledné byla zjiSténa rovnice regrese kalibra¢ni kiivky,

z které byla vypocitana koncentrace proteinti ve vzorku.

5.25.3 SDS-PAGE

Nejprve byla sestrojena aparatura pro piipravu gelu. Byl pfipraven roztok pro délici gel
(slozeni uvedeno v kapitole 5.1.8.3), ktery byl nanesen mezi délici skla a pfevrstven
butanolem. Po hodinové polymeraci byl butanol vylit do odpadu a povrch gelu byl

proplachnut destilovanou vodou a pievrstven zaostfovacim gelem, do kterého byl
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opatrné vsazen plastovy hiebinek. Po ztuhnuti byl z gelu vyndan hiebinek a vytvorené
jamky byly proplachnuty destilovanou vodou. Nésledn¢ byla elektroforézni komurka
naplnéna elektrodovym pufrem, do kterého byla vsazena skla s pfipravenym gelem, a do
vzniklych jamek byly naneseny vzorky, které byly piipraveny nasledovné: podle
koncentrace byly vzorky nafedény tak, aby jamka obsahovala 50 pg nebo 100 ug
proteinu a celkovy objem vzorku byl 12 pl. K pfipravenym nafedénym vzorkim byl
ptidan SDS nanaSeci pufr v poméru 3:1 a smés byla povafena po dobu 5 min pii 95 °C.
Poté byly vzorky ochlazeny na ledu a centrifugovany pi#i 18 000 g po dobu 2 min.

Proteiny byly separovany pii 130 V po dobu 20 min a poté bylo napéti zvySeno na
180 V. Po probéhnuti elektroforézy byl gel pouzit pro western blot.

5.25.4 Western blot a imunodetekce

V prvnim kroku byl pfipraven blotovaci pufr, do kterého byly namoceny dvé porézni
podlozky a dva silné filtracni papiry. PVDF membrana velikosti gelu byla aktivovana
ve 100% methanolu po dobu 30 s. Nasledné bylo vytvofeno tzv. sandwichové
uspofadani podle Obr. 22. Ptipadné bubliny byly opatrné vytlaceny pomoci 50 ml
konické zkumavky. Sandwich byl spolu s drzdkem sledem vloZzen do blotovaci
komurky a zalit po okraj blotovacim pufrem. Aparatura byla umisténa do lednice

a blotovani probihalo pfes noc pii 18 V.

] —— Porézni podioZka
: ] silny filtra&ni papir
PVDF membrana Y pap

gel
] —— porézni podiozka

silny filtra&ni papir

Obr. 22: Sandwichové usporaddni Western blotu.

Pro stanoveni Uspésnosti pienosu proteinti byl gel barven v roztoku Coomassie
Brilliant Blue R250 po dobu 1 h za stalého tfepani. Nasledné byl gel ponofen na 30 min
do odbarvovaciho roztoku.

PVDF membrana byla par sekund barvena roztokem amidocerni, proplachnuta
destilovanou vodou a odbarvovana na tfepacce pii 60 rpm po dobu 20 min. Pro

snadn¢jsi orientaci pii detekci byly jamky a marker na membrané vyznaceny tuzkou

56



a poté byla PVDF membrana blokovana za stalého tiepani po dobu 1 h v 50 ml roztoku
5% susené¢ho mléka v TBS-T pufru. Nasledn¢ byla membrana inkubovana 1 h ve 2 ml
1% suseném mléku v TBS-T pufru obsahujicim primarni protilatku. Nasledovalo
promyti membrany: 5 minut v TBS-T a 2 x 5 minut v TBS pufru. Poté byla membrana
za stalého tfepani 1 h inkubovana v 30 ml roztoku 1% suseném mléku v TBS-T pufru se
sekundéarni protilaitkou. Na zavér byla membrana opét promyta: 10 minut v TBS-T
a2 x10 minut v TBS pufru. Vyvolani bylo provedeno chemiluminiscen¢né. PVDF
membrana byla pifevrstvena 8 ml roztoku, ktery vznikl smichénim substratu pro
kfenovou peroxidasu s ptislusSnym pufrem Vv poméru 1:1. Samotnd detekce probihala

pomoci dokumentac¢niho systému ChemiDoc MP.

