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Cast 1

Uvod




Rozmnozovani je vlastnosti Zivych organismu, ktera zajistuje kontinuitu zivota
na Zemi prostfednictvim fady po sob€ jdoucich generaci. Nikoho jisté neptekvapi, ze u
nepfeberného mnozstvi forem zivota na naSi planet¢ vznikly cetné reprodukéni
mechanismy od relativné jednoduchého bunécného dé€leni jednobunéénych az po casto
velmi komplikované zivotni cykly rostlin a zivocicht.

U vyssich rostlin dochazi ke stfidani nepohlavni a pohlavni generace, sporofytu
a gametofytu. Ve sporofytni fazi vyvoje sestdvaji jedinci z diploidnich bunck a
rozmnozuji se nepohlavné haploidnimi sporami vzniklymi redukénim délenim ve
sporogenni tkani. Spory kli¢i v gametofyt, na némz ve specializovanych organech
vznikaji taktéz haploidni gamety oddéleného pohlavi. Splynutim sam¢i a samici gamety
vznikne diploidni zygota, jez d4 zéklad dalsi sporofytni generaci.

Rostliny ve valné vétsin¢ piipadi jevily tendenci preferovat jednu z uvedenych
vyvojovych fazi na ukor druhé. Ty, které se vydaly po evolucni linii vedouci smérem k
mechorostiim, zvolily cestu potlacovani sporofytu. Vysledkem této snahy je existence
heterotrofniho sporofytu v podobé $tétu s tobolkou rostouciho na autotrofni mechové
rostlince pfedstavujici gametofyt, na niz je metabolicky zcela zavisly. Jinou strategii
zvolily rostliny vytrusné a semenné. U nich naopak sporofyt prevlada nad gametofytem.
Redukce gametofytu dosahuje vrcholu u rostlin krytosemennych, a to az na troven
nekolika haploidnich bun€k zcela obklopenych diploidni sporofytni tkédni, ktera tak
prebira i dil zodpovednosti za jeho fadny vyvoj.

Pravé malé rozméry Cinily poznavani samc¢iho gametofytu - pylu, nebot’ jemu je
tato disertacni prace vénovana, znaéné¢ komplikovanym. V uplnych pocatcich vyzkumu
pylu se badatel¢ zaméfili zejména na jeho vnéjsi vzhled (Malpighi, 1675). Dalsi védci
postupné ziskavali znalosti o struktufe a funkci pylu a pylové la¢ky a popsali zakladni
jevy souvisejici s pohlavnim rozmnozovanim krytosemennych rostlin, jako je napf.
existence dvoj- a trojjaderného pylu (Elfving, 1879), rozliSeni vegetativni a generativni
bunky (Strasburger, 1884) ¢i dvojité oplozeni (Nawaschin, 1898).

Neobycejné prudky vyvoj znalosti o fysiologii pylu a pylové lacky ve dvacatém
stoleti byl podminén prudkym rozvojem mikroskopickych a jinych metod vyzkumu.
Nemensi vliv mél i objev kultivace pylovych lacek in vitro a zejména rasantni vstup
metod molekularni genetiky a genového inZenyrstvi do rostlinné fysiologie ve druhé

poloviné naseho v€ku. Posledn¢ uvedené pfistupy umoziiuji zkoumat Zivotni projevy




homogenniho souboru haploidnich bunék v suspensi, coz je u jinych rostlinnych tkani

Tato préace si klade za cil pirispét uritym dilem k poznani regulac¢nich procest
ovlivityjicich pfirozeny vyvoj pylu a nasledné kliceni a rist pylovych lacek, kde
vzhledem k mal¢ transkripcni aktivité ¢i jeji iplné absenci nabyva na vyznamu regulace
genové exprese na posttranskripcnich Urovnich (viz. Twell, 1994). Jednim 2z
mechanismi této formy regulace je 1 selektivni translace jednotlivych v bunce
existujicich typt mRNA a s ni souvisejici rozeznani urcitych molekul mRNA jako t.c.
translacné aktivnich nebo inaktivnich. Ve své praci budu sledovat subcelularni
distribuci mRNA v nezralém a kli¢icim pylu, hledat jeji transportni a zasobni formu
volnych mRNP, pokusim se charakterisovat povahu translacni represe pyloveé
specifického transkriptu n#p303 a nakonec se vynasnazim nalézt geny piibuzné genu

ntp303, kodujicimu tento transkript, dalsi ¢leny genové rodiny ntp.
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2.1 Vyvoj pylu: od mikrosporocytu ke zralému pylovému zrnu

Zivotni cyklus vys$$ich rostlin osciluje mezi haploidni (gametofytickou) a
diploidni (sporofytickou) fazi. Ve vyvojové fadé vysSich rostlin je patrna tendence k
redukci gametofytu a jeho stale vétsi funkéni zavislosti na sporofytu. U vyvojoveé
nejpokrocilejSich rostlin krytosemennych, které v soucasnosti se svymi vice nez 250
000 druhy predstavuji naprostou vétSinu rostlinnych druht, dosahla redukce gametofytu
svého maxima. Ob¢ struktury, pylové zrno a zirodecny vak, jsou mikroskopické,
sestavaji jen z nékolika mélo bun€k a jsou naprosto neschopné vyvoje bez podpory
sporofytu. Jedinym obdobim, kdy se gametofyt krytosemennych rostlin, a to pouze
samci, vyskytuje samostatné, je béhem pienosu pylového zrna z prasniku na bliznu.

Pylové zrno ptedstavuje vysoce redukovanou, dvoj- nebo tfibunéénou, strukturu
uzpusobenou k produkci dvou spermatickych bun¢k a jejich dopraveni k sami¢imu
gametofytu, zarodecnému vaku, a zejména vajicku, kde dojde k oplozeni (Heslop-
Harrison, 1987; Bedinger, 1992; Smyth, 1997). Evolu¢ni uspéch krytosemennych
rostlin tkvi zejména v zavedeni a pouziti mechanismii vybéru silngjstho a
zivotaschopnéj$iho pylu (Mulcahy, 1979; Snow a Spira, 1991) a déle zamezeni
samoopyleni pomoci autoinkompatibility (Singh a Kao, 1992). VétSina krytosemennych
rostlin vytvaii oboupohlavné kvéty obsahujici jak prasniky tak pestiky, kde vznikaji a
vyvijeji se sam¢i 1 samic¢i gametofyty. Nasledujici kapitola se vénuje pouze situaci u
krytosemennych rostlin.

Vlastni vyvoj pylu, tedy proces mikrosporogenese a mikrogametogenese, byl jiz
mnohokrat popsan (Mascarenhas, 1989; Scott et al, 1991b; Bedinger, 1992;
McCormick, 1993; Twell, 1994; Owen a Makaroff, 1995). Diploidni mikrosporocyty
neboli matefské buiikky pylu se nachdzeji v praSnicich, v prasnych pouzdrech
vyplnénych tekutinou a obklopenych ¢tyfmi bunéénymi vrstvami - tapetem, stfedni
vrstvou, endotheciem a epidermis. Takto zaopatfené mikrosporocyty sekretuji sténu
sestavajici z B-1,3-glukanu, kalosy, a poté podstupuji meiosu (Obr. 2.1). V pribéhu
dvou meiotickych déleni se diploidni mikrosporocyt rozdéli ve Ctyfi haploidni
mikrospory. Rozezndvame dva typy meiotické cytokinese. Pii postupné cytokinesi,
ktera byla popsana napiiklad u lilie, dochazi k tvorbé bunécné desky po kazdém z

obou meiotickych dé€leni. Naproti tomu pfi simultdnni cytokinesi popsané u tabaku se




mikrosporocyt nejprve pireméni v tetrddu jader mikrospor docasné tvoficich

syncitium.
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Obr. 2.1. Schematické znazornéni hlavnich fazi béhem vyvoje a zrani pylového zrna. BlizZsi popis v textu
v kapitole 1.1 (podle Bate, 1997; Twell a Howden, 1998, upraveno).

dp, dvojjaderny pyl; gb, generativni burnika, KP, kliceni pylu; MI, meiosa I; MII, meiosa II; mpz, mladé
pylové zrno; ms, mikrospora; msc, mikrosporocyt, pl, pylova lacka;, PMI, prvni pylova mitosa;, PMII,
druha pylova mitosa; sb, spermaticka burika, tm, tetrada mikrospor; tp, trojjaderny pyl; UM, uvolnéni
mikrospor; vb, vegetativni bunka, vj, vegetativni jadro, zpz, zralé pylové zrno.




Teprve po skonceni II. meiotického dé¢leni nasleduje formovéni intersporalnich
kalosovych stén (Horner, 1977). Nedavno byla popsana alela TETRASPORE nezbytna
pro spravny prib¢eh cytokinese mikrospor Arabidopsis thaliana (Spielman et al., 1997).
Mutace v této alele zpozd'uje tvorbu kalosové stény mezi mikrosporami, coz ma za
nasledek pretrvani syncitia. Jednotliva meioticka déleni probihaji v celém praSniku
synchronng, pravdépodobné jako disledek skuteCnosti, Ze matefské bunky pylu
navzajem komunikuji pomoci cytoplasmatickych mustka, jimiz jsou pospojovany.

V dobé meiotického déleni mikrosporocytl se tapetalni bunky diferencuji v
dvojjaderné polarni sekrecni buiiky postradajici primarni bunéénou sténu. Tyto buiky
obsahuji vyjime¢né mnozstvi ribosomu, mitochondrii, endoplasmatického retikula a
Golgiho aparatu, a to zejména v blizkosti plasmatické membrany hranic¢ici s prasnymi
pouzdry. I bunky tapeta jsou propojeny cytoplasmatickymi mdustky, coz umoziiuje
koordinovat jejich aktivitu.