5.2.6 Prace s konfokalnim mikroskopem a priprava mikroskopickych
preparati

Obrazky byly potizeny pomoci konfokélniho laserového skenovaciho mikroskopu Zeiss
LSM 710. GFP bylo excitovano laserem s vinovou délkou 488 nm a detekovano mezi
495-515 nm, CFP pii 405 nm a detekovano mezi 455-490 nm. Marker plasmatické
membrany FM4-64 byl excitovan laserem s vlnovou délkou 488 nm a detekovan v
rozmezi 650-750 nm. Fluorescencni znacka NBD byla excitovana pifi 458 nm
a detekovana pii 520-570 nm. Nasledné zpracovani obrazka bylo provedeno pomoci
Olympus software F\VV1000 (Ver.1.7a), Zeiss ZEN software (Ver.2010a), Image J 1.38x
a Photoshop 6.0/CS.

Pro pozorovani bunéénych suspenznich kultur byly preparaty pfipravovany
nasledujicim zplisobem: oboustrannd lepici paska prilepena na horni a dolni ¢ést
podloZniho sklicka tvofila tzv. komlrku. Do tohoto prostoru bylo na podlozni sklicko
naneseno piiblizné 100 pl tfidenni suspenzni kultury a preparat byl piekryt sklickem

krycim. Obdobné byly pfipravovany preparaty ¢tyrdennich Arabidopsis kotinki.
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6 VYSLEDKY

Nezvetejnéno
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[/ DISKUSE

Nezvetejnéno
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8 ZAVER

Nezvetejnéno

60



9 SEZNAM LITERATURY

Asami T., Tao L., Yamamoto S., Ichinose K., Nakano T., Min Y.-K., Murofushi N., Yoshida S.
(1997): Visualisation of binding of bioactive fluorescence-labeled abscisic acid to barley
aleurone protoplasts. RIKEN Review 15, 43-44.

Bleckmann A., Weidtkamp-Peters S., Seidel C. A. M., Simon R. (2010): Stem Cell Signaling in
Arabidopsis Requires CRN to Localize CLV?2 to the Plasma Membrane. Plant Physiology
152, 166-176.

Brault M., Maldiney R, Miginiac E. (1997): Cytokinin-binding proteins. Physiologia Plantarum
100, 520-527.

Cline M. G. (1991): Apical dominance. Botanical Review 57, 318-346.

Davies P. J. (2004): The plant hormones: their nature, occurence, and function. In: Plant
hormones: biosynthesis, signal transduction, action! 3" Edition (Davies P. J., ed.), Kluwer
Academic Publisher, Dordrecht, The Netherlands, 7-8.

Dolezal K., Astot C., Hanu$ J., Holub J., Peters W., Beck E., Strnad M., Sandberg G. (2002):
Cytokinins in suspension cultured photoautotrophic cells of Chenopodium rubrum by
capillary liquid chromatography/frit—fast atom bombardment mass spectrometry. Plant
growth Regulation 36, 181-189.

Eisinger W. (1976): Role of cytokinins in carnation flower senescence. Plant Physiology 59,
707-709.

Gan S., Amasino R. M. (1995): Inhibition of leaf senescence by autoregulated production of
cytokinin. Science 270, 1986-1988.

Geldner N., Hyman D. L., Wang X., Schumacher K., Chory J. (2007): Endosomal signaling of
plant steroid receptor kinase BRI1. Genes & Development 21, 1598-1602.

Geldner N., Robatzek S. (2008): Plant Receptors Go Endosomal: A Moving View on Signal
Transduction. Plant Physiology 147, 1565-1574.

Gongalves M. S. T. (2009): Fluorescent labeling of biomolecules with organic probes.
Chemical Reviews 109, 190-212.

Grayburn W. S., Green P. B., Steucek G. (1982): Bud induction with cytokinin: A local
response to local application. Plant Physiology 69, 682-686.

Heyl A., Schmiilling T. (2003): Cytokinin signal perception and transduction. Curent. Opinion
in Plant Biology 6, 480-488.

Higuchi M., Pischke M. S., M&honen A. P., Miyawaki K., HashimotoY., Seki M., Kobayashi
M., Shinozaki K., Kato T., Tabata S., Helariutta Y., Sussman M. R., Kakimoto T. (2004): In
planta functions of the Arabidopsis cytokinin receptor family. Proceedings of the National
Academy of Sciences 101, 8821-8826.

Hoekema A., Hirsch P. R., Hooykaas P. J. J., Schilperoort R. A. (1983): A binary plant vector
strategy based on separation of the vir- and T-region of the Agrobacterium tumefaciens Ti-
plasmid. Nature 303, 179-180.

Holub J., Hanu$ J., Hanke D. E., Strnad M. (1998): Biological activity of cytokinins derived
from Ortho- and Meta-Hydroxybenzyladenine. Plant Growth Regulation 26, 109-115.

Hothorn M., Dabi T., Chory J. (2011): Structural basis for cytokinin recognition by Arabidopsis
thaliana histidine kinase 4. Nature Chemical Biology 7, 766-768.

Hwang 1., Sheen J. (2001): Two-component circuitry in Arabidopsis cytokinin signal
transduction. Nature 413, 383-389.

Hwang, 1., Chen, H., Sheen, J. (2002): Two-Component Signal Transduction Pathways in
Arabidopsis. Plant Physiology 129, 500-515.

Chersi A., di Modugno F., Rosano L. (1997): Selectvie ‘in synthesis’ labelling of peptides by
fluorochromes. Biochimica et Biophysica Acta 1336, 83-88.

61



Inoue T., Higuchi M., Hashimoto Y., Seki M., Kobayashi M., Kato T., Tabata S., Shinozaki K.,
Kakimoto T. (2001): Identifcation of CRE1 as a cytokinin receptor from Arabidopsis. Nature
409, 1060-1063.

Irani, N. G., Di Rubbo S., Myllel E., Van den Begin J., Schneider-Pizon J., Hnilikova J., Sisa
M., Buyst D., Vilarrasa-Blasi J., Szatmari A.-M., Van Damme D., Mishev K., Codreanu M.-
C., Kohout L., Strnad M., Cafio-Delgado A. I, Friml J., Medder A., Russinova E. (2012):
Fluorescent castasterone reveals BRI1 signaling from the plasma membrane. Nature
Chemical Biology 8, 583-589.

Kakimoto T. (1996): CKI1, a histidine kinase homolog implicated cytokinin signal transduction.
Science 274, 982-985.

Kakimoto T. (2003): Perception and signal transduction of cytokinins. Annual Review of Plant
Biology 54, 605-627.

Kim, H. J., Ryu H., Hong S. H., Woo H. R, Lim P. O., Lee I. Ch,, Sheen J., Nam H. G., Hwan |
(2006): Cytokinin-mediated control of leaf longevity by AHK3 through phosphorylation of
ARR2 in Arabidopsis. Proceedings of the National Academy of Sciences 103, 814-8109.

Kubiasova K. (2012): Priprava a charakterizace fluorescencné znacenych cytokininovych
derivati. Bakalatska prace. UP v Olomouci, Ceska republika.

Kuhnle J. A., Fuller G., Corse J., Mackey B. E. (1977): Antisenescent activity of natural
cytokinins. Physiologia Plantarum 41, 12-21.

Laloue M., Fox. J. E. (1989): Cytokinin oxidase from wheat: Partial purification and general
properties. Plant Physiology 90, 899-906.