Bezprostiedné po ukonceni meiosy pocind formovani bunécnych stén
mikrospor. Mikrospory v tetradach syntetisuji z vnéjsi strany plasmalemmy celulosovou
primexinu, ktera funguje jako matrix pro ukladdni sporopoleninu. Sporopolenin je
zpocatku syntetisovan z prekursorti nachéazejicich se v cytoplasmé mikrospory a je
sekretovan mezi plasmatickou membranu a kalosovou sténu. KdyZ mladd mikrospora
oplyva castecné zformovanou exinou, dochazi k postupnému rozpousténi kalosové
stény a uvoliiovani jednotlivych mikrospor (Obr. 2.1). Za rozpousténi kalosy je
zodpovédny enzym [(-1,3-glukanasa, kalasa, syntetisovany bunkami tapeta a
uvoliiovany do prostoru prasného pouzdra. Spravné nacasovani sekrece kalasy je
jednim z kritickych momenti mikrosporogenese. Worrall se spolupracovniky (1992)
provedli v transgennich rostlinach tabaku pokus s expresi -1,3-glukanasy umisténé za
promotory funkénimi specificky v buiikdch tapeta (Scott et al., 1991a; Paul ef al., 1992)
a aktivnimi béhem meiosy. Dusledkem této predCasné exprese kalasy byla Castec¢na,
Castéji vSak Uplnd pylova samci sterilita. Neddvny objev mutace quartet (qrt) u
Arabidopsis (Rhee a Somerville, 1998) vSak naznacil, Ze situace mize byt o néco
podobnym fenotypem. V rostlinach nesoucich jednu z mutaci grt dochéazelo k
normalnimu formovani tetrdd, ale v dalSim vyvoji nebyly jednotlivé mikrospory z
téchto tetrad uvolnény. Porovnani mutovanych mikrospor s divokym typem ukézalo, ze

degradace kalosy naruSena nebyla, ale v mutantnich mikrosporach ptetrvavaly




pektinové slozky bunécéné stény. Uvedené vysledky naznacuji, ze bilkovinné produkty
genu grt-1 a grt-2 jsou zodpoveédné za degradaci pektinu specificky ve sténé matetské
bunky pylu a Ze mimo degradace kalosy, kterd se ukazuje byti pro uvolnéni mikrospor
nedostate¢nou, je nutné odstranit i pektinové slozky bunééné stény (Rhee a Somerville,
1998).

Volné mikrospory rychle nabyvaji na velikosti a nezfidka obsahuji véEtsi
mnozstvi malych vakuol (Obr. 2.1). Tyto ¢asem splyvaji v jedinou velkou vakuolu,
ktera vypliuje vétSinu objemu mikrospory a jeji ptitomnost byva spojovana s presunem
ptvodné centralné uloZzeného jadra na piesné urcené misto na periferii buniky. Tento
proces piesunu jadra vSak nemusi byt pasivnim jevem jen v disledku rastu vakuoly, jak
se predpokladalo, ale mize se jednat o proces dynamicky, coz potvrzuje objev systému
mikrotubult v oblasti migrace jadra mikrospory orchideji (Brown a Lemmon, 1991). V
tomto obdobi také dochazi k dokonceni tvorby bunécné stény syntézou intiny
sestdvajici z polysacharidi a bilkovin, a to jak strukturnich tak enzymi, jejichz
piikladem mtize byt kysela fosfatasa. Bunky tapeta jsou béhem mikrosporogenese
mimotadné metabolicky aktivni. Sekretuji do prostoru lokultt mnozstvi bilkovin, lipidd,
karbohydrath a sekundarnich metabolitd, které jsou vyuzivany vyvijejicimi se
mikrosporami k syntéze membrén, tvorb¢ exiny a v neposledni fad¢ jako zdroj energie
(Pacini, 1990). Pfes tuto zjevnou dulezZitost tapeta je 1ze dosdhnout spradvného dozrani
funkéniho pylu v in vitro podminkach jiz od pozdéjsich vyvojovych stadii mikrospor,
pochopitelné za ptitomnosti zakladnich Zivin (Tupy ef al., 1991).

Mikrospory s jadrem umisténym na stran€ podstupuji asymetrické déleni
nazvané I. pylova mitosa (PMI, obr 2.1). Vysledkem tohoto d¢€leni je vznik dvou
nestejnych buné€k, buiiky vegetativni a generativni, pfiCemz ob¢€ se vyskytuji v prostoru
ohrani¢eném bunécnou sténou mikrospory a generativni buiika se nachéazi v cytoplasmé
buiky vegetativni. Cely systém také v tomto okamziku pfestavd byt mikrosporou a
stava se nezralym pylovym zrnem. . pylova mitosa piedstavuje kriticky moment ve
vyvoji samciho gametofytu, jeho hlavni zlomovy bod spocivajici v upevnéni
nastoupen¢ho gametofytického vyvojového programu, jak ukézalo studium populaci
RNA a bilkovin (Bedinger a Edgerton, 1990) a proteosyntézy (Mandaron et al., 1990).
Zvraceni gametofytického vyvojového programu na sporofyticky je mnohem jednodussi
u jednobunéénych mikrospor nez u nezralych pylovych zrn (Gaillard et al, 1991).

potvrdilo, Ze Po skonceni PMI jsou exprimovany pozdni pylové specifické geny a jejich




aktivace jiz zpusobuje nezvratnost gametofytické cesty. V souvislosti s tim se uvadi, ze
pravdépodobna role I. pylové mitosy ve vyvoji sam¢iho gametofytu spoc¢iva v inhibici
exprese pozdnich genil v generativni buiice spiSe nez v aktivaci exprese odpovidajicich
genu v bufice vegetativni. V pfipad¢ naruseni asymetri¢nosti mitotického dé€leni, at’ uz
centrifugaci (Terasaka a Niitsu, 1987) nebo pomoci latek inhibujicich formovani
mikrotubult (Zaki a Dickinson, 1991), dojde k vytvofeni dvou podobnych buné¢k
vykazujicich charakteristiky vegetativni buiikky. I tato skutecnost ukazuje na
nezastupitelnou roli asymetrického déleni pro urceni dal§iho vyvoje obou dcefinnych
bunck.

Po skonceni I. pylové mitosy dramaticky vzriistd mnozstvi cytoplasmy ve
vegetativni buiice (Tupy et al., 1983a). Také generativni buiika se oddé€li od bunécné
stény, je zcela pohlcena svou vegetativni sestrou a pohybuje se k jejimu stiedu (Obr.
2.1). Twell (1995) pomoci techniky bunécné ablace specificky zaméfené na vegetativni
bunku dokazal, Ze odd¢leni generativni buiiky od stény a jeji migrace zavisi pravé na
vegetativni bunice. Generativni buiika v nepfitomnosti funk¢ni vegetativni buiky
dokonce ztratila svou Zivotaschopnost. Generativni bunka je tak zcela zavisld na
spravné funkci bunky vegetativni.

Vegetativni buiika pfedstavujici vétSinu mladého pylového zrna se vyznacuje
hustou cytoplasmou s mnoZzstvim organel a zasobnich latek, RNA a bilkoviny
nevyjimaje. Naproti tomu, generativni bunika dédi z mikrospory jen velmi malou ¢ast
cytoplasmy a organel. Zatimco jadro generativni buiiky obsahuje vysoce kondensovany
chromatin, vegetativni jadro je vétsi s vyS§im mnozstvim porii a obsahuje chromatin v
dekondensovaném stavu. I na zaklad¢ této skutecnosti miizeme usuzovat na daleko vétsi
transkripéni aktivitu vegetativniho jadra ve srovnani s jadrem generativni bunky
(Wagner et al., 1990). Hybridisace pylovych zrn in situ s nékolika pylové specifickymi
mRNA (Hanson et al., 1989; Ursin et al., 1989) ukazuji na specifickou expresi téchto
genil ve vegetativni bunice, ale jediné v pfipad¢ genu ntp303 (Weterings, 1994) bylo lze
s urcitosti vyloucit jeho expresi i v generativni bunice. Analyza exprese konstruktli
obsahujicich promotor fizovany k reportérovému genu B-glukuronidase (gus) a jaderné
signalni sekvenci v transgennich rostlinach potvrdila expresi /at52 (Twell, 1992) a
ntp303 (Weterings, 1994) specificky ve vegetativni bunce. Blomstedt se
spolupracovniky (1996) vSak ukazali, ze 1 generativni buiika obsahuje translatovatelné

mRNA a funk¢ni proteosynteticky aparat.
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Vyvijejici se mladé pylové zrno se vyznacuje znacnou metabolickou aktivitou; v
obdobi od I. pylové mitosy do stadia plné zralosti se jeho objem zvétSuje dvakrat, obsah
celkové RNA stoupa sedmkrat, obsah mRNA dokonce tfinact- az dvacetkrat (Tupy,
1982; Schrauwen et al., 1990). Tvorba cytoplasmy vegetativni bunky je spojena s
rychlou aktivaci syntézy RNA a bilkovin a tim i s formovanim novych ribosomt,
jejichz celkové mnozstvi se zvysuje asi desetkrat (Tupy et al., 1983b; Eady et al., 1994)
a s pocatkem ukladani Skrobovych zrn ve vegetativni cytoplasmé (Tupy et al., 1983b).

Zavérecnou fazi dozravani pylového zrna je jeho dehydratace. Ve zralém pylu v
dobé anthese rapidn€ klesd obsah vody az na hodnoty v rozmezi méné nez 6%
(Populus) a 35% a vice (travy; Heslop-Harrison, 1987). Stupeii dehydratace ma
pravdépodobné vztah k zivotaschopnosti pylu po uvolnéni z prasniku. Pyl Cucurbita
pepo neprochazi dehydratacni fazi a po anthesi si zachovava svou zivotaschopnost jen
po velice kratkou dobu (Pacini et al., 1997).

V obdobi gametogenese se neméni a nevyviji jen pylové zrno. Piikladem mohou
byt buiiky tapeta tepky (Brassica oleracea), které podstupuji pred anthesi
ultrastrukturdlni zmény vedouci az k rozpadu bunééné membrany (Murgia et al., 1991).
Nasledné uvolnéni jejich obsahu do prasného pouzdra vede k obaleni pylovych zrn
lipidovymi télisky a plastoglobuly. Takto vytvofeny obal se nazyva pollenkitt a mimo
ochrany pylu pted dehydrataci je zodpovédny i1 za, barvu a vini zralého pylu a jeho
adhesivitu k hmyzim opylovac¢im (Heslop-Harrison, 1987). To znamend, ze pavod
vrstev na povrchu pylového zrna je nutno hledat ve sporofytu a Ze tedy sporofyt piimo
ovlivityje vlastnosti pylu (Ottaviano a Mulcahy, 1989).

Zraly pyl sestava ze dvou nebo tii bunck (Obr. 2.1); bunky vegetativni a
generativni (dvojjaderny pyl, asi 70% druhli krytosemennych rostlin), anebo bunky
vegetativni a . a II. bunky spermatické (trojjaderny pyl), nachézejicich se uvnitt
cytoplasmy vegetativni buitky (Mascarenhas, 1989). II. pylova mitosa, zodpovédna za
rozdéleni generativni builky za vzniku I. a II. bunky spermatické, probihd u
dvojbunééného pylu az po vykli¢eni pylového zrna, v rostouci pylové lacce. Po dopadu
na bliznu se pyl rehydratuje, aktivuje a brzy se na jeho povrchu v misté jednoho z pora
v exin¢ objevuje vegetativni builka pietvofena v pylovou lacku. Rostouci pylova lacka
se prodira vodicim pletivem ¢nélky a placenty smérem k mikropyle vajicka a nese si

vegetativni jadro a ob¢ spermatické buiiky ve své Spicce (Heslop-Harrison, 1987).
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2.2 Genova exprese béhem vyvoje pylu

2.2.1 Komplexita genové exprese béhem mikrosporogenese a mikrogametogenese

V prvnich studiich, zabyvajicich se problematikou genové exprese béhem
vyvoje pylu a jeji komplexity, bylo porovnavano mnozstvi genli aktivnich ve zralém
pylu a ve sporofytickych pletivech. Odhady mnoZzstvi genii exprimovanych ve zralém
pylovém zrmu byly zaloZeny na urGeni kinetiky hybridisace *H-cDNA spolu s
nadbytkem poly(A) u Tradescantia paludosa (Willing a Mascarenhas, 1984) a u Zea
mays (Willing et al., 1988). Na zakladé¢ publikovanych analyz mizeme fici, Zze pyl
Tradescantia paludosa obsahuje pfiblizné 20 000 raznych sekvenci mRNA, které
mizeme podle jejich zastoupeni rozdélit do tii tiid. Prvni tfida mRNA representuje asi
40 sekvenci, které jsou vyjimecné abundantni, kazda je zastoupena vice nez 26 000
kopiemi na pylové zrno. Druhd tfida pfedstavuje hlavni frakci mRNA a obsahuje 1400
sekvenci ptitomnych v asi 3400 kopiich v kazdém pylovém zrnu. Kone¢né do tieti tfidy
patii vzacné transkripty, priblizné 1800 sekvenci s méné nez 100 kopiemi na zrno. Jen
pro srovnani, koteny Tradescantia paludosa obsahovaly kolen 30 000 riznych sekvenci
a nejvzacnéjsi transkripty treti tiidy byly exprimovany na urovni deset- az dvacetkrat
niz8i nez odpovidajici mRNA ve zralém pylu. VEétsi komplexita mRNA isolovanych z
kofend ve srovnani s pylem mize byt vysvétlena faktem, ze kofeny obsahuji velké
mnozstvi rozliénych typit bun¢k. Porovnani abundance a komplexity sekvenci mRNA v
pylu a kofenech kukuftice odpovida vysledktim zjisténym u Tradescantia.

Heterologni hybridisace pylové cDNA ke kofenové poly(A)" RNA a naopak,
kotenové cDNA k pylové poly(A)" RNA, ukézaly, ze u Tradescantia i kukufice je
minimalné 64% (Willing a Mascarenhas, 1984) a 65% (Willing ef al., 1988) pylovych
transkriptli pfitomnych i v kofenech. Nov¢jsi data, ziskana zejména diferencnim
screenovanim pylovych cDNA knihoven s cDNA syntetisovanou na zdkladé pylové
mRNA a mRNA z vegetativnich pletiv, naznacuji, Ze u vyse zminovanych Tradescantia
a kukufice mize byt 10 az 20% sekvenci mRNA pylovée specifickych (Stinson et al.,
1987; Mascarenhas, 1990). Z toho vyplyva, ze vétSina genti exprimovanych ve zralém
pylu, je aktivnich i ve sporofytickych pletivech. Musime ale byt opatrni, nijak vzacné
nejsou ani priklady tkanové specifické exprese jednotlivych c¢lentt mnohoclennych

genovych rodin. Dosud nejlépe popsanym typem takového fenoménu je genova rodina
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fotosyntetisujicich pletivech (Owttrim et al, 1991) a jeden gen je exprimovéan
specificky v pylu (Brander a Kuhlemeier, 1995). Kodujici oblasti jednotlivych ¢lenti
genové rodiny elF-4A jsou si natolik podobné, ze k identifikaci jednotlivych gen musi
byt pouzity sondy navrzené podle nekodujicich oblasti (Brander a Kuhlemeier, 1995).
Dalsimi ptiklady genovych rodin s tkanové specifickou expresi jejich clenit jsou
protein, vazici se k poly(A) fetézci mRNA (poly(A)-binding protein, PABP;
Belostotsky a Meagher, 1993; 1996) a proteiny podobné faktorim depolymerisujicim
aktin (Lopez et al., 1996). Z uveden¢ho vidime, ze mnozstvi genil specificky
exprimovanych v pylu miize byt mnohem vétsi, nez se jevi nyni.

Vyse zminované ptvodni vyzkumy (Willing a Mascarenhas, 1984; Willing et
al., 1988) davaji ponckud zavadéjici obrazek o komplexité genové exprese i proto, Ze
veskeré analyzy byly ¢inény jen na zralém pylu. Bylo publikovéno, ze prasniky tabaku s
mikrosporami v raném vyvojovém stadiu obsahuji 26 000 rozlicnych mRNA, z nichz je
priblizn€ 11 000 exprimovano specificky v prasniku (Kamalay a Goldberg, 1980; 1984).
Kolik z téchto 11 000 sekvenci je specifickych pro mikrospory, je obtizné odhadnout,
protoze v téchto vyvojovych stadiich je tapetum jesté transkripné aktivni, ale je jisté,
ze to bude podil nezanedbatelny. Schrauwen se spolupracovniky (1990) zkoumali
zmény v populacich mRNA béhem vyvoje pylu tabaku a lilie pomoci extrakce mRNA a
jeji translace in vitro. Autofi opét rozeznavaji tfi skupiny transkriptii, podle ¢asovani
jejich exprese a akumulace béhem vyvoje pylu. Prvni skupinu tvofily mRNA
exprimované na konstantni hladiné po celou dobu vyvoje pylu od pozdné
jednobunééného stadia az po zraly pyl. Transkripty druhé skupiny byly pfepisovany po
I. pylové mitose a akumulovaly se az do anthese. Konecné tieti skupina sestavala z
mRNA intensivné transkribovanych pfed I. pylovou mitosou, jejichz mnozstvi v
pozdnich fazich vyvoje rapidné klesalo.

Shrneme-li uvedend data, mizeme fici, Ze tato ukazuji na velice intensivni a
komplexni pribéh genové exprese béhem vyvoje pylu. Mimo pyloveé specifickych
isoform sporofytickych genti vyuZzivaji zrajici pylovd zrna i1 geny exprimované
sporofytem a obsahuji i nezanedbatelnou c¢ast unikatnich, pylové specifickych a

vyvojove regulovanych gent.
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2.2.2 Isolace a charakterisace genii aktivnich béhem mikrosporogenese

Vyvoj mikrospory zacind vznikem tetrdad a konéi asymetrickym délenim, I.
pylovou mitosou (Kap. 2.1). Pomoci diferenéniho screenovani cDNA knihoven
zkonstruovanych na zakladé poly(A) RNA isolované z prasniki v riiznych vyvojovych
stadiich bylo identifikovdno mnozstvi genli exprimovanych ve zvySené miife béhem
mikrosporogenese (Weterings, 1994; viz. Twell, 1994). Geny exprimované ve vyvijejici
se mikrospofe jsou aktivni 1 ve sporofytickych tkanich, jak prokazaly analyzy
konstruktti vzniklych fizi promotorti s reportérovymi geny a jejich lokalisace in situ.
Jako ptiklady takovych genti mohou slouzit APG (Roberts et al., 1993a) exprimovany v
bunkach tapeta, stomia a stén prasniku, B442 (Shen a Hsu, 1992) v tapetu a okrajovych
buiikach primarniho vodivého pletiva a E2 (Foster ef al., 1992) v tapetu. V prasnicich
obsahujicich vyvijejici mikrospory byly nalezeny i dalsi geny (Smith et al., 1990;
Tsuchiya et al., 1992), ale nebylo prokdzano, Ze k jejich expresi dochazi specificky v
mikrosporach. Smith se spolupracovniky (1990) ukazal, ze tii z deseti gent isolovanych
jako specifické pro pestik bylo exprimovanych specificky v tapetu. Problémy s
prokazovanim specificity exprese zkoumanych genti byly odstranény s moznosti pouziti
cDNA knihoven sestrojenych z mikrospor bez kontaminace sporofytickymi pletivy,
zejména tapetem.