Letham D. S., Miller C.0O. (1965): Identity of kinetin-like factors prom Zea Mays. Plant & Cell
Physiology 6, 355-360.

Lifetechnologies Home Page: http://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/life-
science/cloning/gateway-cloning.html (12.2.2014).

Lifetechnologies Home Page: http://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/brands/molecular-
probes/key-molecular-probes-products/alexa-fluor.html?icid=fr-alexa-
main%20http://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/brands/molecular-probes/key-
molecular-probes-products/alexa-fluor.html?icid=fr-alexa-main (3.3.2014).

Lomin S. N., Yonekura-Sakakibara K., Romanov G. A., Sakakibara H. (2011): Ligand-binding
properties and subcellular localization of maize cytokinin receptors. Journal of
Experimental Botany 62, 5149-5159.

Mihénen A. P., Bishopp A., Higuchi M., Nieminen K. M., Kinoshita K., Térmikangas K.,
Ikeda Y., Oka A., Kakimoto T., Helariutta Y. (2006): Cytokinin signaling and its inhibitor
AHP6 regulate cell fate during vascular development. Science 311, 94-98.

Mason M. G., Li J., Mathews D. E., Kieber J. J., Schaller G. E. (2004): Type-B response
regulators display overlapping expression patterns in Arabidopsis. Plant Physiology 135,
927-937.

Mayak S., Halevy A.H. (1969): Cytokinin activity in rose petals and its relation to senescence.
Plant Physioogy 46, 497-499.

Mik V., Szii¢ova L., Smehilova M., Zatloukal M., Dolezal K., Nisler J., Graz J., Galuszka P.,
Strnad M., Spichal L. (2011): N9-substituted derivatives of kinetin: effective anti-senescence
agents. Phytochemistry 72, 821-831 .

Mik V. (2012): Synthesis and characterization of novel compounds interacting with metabolic
pathways of plant hormones cytokinins. Structure-activity relationship. Diserta¢ni prace. UP
v Olomouci, Ceska republika.

Miller C. O. (1955a): Kinetin, a cell division factor from deoxyribonucleic acid.
Journal of the American Chemical Society 77, 1392.

Miller C. O. (1955b): Structure and synthesis of kinetin. Journal of the American Chemical
Society 77, 2662-2663.

Moore 1., Murphy A. (2009): Validating the location of fluorescent protein fusions in the
endomembrane system. The Plant Cell 21, 1632-1636.

Nebenfiihr A., Ritzenthaler Ch., Robinson D. G. (2002): Brefeldin A: Deciphering an Enigmatic
Inhibitor of Secretion. Plant Physiology 130, 1102-1108.

Nisler J., Zatloukal M., Popa I., Dolezal K., Strnad M., Spichal L. (2010): Cytokinin receptor

62


http://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/life-science/cloning/gateway-cloning.html
http://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/life-science/cloning/gateway-cloning.html
http://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/brands/molecular-probes/key-molecular-probes-products/alexa-fluor.html?icid=fr-alexa-main%20http://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/brands/molecular-probes/key-molecular-probes-products/alexa-fluor.html?icid=fr-alexa-main
http://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/brands/molecular-probes/key-molecular-probes-products/alexa-fluor.html?icid=fr-alexa-main%20http://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/brands/molecular-probes/key-molecular-probes-products/alexa-fluor.html?icid=fr-alexa-main
http://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/brands/molecular-probes/key-molecular-probes-products/alexa-fluor.html?icid=fr-alexa-main%20http://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/brands/molecular-probes/key-molecular-probes-products/alexa-fluor.html?icid=fr-alexa-main
http://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/brands/molecular-probes/key-molecular-probes-products/alexa-fluor.html?icid=fr-alexa-main%20http://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/brands/molecular-probes/key-molecular-probes-products/alexa-fluor.html?icid=fr-alexa-main

antagonists derived from 6-benzylaminopurine. Phytochemistry 71, 823-830.