Diferenéni screenovani cDNA knihoven sestrojenych ¢isté z mikrospor vedlo k
popsani n¢kolika gend, napt. Bp4 (Albani et al., 1990), Bp19 (Albani et al., 1991) A
NTM19 (Oldenhof et al., 1996). Exprese Bp4 a Bpl9 dosahuje maxima v pocatecnich
fazich vyvoje mikrospor a dramaticky klesé po I. pylové mitose. Transkripty homologni
s Bp4 a Bp19 byly v malych mnoZstvich nalezeny 1 ve sporofytickych pletivech, ale je
znamo, 7e oba geny jsou Cleny velkych genovych rodin, takZze je mozné, ze mRNA
popsané v bunikach sporofytu jsou kédovany jinymi ¢leny uvedenych rodin. NTP19 je
specificky prepisovan v jednojadernych mikrosporach a az dosud je jedinym zndmym
ptikladem mikrosporové specifického genu.

O funkci genii exprimovanych ve vyvijejicich se mikrosporach je znamo dosti
malo, ale srovndni jejich sekvenci s diive popsanymi geny nebo bilkovinami miize
naznacit jejich moznou tlohu. Flavanoly jsou potieba pfi kliceni pylu a rastu pylovych

lacek Petunia hybrida a Zea mays (Mo et al., 1992). Geny BA42 (Shen a Hsu, 1992) a
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F3H (Deboo et al., 1995) vykazuji vyznamnou homologii se dvéma enzymy biosyntézy
flavonoidl, chalkon syntazy a flavanon 3-hydroxylasy. Bp/9 je homologni k pektin
esterase isolované z rajcat a Erwinia chrysanthemi (Albani et al., 1991). Geny I3

(Roberts et al., 1991; 1993b) a E2 (Foster et al., 1992) jsou piibuzné oleosinim a

rrrrr

2.2.3 Isolace a charakterisace genii aktivnich béhem mikrogametogenese

Proces dozravani a kli¢eni pylu zadind 1. pylovou mitosou a je zakoncen
dopravenim spermatickych bunék k vajicku a centralnim bunkam zralého zarode¢ného
vaku (Kap. 2.1). V obdobi zrani v pylovém zrnu rychle a vyznamné¢ nartistd syntéza
mRNA. Na tomto nartstu transkripcéni aktivity se podili zejména tzv. pozdni pylové
geny (Stinson et al., 1987). V soucasnosti predstavuji pozdni pylové geny nejveétsi
skupinu znamych genii prepisovanych béhem vyvoje pylu (Weterings, 1994; viz. Twell,
1994). Vysvétleni tohoto faktu neni slozité, zraly pyl je mnohem dostupnéjsi nezli
mikrospory, existuje tedy vétsi pocet specificky pylovych ¢cDNA knihoven, a i v
situacich, kdy byly pro vyzkum pouzity cDNA knihovny z celych prasniki, se projevila
transkripcni dominance pylovych genli nad geny exprimovanymi ve sporofytickych
pletivech.

Diferen¢ni screenovani cDNA knihoven syntetisovanych podle poly(A) RNA
isolované ze zralého pylu Tradescantia paludosa a Zea mays vedlo k nalezeni pylové
specifickych ¢cDNA klonit pTpc44, pTpc70 (Tradescantia) a pZmcl3, pZmc30 (Zea
mays; Stinson et al., 1987). Metoda diferenc¢niho screenovani pylovych cDNA knihoven
a knihoven konstruovanych z prasnikii a kvéti byla poté casto pouzita u mnoha
rostlinnych druhd. cDNA klony pfednostné transkribované ve zralém pylu tak byly
isolovany z Lycopersicon esculentum (McCormick et al., 1987), Nicotiana tabacum
(Weterings et al., 1992; Rogers et al., 1992; Bucher et al., 1995), Oenothera organensis
(Brown a Crouch, 1990), Brassica campestris (Theerakulpisut et al., 1991), Brassica
napus (Treacy et al., 1997), Sorghum bicolor (Pe et al., 1994), Helianthus annuus
(Baltz et al., 1992), Medicago sativa (Wu et al., 1996), Oryza sativa (Zou et al., 1994),
Zea mays (Allen a Lonsdale, 1993; Lopez et al., 1996) a Petunia inflata (Mu et al.,
1994).
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Podobné jako u mikrospor, mozna funkce pylovych genli byla odhadnuta na
zaklad¢é srovnavani sekvenci DNA nebo bilkovin. Naptiklad gen lat52 z rajcat
(McCormick et al., 1987) vykazuje homologii s cDNA isolovanymi ze Zea mays
(Hanson et al., 1989), Oryza sativa (Zou et al., 1994), Sorghum bicolor (Pe et al., 1994)
a Olea europaea (Lombardero et al., 1994). lat52 koduje abundantni bilkovinu bohatou
na cystein pfitomnou ve zralém pylu, ktera je vzdalen¢ pfibuzna genové rodiné kunitz
trypsin inhibitoru (McCormick et al., 1991). Homolog lat52 isolovany z oliv koduje
hlavni pylovy alergen OLE El lokalisovany v endoplasmatickém retikulu zralého a
kli¢iciho pylu (Rodriguez-Garcia et al., 1995) a ptfedstavuje piiblizné¢ 1% hmotnosti
susiny zralého pylu (Villaba et al., 1993). Dalsi pylové specifické geny jsou na zakladé
sekvenCnich analyz podobné katabolickym enzymim, naptf. askorbat oxidase
(McCormick et al., 1987; Albani et al., 1992), coz je i ptipad genu ntp303 (Weterings et
al., 1992), pektat esterase (Mu et al., 1994), pektat lyase (Stinson et al., 1987; Wing et
al., 1989; Rafnar et al., 1991; Rogers et al., 1992; Wu et al., 1996) a polygalakturonase
(Brown a Crouch, 1990; Niogret et al., 1991; Allen a Lonsdale, 1993; Tebbutt et al.,
1994). Byly isolovany i pylové specifické cytoskeletalni bilkoviny, jako aktin
(Thangavelu et al., 1993), a-tubulin (Carpenter et al., 1992) B-tubulin (Villemur et al.,
1994) a profilin (Valenta et al., 1991). BohuzZel, esencidlni funkce béhem dozravani
pylu ¢i pii jeho kli€eni byla prokazéna jen pro geny lat52 (Muschietti et al., 1994) a
Bepl (Xu et al., 1995).

Pomoci metod lokalisace in situ, northern blot hybridisace a RNA dot blot
hybridisace byla zjiStovana Casova a prostorova distribuce endogennich transkripta.
Tak bylo prokdzano, Ze nasledujici geny jsou pylové specifické: ntp303 (Weterings et
al., 1992); ZmABPI a ZmABP2 (Lopez et al., 1992); TobPDC2 (Bucher et al., 1995);
Bnml (Treacy et al., 1997); G10 (Rogers et al., 1992); SF3 (Baltz et al., 1992); pMSb8
a pMSb2.1 (Pe et al., 1994); Npgl (Tebbutt et al., 1994); W2247 (Allen a Lonsdale,
1993); Bpl0 (Albani et al., 1992); Zmci3 (Hanson et al., 1989); pTpc44, pTpc70 a
pZmc30 (Stinson et al., 1987). I dalsi geny jsou exprimovany zejména v pylu a v mensi
mife i ve sporofytickych pletivech, jako napt. ADH (Bucher et al., 1995) a PPEI (Me et
al., 1994). Northern blot analyzy endogennich transkriptii pozdnich prasnikovych genli
z rajcat (late anther tomato, laf) ukazaly, ze klony lat51, lat52, lat56, lat58 a lat59 jsou
exprimovany ve zralych prasnicich (Twell et al., 1989; Ursin et al., 1989; Wing ef al.,

1989). Podle vysledkt lokalisace in situ byly transkripty odpovidajici vS§em /at geniim
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pritomné ve vSech vrstvach stén prasnikti (Ursin et al., 1989), ale vétSina mRNA byla
prepisovana v pylu (Twell et al., 1989; Ursin et al., 1989). Nepatrna exprese /at52 byla
mimo to prokazana i v okvétnich listcich (Twell et al., 1989).

Exprese jednotlivych pozdnich pylovych genti je vyvojove regulovana a 1isi se
piipad od pfipadu. mRNA koédujici lat52 je poprvé detekovatelnd v prasnicich
obsahujicich mikrospory v obdobi I. pylové mitosy a jeji mnozstvi postupné vzrista az
do zralosti pylu (Twell et al., 1989). Podobnou postupnou akumulaci béhem vyvoje
pylu vykazuji i dalsi lat geny (Ursin et al., 1989; Wing et al., 1989) a pTpc44 a pTpc70
(Stinson et al., 1987). Stinson se spolupracovniky (1987) navic ukazal, ze mnozstvi
transkripth pTpc44 a pTpc70 klesalo po vykliceni pylu. Transkripty Bp10 (Albani et al.,
1992) a ADH (Bucher et al., 1995) jsou poprvé detekovatelné jiz v mikrosporach, jejich
mnozstvi dosahuje maxima kolem I. pylové mitosy a v mladém pylovém zrnu a znatelné
klesa v pozdnich fazich zrani pylu. Jinym expresnim profilem se vyznacuji geny ntp303
(Weterings et al., 1992), pZmc30 (Stinson et al., 1987), Bnml (Treacy et al., 1997) a P6
(Brown a Crouch, 1990). Jejich mRNA se objevuji po 1. pylové mitose ve fazich
maximalni metabolické aktivity pylu a mnozstvi transkriptu dramaticky vzristd az do
stadia zralosti. Weterings se spolupracovniky (1992) navic prokazali, ze ntp303 je

aktivné transkribovan i po vykli¢eni pylu v pocate¢nich fazich rstu pylové lacky.

2.3 Regulace genové exprese u rostlin

Regulace genové exprese je komplexni proces zabezpecujici rozdilnou a pro
danou situaci specifickou syntézu bilkovin v riznych bunikdach. Vzhledem ke slozitosti
cesty, na jejimz pocatku je gen a na konci zrald funkéni bilkovina, je patrné, Ze existuje
mnoho krok pifi expresi genu, které je mozné kontrolovat a ovliviiovat. U
eukaryotickych organismi se uvadi sedm zakladnich urovni regulace genové exprese
(Obr. 2.2), kterymi jsou replikace DNA, transkripce, posttranskripéni modifikace pre-
mRNA, transport mRNA, stabilita mRNA, translace a posttranskripni modifikace
bilkovin. Jednotlivé regulacni urovné genové exprese jiz byly rozebrany drive (Honys,

vvvvvv

procestim transkripce a translace.
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Obr. 2.2. Zakladni Grovné regulace genové exprese v eukaryotické bunice (podle Honys, 1995, upraveno).

2.3.1 Regulace transkripce u rostlin

Transkripce genti kodujicich bilkoviny je zprosttedkovana RNA polymerasou II,
ktera ke své funkci vyzaduje nékteré regulacni sekvence pfitomné v promotoru.

Minimélni funkéni oblast promotori pro RNA polymerasu II zahrnuje cis-element
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piesahujici start transkripce a TATA box umistény ptiblizné¢ 30 bp proti proudu. TATA
box je oblast DNA bohatd na pary AT obsahujici u eukaryotickych organismi
konsensus sekvenci TATAAA, ktera odpovida sekvencim TATA boxu nalezenych v
mnoha rostlinnych genech (Joshi, 1987). Pro spravny pocatek a pribéh transkripce je
nezbytnd nejen pfitomnost obou zminénych cis-elementli, ale 1 jejich spravna
vzdalenost, jak bylo ukazano na ptikladu miniméalniho promotoru genu PAL u ryze (Zhu
et al., 1995). Proto nepiekvapi, ze duplikace Ci delece oblasti TATA boxu v genu Adhl
u kukufice dramaticky ovlivnila jeho expresi (Kloeckener-Gruissem et al., 1992). Pred
vlastnim pocatkem transkripce se musi kolem promotoru vytvofit komplex sestavajici z
vice nez 20 bilkovin (viz. Buratowski, 1994; Eloranta a Goodbourn, 1996). Prvni krok
jeho formovani zahrnuje rozeznani TATA elementu transkripénim faktorem TFIID.
TFIID obsahuje jednak protein vazici se na sekvenci TATA (TBP, TATA-binding
protein) a jednak vétsi mnozstvi dalSich asociovanych faktorti (TAFs). TBP interaguje s
velkym zlabkem molekuly DNA v oblasti TATA boxu ¢imz zplsobuje jeji prekrouceni.
TFIID vykazuje dvé katalytické aktivity, acetyltransferasovou pro histon a fosforylacni
basalniho faktoru (viz. Wade a Wolffe, 1997). RNA polymerasa II je soucasti
holoenzymu sestavajiciho navic 1 z mnoha obecnych transkripcnich faktort, napt.
TFIIB, TFIF a TFIH, které zabezpecuji spravné rozpoznani komplexu TFIID-
promotor (viz. Greenblatt, 1997).

Uvedeny velice zjednoduseny popis zakladniho transkripéniho aparatu
pochopitelné¢ nemiize vysvétlit celou problematiku diferenciace rostlinnych pletiv.
Konec¢na diferenciace vysSich rostlin predstavuje komplexni stav, ktery je dosazen
spoluptisobenim velkého mnozstvi genti. Analyzy molekul RNA koédovanych jadernymi
geny v ruznych pletivech tabdku ukazaly, ze vysoky podil RNA je exprimovan v celé
rostliné€, ale Ze signifikantni frakce, zahrnujici 10-40% genil je exprimovana specificky
v jednotlivych organech (Kamalay a Goldberg, 1984). Casova a prostorova regulace
genové exprese se odehrava primdrné na Urovni transkripce. Ta je zprostiedkovana
mnozstvim specifickych transkripénich faktord (trans-faktort), proteint asociovanych s
regulacnimi sekvencemi DNA, které bud’ piimo nebo prostifednictvim dalSich bilkovin
interaguji s transkripénim aparatem a tak ovliviiuji transkripci.

Prvni studie vazebnych mist pro transkripéni faktory (cis-regulacni elementy), v
rostlinnych promotorech byly provadény na 35S RNA promotoru viru mozaiky kvétaku

(CaMV35S). Analyzy deleCnich mutant 5° a 3” koncii promotoru CaMV35S ukazaly, ze
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vetSina aktivity promotoru je soustiedéna v oblasti ohranicené nukleotidy v pozicich -
343 a -46 (Fang et al., 1989).Tato oblast byla dale délena a zkoumdna pomoci
konstruktli obsahujicich delecni mutanty CaMV35S-gus v semenech a kli¢nich
rostlinkéach tabaku (Benfey et al., 1989). Uvedené pokusy rozdélily promotor CaM V35S
na dvé podoblasti, doménu A (-90 az +8), ktera lokalisovala aktivitu GUS zejména do
oblasti radikuly embrya a kofene kli¢ni rostlinky a doménu B (-343 az -90) lokalisujici
aktivitu B-glukuronidasy do d€loh semen a cévnich svazki a listii kli€nich rostlinek.
Mimoto delece oblasti -90 az -72 zcela zrusSila aktivitu GUS v kli¢nich rostlinkach.
Pomoci metod “DNAse I footprinting” a “gel mobility retardation assay” byly zahy
popsany bilkovinné faktory exprimované specificky v jednotlivych pletivech a
interagujici s riznymi oblastmi promotoru CaMV35S, napt. ASF-1 (Lam et al., 1989),
ASF-2 (Lam a Chua, 1989) a MNF1 (Yanagisawa a Izui, 1992) v listech a TGAla
(Katagiri et al., 1989) v kotenech.

Z hlediska definovanych cis-regula¢nich elementi a s nimi asociovanych
transkrip¢nich faktord je jednim z nejlépe popsanych nativnich rostlinnych promotort je
promotor genu rbcS-34 isolovaného z hrachu. rbeS-34 koduje malou podjednotku
ribuloso-1,5-bisfostatkarboxylasy (RUBISCO), klicového enzymu v procesu
fotosyntetické asimilace uhliku, je exprimovany pouze v buiikdch obsahujicich
chloroplasty a je regulovany svétlem. Promotor rbcS-34 obsahuje dva svétlem
regulované motivy v oblasti -175 az +22, box II a box III (Kuhlemeier et al., 1988).
Déle byl popsan jaderny protein GT-1 vazici se k sekvenci GGTTAA v boxu Il a
rozeznavajici navic 1 box III a dalsi ¢tyfi podobné motivy umisténé proti proudu, boxy
I, TIT*, 11** a II1** (Green et al., 1988). cDNA kodujici putativni transkripéni faktor
GT-1a byla isolovana (Gilmartin et al., 1992) a pomoci northern blot analyzy byla
odpovidajici mRNA nalezena nejen ve fotosyntetisujicich pletivech, ale i v kofenech
(Perisic a Lam, 1992). To ukazuje, Ze GT-1a nemusi ovliviiovat transkripci rbcS-34 jen
v zavislosti na svétle. Také bylo popsano, ze bilkovinné faktory podobné GT-la
interaguji 1 s promotory gent, jejichz exprese neni regulovana svétlem, jako PR-la
(Buchel et al., 1996) a pylové specificky ntp303 (Hochstenbach et al., 1996). Dalsi
transkripcni faktor, 3AF1, interaguje s jinym regulaénim motivem v promotoru genu
rbcS-34, boxem VI a je exprimovan ve vSech zkoumanych pletivech, tedy i v prasnicich
a nefotosyntetisujicich pletivech jako jsou koteny (Lam ef al., 1990). To znamena, Ze

transkripcni faktor(y), regulujici expresi genu rbcS-34 v zavislosti na svétle jesté ¢ekaji
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na své odhaleni. Mezi kandidaty jisté patfi putativni transkripcni faktory rozeznavajici
promotory geni regulovanych svétlem, jejichz cDNA jiz byly isolovany. Mezi né patii
GT-2 (Dehesh et al., 1990), CPRF-1, CPRF-2 a CPRF-3 (Weisshaar et al., 1991). Z
téchto faktorti je jediné CPRF-1 syntetisovan v zavislosti na svétle. Mimoto, jen v
piipadé¢ GT-2 byla prokézana schopnost aktivace genové exprese in vivo vazbou na
specifické cis-sekvence (Ni et al., 1996).