Pasternak O., Bujacz G. D., Fujimoto Y., Hashimoto Y., Jelen F., Otlewski J., Sikorski M. M.,
Jaskolski M. (2006): Crystal structure of Vigna radiata cytokinin-specific binding protein
in complex with zeatin. The Plant Cell 18, 2622-2634.

Plant Physiology Home Page:
http://plantphys.info/plant_physiology/images/tissuehormonescu.gif (20.2.2014).

Pulici M., Asami T., Robertson M., Seto H., Yoshida S. (1996): Amylase induction activity
of fluorescein labeled giberelin in barley aleurone protoplasts. Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters 6, 2549-2552.

Quirino B.F., Noh Y.-S., Himelblau E., Amasino R.M. (2000): Molecular aspects of leaf
senescence. Trends in Plant Science 5, 278-282.

Rashotte A. M., Mason M. G., Hutchison C. E., Ferreira F. J., Schaller G. E., Kieber J. J.
(2006): A subset of Arabidopsis AP2 transcription factors mediates cytokinin responses in
concert with a two-component pathway. Proceedings of the National Academy of Sciences
103, 11081-11085.

Richmond A. E., Lang A. (1957): Effect of kinetin on protein content and survival of detached
Xanthium leaves. Science 125, 650-651.

Romanov G. A., Spichal L., Lomin S. N., Strnad M., Schmiilling T. (2005): A live cell
hormone-binding assay on transgenic bakteria expressing a eukaryotic receptor protein.
Analytical Biochemistry 347, 129-134.

Robert S., Chary S., N., Drakakaki G., Li S., Yang Z., Raikhel N., V., Hicks G., R. (2008):
Endosidinl defines a compartment involved in endocytosis of the brassinosteroid receptor
BRI1 and the auxin transporters PIN2 and AUX1. Proceedings of the National Academy of
Sciences 105, 8464-8469.

Romanov G. A., Lomin S. N., Schmiilling T. (2006): Biochemical characteristics and ligand-
binding properties of Arabidopsis cytokinin receptor AHK3 compared to CRE1/AHK4 as
revealed by a direct binding assay. Journal of Experimental Botany 57, 4051-4058.

Romanov G. A. (2009): How do cytokinins affect the cell? Russian Journal of Plant Physiology
56, 268-290.

Sakakibara H. (2006): Cytokinins: Activity, Biosynthesis, and Translocation. Annual Review of
Plant Biology 57, 431-439.

Scita G., Di Fiore P. P. (2010): The endocytic matrix. Nature, 463, 464-473.

Shaner N. C., Steinbach P. A., Tsien R. Y. (2005): A guide to choosing fluorescent proteins.
Nature Methods 2, 905-9009.

Shani E., Weinstain R., Zhang Y., Castillejo C., Kaiserli E., Chory J., Tsien R. Y., Estelle M.
(2013): Gibberellins accumulate in the elongating endodermal cells of root. Proceedings of
the National Academy of Sciences 110, 4834-4839.

Sheng J., Citovsky V. (1996): Agrobacterium-plant cell DNA transport: have virulence proteins
will travel. The Plant Cell 8, 1699-1710.

Shimomura O., Johnson F. H., Saiga Y. (1962): Extraction, purification and properties
of aequorin, a bioluminescent protein from the luminous hydromedusan, Aequorea.
Journal of Cell and Comparative Physiology 59, 223-239.

Schmiilling T. (2004): Cytokinin. In Encyclopedia of Biological Chemistry (Eds. Lennarz., W.,
Lane, M. D.), Academic Press/ Elsevier Science, 562-567.

Skoog F., Miller C. O. (1957): Chemical regulation of growth and organ formation in plant
tissues cultured in vitro. Symposia of the Society for Experimental Biology 11, 118-130.