Opaque-2 (02) ptedstavuje jeden =z nejlépe popsanych rostlinnych
transkripénich faktord. Gen O2 byl isolovdn pomoci metody “transposon tagging”
(Schmidt et al., 1987) a koduje protein vykazujici vlastnosti transkripénich faktort tfidy
leucinového zipu (Hartings et al, 1989). K expresi O2 dochazi specificky v
endospermu kukufice a jeho transkripce je diisledné regulovdna béhem zrani semene
(Gallusci et al., 1994). Piitomnost faktoru O2 ovlivituje syntézu zasobnich bilkovin a-
zeinu (Kodrzycki et al., 1989), 22 kDa zeinu (Kodrzycki et al., 1989), 27 kDa zeinu
(Ueda et al., 1992), 22 kDa proteinu podobného a-prolaminu (Yunes et al., 1994) a
zéasobniho proteinu 2S (Vincentz et al., 1997) vazbou na jejich promotory, stejn¢ jako se
vaze na svlj promotor a promotor genu b-32 exprimovaného specificky v semenech
(Lohmer et al., 1991). V promotoru genu kodujiciho 22 kDa zein bylo dokonce
identifikovano vétsi mnozstvi vazebnych mist pro faktor O2 (Schmidt et al, 1992;
Muth et al., 1996). Z uvedenych dat je patrné, ze transkripéni faktor O2 rozeznava
rozdilné cis-regulacni elementy v raznych promotorech aktivnich specificky v
semenech. V posledni dob¢ byl z kukufice isolovan protein obsahujici motiv zinkového
prstu, ktery se vaze k promotorim genii kddujicich zeiny v misté motivu prolaminového

boxu a ktery in vitro interaguje i s faktorem O2 (Vincente-Carbajosa et al., 1997).

2.3.2 Regulace transkripce béhem vyvoje, zrani a kli¢eni pylu

Rozdilné profily exprese genli béhem dozravani a kli¢eni pylu ukazuji na
existenci specifickych mechanismi regulace jednotlivych skupin pylové specifickych
geni. K odhaleni téchto mechanismii je nezbytné popsat regulacni cis-elementy a
isolovat trans-faktory zodpovédné za jejich transkripcni aktivaci ¢i naopak represi a tim
i specifickou expresi v pylu. Bohuzel, podobn¢ jako v jinych ptipadech tykajicich se

pylu, funkéni architektura byla dosud popsana jen u velice malého mnoZstvi promotorii
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pylovych gent s velkymi rozdily mezi skupinami gen exprimovanymi v ruznych
fazich vyvoje pylu; téméf nic neni zndmo o promotorech aktivnich v mikrosporach,
nejvetsi mnozstvi informaci je o promotorech pozdnich pylovych geni.

Jednou z prvnich popsanych promotorovych sekvenci aktivnich v pylu je
promotor genu chi-A u Petunia hybrida. Oblast o délce 440 bp v tomto promotoru je
schopna zajistit pylové specifickou expresi navazaného reportérového genu gus.
Aktivita GUS je méfitelnd po 1. pylové mitose a vzristd smérem k plné zralosti. Aby
situace nebyla tak jednoduchd, exprese vlastniho genu chi-A4 je ovliviiovana jesté jednim
promotorem lezicim bezprosttedné po proudu, ktery zvySuje expresi regulovaného genu
v okvétnich listcich (van Tunen ef al., 1989; 1990).

Nejvice je znamo o promotorech /at genil z pylu rajcat, gent lat52, lat56 a lat59
(Obr. 2.3; Twell et al., 1991). Promotor genu /at52 (-492 az +110) obsahuje jaderny,
"core" motiv TGTGGTT nazvany PB, blizce pfibuzny cis-regulacnimu elementu box II
pfitomnému ve vySe zminéném promotoru rbcS-34 (Green et al., 1988; Kuhlemeier et
al., 1988), ktery je ptitomen tfikrat, a to v pozicich -438 (PBIII), -178 (PBII) a -96
(PBI). Analyza 5’ dele¢nich mutant promotoru lat52 fuzovanych s gus vedly k
rozdéleni zkoumaného promotoru na tii podoblasti, oblast 52-A (-492 az -125; obsahuje
PBIII a PBII), oblast 52-B (-124 az -72; obsahuje PBI) a kone¢né¢ oblast 52-C (-71 az
+110). Také se ukazalo, Ze nejmensi proximalni ¢ast promotoru lat52 schopna zajistit
pfednostni expresi reportérového genu v prasnicich je samotna oblast 52-C Twell et al.,
1991). Dalsi delecni a “gain of function” analyzy odhalily, ze jak PBII (Twell et al.,
1991), tak proximalni oblast o délce 30 bp (-84 az -55; Eyal et al., 1995) fuzované k
nespecifickému promotoru CaM V35S jsou schopné zajistit pylovou specificitu exprese
reportérového genu a také vedly k identifikaci novych regulacnich sekvenci a rozdéleni
tfi ptivodnich podoblasti na vétsi pocet domén dalsi trovné (Bate a Twell, 1998).

Promotor lat59 (-1305 az +91) obsahuje tii positivni a jeden negativni cis-
regulacni elementy ovliviiujici expresi genu lat59 ve zralych prasnicich. Jako minimalni
funkéni proximalni ¢ast promotoru byla definovana oblast -115 az +91 (Twell et al.,
1991). Naproti tomu posledni zkoumany promotor genu lat56 (-1153 az +191)
obsahuje Ctyfi positivni cis-regulacni sekvence a jeho minimalni funkéni proximalni
¢ast lezi mezi pozicemi -103 a +191 (Twell et al., 1991). Porovnani sekvenci promotora

vSech tii promotorti vedlo k odhaleni spole¢nych sekvencnich motivii ptisobicich jako
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positivni cis-regulacni elementy. Jedné se o 52/56 box TGTGGTTATATA umistény v

pozicich -
lat52 | W GG TATAAM
-182 -126 -96 -60 -32 28
lat56 TGIGGTTATATA TGAJCAJCACCAT TATATA
-166 -147 -103 -60 -33 21
5
lat59 | TGA T I O o == |
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Obr. 2.3. Schematické znazornéni organisacni struktury regulacnich prvkd a konservovanych
sekvenénich motivii v promotorech n¢kolika pozdnich pylovych gent. Dale jsou znazornény sekvence
TATA boxu jednotlivych genti. Nejdtlezitéjsimi dosud popsanymi regulaénimi prvky jsou 52/56 box
TGTGGTTATATA, jehoz funkénim centrem je motiv GTGG (v obracené orientaci CCAC), 56/59 box
GAATTTGTGA se svym funkénim centrem GTGA (v obracené orientaci TCAC), cis-element popsany v
genu ntp303 AAATGA (v obracené orientaci TCATTT) a cis-element CAAT (v obracené orientaci
ATTG) pfitomny v promotorech genti kodujicich podjednotky komplexu I dychaciho fetézce. Blizsi
informace v textu v kapitole 1.3.2 (podle Twell, 1994; Zabaleta et al., 1998, upraveno).

T
96 az -85 (lat52) a -166 az -155 (lat56) a 56/59 box GAA /ATTGTGA v pozicich -103

az -94 (lat56) a -114 az -105 (lat59). Cilené delece na 5’ koncich uvedenych funkénich
element pomohly popsat jaderné, “core” sekvencni motivy GTGG (52/56 box) a
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GTGA (56/59 box) jako zakladni a naprosto nezbytné pro zachovani aktivity promotora
(Twell et al., 1991).

Geny lat nejsou jediné, které obsahuji promotory zodpovédné za zesilenou
expresi v praSnicich a v pylu. Dalsi podobné regulacni sekvence byly popsany v
promotorech tfi jadernych genli kddujicich mitochondrialni bilkoviny, podjednotky
komplexu I dychaciho fetézce (nCI) u Arabidopsis (Zabaleta et al., 1998). Jedna se o
podjednotky PSST (22 kDa), TYKY (28 kDa) a bilkovinu vazici NADH (55 kDa).
VSechny tfi promotory obsahuji sekvence vykazujici zna¢nou miru homologie s
konservovanym motivem PB popsanym v boxu 52/56 (Twell et al., 1991), obsahuji
nékolik kopii nové popsaného regulaéniho cis-elementu CAAT a jsou zodpoveédné za
zvysSenou expresi reportérového genu gus v praSnicich a v pylu. “Gain of function”
analyzy ukazaly, Ze oblasti -200 az -100 dvou z nich funguji jako minimalni funkéni
¢ast promotorti schopné spolu s flzovanym nespecifickym promotorem CaMV35S
zajistit tkanovou specificitu exprese reportérového genu (Zabaleta ef al., 1998).