Stolz, A., Riefler M., Lomin S. N., Achazi K., Romanov G. A., Schmiilling T. (2011): The
specificity of cytokinin signalling in Arabidopsis thaliana is mediated by differing ligand
affinities and expression profiles of the receptors. The Plant Journal, 67, 157-68.

Strnad M., Peters W., Beck E., Kaminek M. (1992): Immunodetection and Identification of NE-
(o-Hydroxybenzylamino)Purine as a Naturally Occurring Cytokinin in Populus x canadensis
Moench cv Robusta Leaves. Plant Physiology 99, 74-80.

Suzuki T., Miwa K., Ishikawa K., Yamada H., Aiba H., Mizuno T. (2001): The Arabidopsis
sensor His-kinase, AHK4, can respond to cytokinins. Plant Cell Physiology 42, 107-113.

63


http://plantphys.info/plant_physiology/images/tissuehormonescu.gif

Sziicova L., Zatloukal M., Spichal L., Frohlich L., Dolezal K., Strnad M., Massino F. J.(Institut
experimentalni botaniky, Akademie véd Ceské republiky) 6,9-disubstituted purine
derivatives and their use for treating skin. W02008008770, US2008009508, 8.4.2009

Taka¢ T., Pechan T., Richter H., Miiller J., Eck C., Bchm N., Obert B., Ren H., Niehaus K.,
Samaj J. (2011): Proteomics on Brefeldin A-Treated Arabidopsis Roots Reveals Profilin 2
as a New Protein Involved in the Cross-Talk between Vesicular Trafficking and the Actin
Cytoskeleton research articles. Journal of Proteom Research 10, 488-501.

Takac T., Pechan T., Samajova O., Ovetka M., Richter H., Eck C., Nichaus K., Samaj J. (2012):
Wortmannin Treatment Induces Changes in Arabidopsis Root Proteome and Post-Golgi
Compartments. Journal of Proteom Research 11, 3127-3142.

Tanaka Y., Suzuki T., Yamashino T., Mizuno T. (2004): Comparative studies of the AHP
histidine-containing  phosphotransmitters  implicated in  His-to-Asp  phosphorelay
in Arabidopsis thaliana. Bioscience, Biotechnology and Biochemistry 68, 462-465.

Tarkowska D., Dolezal. K., Tarkowski P., Astot C., Holub J., Fuksova K., Schmiilling T.,
Sandberg G., Strnad M. (2003): Identification of new aromatic cytokinin in Arabidopsis
thaliana and Populus x canadensis leaves by LC-(+)ESI-MS and capillary liquid
chromatography/frit-fast atom bombardment mass spectrometry. Plant Physiology 117,
579-590.

To J. P. C., Kieber J. J. (2008): Cytokinin signaling: two-components and more. Trends in Plant
Science 13, 85-92.

Tsien R. Y. (1998): The green fluorescent protein. The Annual Review of Biochemistry 67,
509-544.

Turnbull C.G.N., Raymond M.A.A., Dodd I.C., Morris S.E. (1997): Rapid increases in
cytokinin concentration in lateral buds of chickpea ( Cicer arietinum L.) during release of
apical dominance. Planta 202, 271-276.

Ueguchi Ch., Koizumi H., Suzuki T., Mizuno T. (2001): Novel family of sensor histidine kinase
genes in Arabidopsis thaliana. Plant Cell Physiology 42, 231-235.

van Staden J., Zazimalova E., Georgie E. F. (2008): Cytokinins, their analogues and antagonists.
In Plant propagation by tissue culture 3rd Edition (George E. F., Hall M. A., De Klerk
G.-J., eds.), Springer, Dordrecht, The Netherlands, 205-226.

Wulfetange K., Lomin S. N., Romanov G. A., Stolz A., Heyl A., Schmiiling T. (2011):
The cytokinin receptors of Arabidopsis are located mainly to the Endoplasmic reticulum.
Plant Physiology 156, 1808-1818.