Ostatni zkoumané promotory pozdnich pylovych genl nevykazuji tak zna¢nou
miru homologie s boxy 52/56 ¢i 56/59, i ony vSak ve svych funkénich oblastech
obsahuji sekvence regulacnich jadernych, “core* motivi GTGG a GTGA. Jiz
zminovany promotor genu chi-/ z Petunia hybrida obsahuje tfi kopie motivu GTGG, a
to v pozicich -118, -105 a -91. Dv¢ z téchto kopii zaujimaji reversni orientaci (van
Tunen et al., 1990). Analyzy promotoru genu Zm13 pomoci transientni exprese v pylu
Tradescantia odhalily jeho funk¢ni oblast v poloze -260 az -101. Promotor v této oblasti
obsahuje nékolik kopii motivu GTGG a jednu reversné orientovanou kopii motivu
GTGA (Hamilton et al, 1992). Minimalni funk¢éni oblast promotoru genu Npgl
isolovaného z tabaku byla definovdna v oblasti -182 az +85 (Tebutt a Lonsdale, 1995).
V réamci této minimalni oblasti byla nalezena podoblast -182 az -86 zodpovédna za
pylovou specificitu exprese genu Npgl. V této oblasti jsou pfitomny dvé kopie motivu
GTGG (Tebutt a Lonsdale, 1995). Podobné byl u Arabidopsis zkouman promotor genu
TUAI (Carpenter et al., 1992) a byly popsany dvé domény , umisténé proti proudu v
polohéch -1500 az -534 a -271 az -218, aktivujici jeho expresi v pylu. Dale byl
identifikovan minimalni funkéni promotor -97 az +56, jehoz podoblast -97 az -39 je
nezbytnd pro specifickou expresi zkoumaného genu v pylu. Oblasti -271 az -218 a -97

az -40 obsahuji po jednom motivu GTGA.
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Promotor genu ntp303 byl také analysovan pomoci transientni exprese v pylu
tabdku a tyto pokusy vedly k identifikaci dvou positivné regulacnich cis-elementi v
pozicich -103 az -87 a -86 az -59 (Weterings et al., 1995). Minimalni funk¢ni
proximalni oblast promotoru byla definovana v poloze -86 az +175. Bé&hem
popisovanych analyz byl také popsan novy pylové specificky regulacni cis-element
AAATGA, kde pravé triplet TGA predstavuje aktivni jadro. Fragment -103 az -51
promotoru ntp303, obsahujici dvé kopie motivu AAATGA, jedna z nichz je v reversni
orientaci, aktivuje expresi minimalnitho promotoru CaMV35S specificky v pylu.
Porovnanim sekvenci bylo zjisténo, ze jak sekvence AAATGA tak jeji vzdalenost od
TATA boxu je zcela konservovana v promotorech genti n#p303 a jeho homologu Bp10
isolovaného z Brassica napus (Albani et al., 1992).

Jakkoli jsou popsané analyzy schopné identifikovat regulacni cis-elementy v
promotorech pozdnich pylovych genii se znaCnou mirou pfesnosti, o povaze
zuCastnénych transkripénich faktori nam mnoho nefeknou. VétSina z nich také stale
¢eka na své odhaleni. Koordinované exprimované geny mohou byt regulovany jednim
trans-faktorem nebo naopak muize byt exprese rtiznych pylovych genii kontrolovana
specifickymi bilkovinnymi faktory. Navic rozdilné transkripni faktory mohou
regulovat expresi ranych a pozdnich pylovych genti v mikrosporach a vyvijejicich se
pylovych zrnech. Jevi se byti pravdépodobnym, ze framns-faktory, které interaguji s
pylové specifickymi promotory jsou evolu¢né konservované mezi rGznymi druhy.
Promotory geni lat52, lat56 a lat59 isolované z rajCat jsou funk¢ni v tabdku 1
Arabidopsis (Twell et al., 1990) a promotor Zmc13 z kukuftice a promotory Bp4 a Bpl0
isolované z fepky jsou aktivni v 1 v tabaku (Albani et al., 1990; Guerrero et al., 1990).

Nékolik gent kodujicich mozné transkripéni faktory ¢i proteiny vazici se k
nukleovym kyselindm bylo jiz klonovano. NejpiiméjSim postupem isolace trans-faktora
ucastnych pii regulaci genové exprese v pylu je screenovani pylovych expresnich
cDNA knihoven zaloZené na principu south-western hybridisace za pouziti DNA sond,
obsahujicich zndma vazebnd mista transkripénich faktort v jinych systémech (Vinson et
al., 1988). Je znamo, ze pocet kopii jednotlivych transkripth v pylu je vyssi nez v
ostatnich typech buné¢k, coz zvySuje pravdépodobnost isolace cDNA klont kodujicich
transkripéni faktory, které obecné patii mezi méné abundantni. Pon¢kud pomalejsi
cestou k isolaci méné abundantnich ¢cDNA klonil je screenovani studenych plakt

(Hodge et al., 1991), pouziti kvasinkového jednohybridniho systému k identifikaci
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trans-faktort interagujicich s fragmenty pylové specifickych promotori €i screenovani
pylovych cDNA knihoven s heterolognimi sondami vykazujicimi sekvenéni identitu se
znamymi transkripénimi faktory a obsahujicimi jejich domény zodpovédné za vazbu k
DNA.

Pouziti posledné jmenovaného pfistupu umoznilo isolaci né€kolika pylové
specifickych genti kddujicich pravdépodobné DNA vazebné proteiny a tedy i kandidaty
na mista pylové specifickych transkripcnich faktort. Pomoci cDNA sondy obsahujici
DNA vazebnou doménu myb typu leucinového zipu byly isolovany pylové specifické
geny myb.Ntl a myb.Nt2 nalezejici pravé do genové rodiny myb, do té doby znamé
zejména, ale jiz ne vylucné z zivocisnych systémi (Sweetman, 1996). Podobn¢ byly pii
pouziti sondy homologni k LIM doméné ziskdny geny Ntl/l a Ntl2 koédujici DNA
vazebné proteiny piibuzné transkripénim faktorim obsahujicim motiv zinkového prstu
LIM (Sweetman, 1996). Mimoto byly popsany dva ryzové MADS box geny OsMADS?2
a OsMADS4 (Chung et al., 1995) a MADS box gen DEFHI25 z Antirrhinum (Zachgo
et al., 1997). Déle byl pomoci diferenc¢niho screenovani cDNA knihovny z kvétenstvi
slune¢nice isolovan gen SF3, kodujici protein pravdépodobné se vazici k DNA
obsahujici motiv zinkového prstu LIM (Baltz et al., 1992). Analyzy ¢asové a prostorové
distribuce zkoumanych transkriptl ukazaly, Ze geny Ntmyb (Sweetman, 1996),
DEFHI25 (Zachgo et al., 1997) a SF3 (Baltz et al., 1992) jsou exprimovany piedevsim
ve vyvijejicim se pylu a geny OsMADS2 a OsMADS4 zase v pylu, v buiikach tapeta a
blizny (Chung et al, 1995). Vyzkum promotoru genu 7GA6 fuzovaného k
reportérovému genu gus v transgennich rostlindch Arabidopsis prokazal, ze DNA
vazebny protein TGA6 je exprimovan ve zralém pylu (Xiang et al., 1997). Pfedchozi
analyzy pomoci metod RT-PCR odhalily pfitomnost transkriptd piibuznych genu G7-1
v pylu tabdku (Eyal et al., 1995). Sekvenovani produkti uvedené RT-PCR reakce
umoznilo identifikovat dva rizné geny vykazujici znacnou miru homologie a u obou
dvou se predpoklada, ze koduji transkripéni faktor GT-1a (Gilmartin et al., 1992). 1 z
tohoto ptikladu mizeme usuzovat, ze heterologni screenovani cDNA knihoven sondami
odpovidajicimi znamym transkripénim faktorim patrné reprezentuje nejsnadnéjsi
metodu isolace transkrip¢nich faktori exprimovanych v pylu.

O regulaci transkripce v kli¢icim pylu a v rostoucich la¢kach je zndmo dokonce
jesté méné nez o situaci v nezralém pylu. Pylové lacky objevujici se bezprosttedné po

rehydrataci a vykliceni pylu rostou zna¢nou rychlosti, napiiklad lackam kukufice byla v
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in vivo podminkach namétfena rychlost 1 cm/hod. Z této skutecnosti a z prokazaného
faktu, ze kli¢eni pylu a pocate¢ni rist lacek vétSiny zkoumanych druhil je nezavisly na
transkripci (viz. Twell, 1994), mizeme usuzovat, Ze naprostd vétSina mRNA
translatovanych po vykliceni je syntetisovand do zasoby béhem zrani a je pfitomna jiz
ve zralém pylu. Transkript ntp303 patii v tomto ohledu mezi nejlépe charakterisované.
Jeho abundance vzrlstd béhem kliceni pylu a ristu lacek in vitro dva- az tiikrat a
dosahuje maximalni hodnoty po dvou hodinach, pak postupné klesa, aby se po dvaceti
hodinach stala pouzitymi metodami nedetekovatelnou (Weterings, 1994). Uvedeny
profil akumulace ntp303 mRNA je v dobré korelaci s probihajici transkripci, jak bylo
zméfeno pomoci pulsniho znaceni pylovych la¢ek (Weterings et al., 1992; Weterings,
1994). To ukazuje, ze navzdory faktu, ze vétSina ntp303 mRNA je syntetisovana pred
dehydrataci pylového zrna, ani transkripce neni v pocatecnich fazich ristu pylovych

la¢ek zanedbatelnym fenoménem.

2.3.3 Regulace translace u rostlin

Druhou urovni regulace genové exprese, které se budeme vénovat, je regulace
translace. Translace, syntéza polypeptidi podle matrice mRNA, probihd postupné ve
ttech fazich. Jsou to iniciace, elongace a terminace. Reakce ve vSech tfech fazich jsou
katalysovany mnozstvim bilkovinnych faktor, které nekovalentné¢ interaguji s

ribosomy, mRNA a aminoacyl-tRNA. Iniciace translace zahrnuje navazani ribosomu

.....