Yamada H., Suzuki T., Terada K., Takei K., Ishikawa K., Miwa K, Qamashino T., Mizuno T.
(2001): The Arabidopsis AHK4 Histidine Kinase is a Cytokinin-Binding Receptor that
Transduces Cytokinin Signals Across the Membrane. Plant and Cell Physiology 42,
1017-1023.

Yonekura-Sakakibara K., Kojima M., Yamaya T., Sakakibara H. (2004): Molecular
characterization of cytokinin-responsive histidine kinases in maize. Differential ligand
preferences and response to cis-zeatin. Plant Physiology 134, 1654-1661.

Zalabak, D., Pospisilova H., Smehilova M., Mrizova K., Frébort L., Galuszka P. (2012): Genetic
engineering of cytokinin metabolism: prospective way to improve agricultural traits of crop
plants. Biotechnology Advances 31, 97-117.

Zawadski P., Slosarek G., Boryski J., Wojtaszek P. (2010): A fluorescence correlation
spectroscopy study of ligand interaction with cytokinin-specific binding protein from mung
bean. Biological Chemistry 391, 43-53.

Zheng H., Kunst L., Hawes Ch., Moore 1. (2004): A GFP-based assay reveals a role for RHD3
in transport between the endoplasmic reticulum and Golgi apparatus. The Plant Journal 37,
398-414.

64



10 SEZNAM ZKRATEK

A. tumefaciens
AHK
AHP
APS
ARR
BA

bp
BFA
BR
BRI1
BSA
CK
CFP
CKX
CRF
cZ

Da (kDa)
ddH,0
DHZ
DMSO
dNTP
DPU
E. coli
EE

ER
FITC
FW

GA
GFP

Agrobacterium tumefaciens

histidinkinasa z A. thaliana

Arabidopsis histidine phosphotransfer proteins
persiran amonny

regulatory odpovédi z A. thaliana (Arabidopsis response regulator)
N°-benzyladenin

par bazi (base pair)

brefeldin A

brassinosteroid

BR receptor (brassinosteroid insensitive 1)

hovézi sérovy albumin (bovine serum albumine)
cytokininy

modrozeleny fluorescen¢ni protein (cyan fluorescent protein)
cytokinin dehydrogenasa (EC 1.5.99.12)

cytokinin response factor

cis-zeatin

Dalton (kilodalton)

destilovana deionizovana voda

dihydrozeatin

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleotidtrifosfat

N,N’-difenylmocovina

Escherichia coli

rany endosom (early endosome)

endoplasmatické retikulum

fluorescein isothiokyanat

oznaceni primeru, ve sméru genu 3'— 5 (forward)
tthové zrychleni

Golgiho aparat

zeleny fluorescencni protein (green fluorescent protein)

hodina
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HF vysoce specificky (high-fidelity)

iP N°-isopentenyladenin

ipt adenylat isopentenyltransferasa (EC 2.5.1.27)
IR infraervené zareni

kb kilobaze, tisic bazi

Kin Kinetin

LER Landsberg erecta

MeOH methanol

min minuta

mol I mol na litr

MS hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)
mT meta-topolin

NAA kyselina 1-naftyloctova

NBD-CI 4-chlor-7-nitrobenzooxadiazol

nm nanometr

oT orto-topolin

PCR polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
PM plasmatickda membrana

pT para-topolin

PVDF polyvinylidendifloridova membrana

RE oznaceni primeru, proti smeru genu 5'— 37 (reverse)
rpm otacky za minutu (rotation per minute)

RT teplota mistnosti

SDS dodecylsiran sodny

TDZ thidiazuron

TEMED tetramethylendiamin

TGN trans-Golgi sit’ (trans-Golgi network)

tZ trans-zeatin

uv ultrafialové zareni

UV/IVIS ultrafialové/viditelné zareni

viv objem na objem

wiv hmotnost na objem

ZmHK histidinkinasa z kukutice (Zea mays histidine kinase)
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