Elongacni faze =zahrnuje postupné ptidavani zbytkli aminokyselin k C-konci
nascentniho peptidového fetézce za pomoci nejméné Ctyt eukaryotickych elongacnich
faktorti (eEF) katalysujicich tento proces, energeticky zavisly na hydrolyze GTP.
Nakonec, kdyZ ribosom dosdhne jednoho z terminacnich kodonti UAA, UAG nebo
UGA, je syntéza nascentniho polypeptidu ukonfena terminacnim mechanismem
zahrnujicim 1 dva eukaryotické uvolnovaci faktory (eRF). Poté je nascentni polypeptid
uvolnén z ribosomu a tento disociuje z molekuly mRNA a je recyklovan pro dalsi kolo

translace.
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Proces translace miize byt regulovan v mnoha kli¢ovych bodech vsech tfi arovni
Mechanismus iniciace se tak podili jak na kontrole celkové syntézy bilkovin
(kvantitativni kontrola) tak na regulaci translace specifickych transkript (kvalitativni
kontrola). Z tohoto diivodu bude nasledujici kapitola popisujici translacni aparat rostlin

zaméfena zejména na tuto fazi.

2.3.3.1 Transla¢ni aparat; scanovaci model iniciace translace

Naprosta vétSina transkriptd kodovanych jadernou DNA v eukaryotickych
buiikach obsahuje &epitku, skupinu m’GTP ko- nebo posttranskripéné navazanou 5°-5’-
trifosfodiesterovou vazbou na 5> konec pre-mRNA. Cepicka piedstavuje kli¢ovou
strukturu v procesu iniciace translace (viz. Pain, 1996; Merrick a Hershey, 1996). Podle
obecn¢ prijimaného tzv. scanovaciho modelu iniciace translace, 40S ribosomalni

podjednotka s navazanou iniciatorovou Met-tRNA; (43S komplex) asociuje s molekulou

.....

......

podjednotka za vzniku kompletniho translacné aktivniho 80S ribosomu. V tomto

okamziku zacina elongace. Cely proces slozeni funkéniho ribosomu je zprostiedkovan

.....

.....

zivocichy, kvasinkami 1 rostlinami. Scanovaci model iniciace zavislé na ¢epicce probiha
ve Ctyfech fazich. Jsou to 1) disociace ribosomalnich podjednotek, 2) navazani
vzniku 43S komplexu, 3) asociace 43S komplexu s mRNA za vzniku 48S komplexu a
scanovani a konecné 4) navazani 60S podjednotky a utvoreni funkéniho 80S ribosomu.
Pred zapocetim postupného skladani ribosomdlnich podjednotek je nutna
disociace a recyklace 80S ribosoml pouzivanych v jiz prob&hlych translacnich
které posouvaji dynamickou rovnovédhu mezi spojenymi a rozpojenymi ribosomalnimi

podjednotkami ve prospéch disociace. Komplex elF3 sestavajici z vétsStho mnozstvi
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nestejnych podjednotek o celkové hmotnosti 500-750 kDa inhibuje formovéani 80S
ribosomu navazdnim na 40S podjednotku, kdezto monomer elF6 o molekulové
hmotnosti 23 kDa Ine podobnym zptusobem k 60S podjednotce (Raychaudhuri et al.,
1984).
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et
Met-tRNA
70} ot / I/\
w_ TP
438 i &
.,m-'z |

Scanovani -
ADP+P.

a
[ m7G pPp

GTP (\

elF2B

, PABRPABP(PABP)
m?Cppp—-:;\ G UAA—Q\'}T ARAARAA
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Obr. 2.4. Iniciace syntézy bilkovin v rostlinné bunice. Prvnim krokem je navazani eukaryotického

Vazba je zprostiedkovana proteinem vazicim se na cepicku (cap-binding protein, CBP) eIF4E nebo
ilFiso4E a nevyzaduje hydrolyzu ATP. Nasledné navazani elF4B stimuluje ATP-dependentni RNA
helikasu eIF4A, ktera zaéne rozplétat molekulu mRNA. CBP pak pravdépodobné uvolni éepicku, zistava
vsak asociovany s mRNA, zejména diky zvySené afinité elF4B k mRNA. Ke stabilité této vazby také
prispiva protein vazici poly(A) fetézec (poly(A)-binding protein, PABP). Uvedeny komplex faktorti
cestuje po molekule mRNA a pfipravuje ji k navazani elF3 a 43S komplexu vzniklého asociaci ternalniho
komplexu elF2, GTP a Met-tRNA; s 40S ribosomalni podjednotkou. Navazanim 43S komplexu na
mRNA vznikne iniciacni 483 komplex, v némz dochazi ke scanovani 5’UTR, coz je proces vyzadujici
spolutcast elF4A a hydrolyzu ATP. Po nalezeni iniciatniho kodonu AUG stimuluje faktor eIF5
podjednotky za vzniku funkéniho ribosomu. Komplex eIF2-GDP je recyklovan pomoci faktoru eIlF2B
zodpovédného za vyménu GTP (guanine nucleotide exchange factor, GEF) za vzniku elF2-GTP (podle
Merrick, 1992; Browning et al., 1998; Rhoads, 1999).
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Aktivace 40S ribosomalni podjednotky iniciatorovou Met-tRNA; je
zprostiedkovana faktorem elF2. Jedna se o heterotrimer sloZzeny z podjednotek a, B a y
celkové hmotnostil30 kDa, ktery tvofi ternarni komplex s GTP a Met-tRNA;, ktery se

vaze k 40S podjednotce za vzniku 43S komplexu. Vznik této vazby katalysuji dalsi dva

.....

------

faktor elF4F (viz. Browning, 1996). Komplex elF4F je slozen ze tfi podjednotek,
elF4A, elF4G a elF4E nebo elF4iso4E. Pravé podle toho, je-li pfitomna podjednotka
elFAE nebo elF4iso4E rozeznavame u rostlin dvé formy, elF4F a elFiso4F. e[F4E nebo
elFiso4E je protein o molekulové hmotnosti 26-28 kDa vazici se k m’G &epi¢ce mRNA
(cap-binding protein, CBP). elF4A (50 kDa) je ATP dependentni RNA helikasa typu
DEAD boxu, kterd zprostiedkovava rozvijeni sekundarni struktury mRNA. Kone¢né
nejvetsi 220 kDa podjednotka elF4G tvofi premosténi mezi elF4E, elF4A a 43S
zprostiedkovani dilezité vazby Cepicky s poly(A) fetézcem na opacném, 3’ konci
mRNA (Obr. 2.5; Gallie 1991; Tarun a Sachs, 1995; Le et al., 1997) Uvedena vazba dle
obecné piijimaného kodependentniho modelu iniciace translace u rostlin vyrazné
stabilisuje molekulu mRNA a wusnadiiuje recyklaci ribosomalnich podjednotek
(Browning et al., 1998; blize viz kap. 2.3.3.3). Bezprostfedné po nasednuti na cepicku
se k elF4F vaze faktor elF4B, 48-68 kDa protein stimulujici hydrolyzu ATP a RNA-

helikasovou aktivitu faktoru e[F4A, ¢imz pomaha rozplétat sekundarni strukturu mRNA

.....

.....

elF4A a elF4B (Altmann et al., 1995).
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Obr. 2.5. Kodependentni model iniciace translace u rostlin. elFiso4F a elF4B se vazi jak ke struktufe
Cepicky tak k poly(A) fetézci. elF4A je podjednotkou elFiso4F. Protein-protein interakce mezi
elFiso4F/PABP a elF4B/PABP jsou znazornény jako n¢kolikandsobné tlusté ¢arky mezi odpovidajicimi
bilkovinami. Uvedeny stabilni komplex udrzuje oba konce mRNA ve velké blizkosti, coz umozinuje
ucinnou recyklaci ribosomt (pfevzato z Browning et al., 1998).

Soucasny stav znalosti ndm bohuzel neumoZiiuje s urcitosti prohlasit, Ze prave
popsany zpusob asociace 48S preiniciacniho komplexu je spravny, existuji i alternativni
modely. elF4E byl v sav¢ich a kvasinkovych bunikdch lokalisovan jako soucést eIF4F
(Rau et al., 1996; Lanker et al., 1992). Vyskytuji se i ndzory, Ze se tento protein vaze k

.....

.....

komplexu (Joshi ef al., 1994). Mimoto byl radioaktivné znaceny faktor elF4G v in vitro
systému lokalisovan v 43S komplexu, cozZ také napovida, Ze se tento faktor vaze k 43S
komplexu pted svou asociaci s mRNA (Joshi et al., 1994). Proti tomuto tvrzeni stoji
zjisténi, Ze elF4E jako soucast elF4F vykazuje mnohem vétsi afinitu ke struktuie
¢epicky nez samotny elF4E. To podporuje presentovay model, ktery ptredpoklada, ze
elF4E se vaze k mRNA jako jedna z podjednotek eIlF4F (Highighat a Sonenberg, 1997).
Aby situace byla jesté¢ zamotanéjsi, ob& alternativy jsou kompatibilni s pivodnim
nazorem, ktery zastaval Kozak (1989a), ze cely elF4F se vaze k mRNA jako soucast
43S preinicia¢niho komplexu.

Dal$i nejednoznacnosti panuji kolem osudu elF4F béhem procesu scanovani
5’UTR. Zatim byly navrzeny tii moznosti. V prvni se piredpoklada, ze eIF4F disociuje z
moznosti je, ze elF4F disociuje z 43S komplexu, ale ziistava navazan k Cepicce. Obe
navrzené hypotézy jsou ovSem v rozporu s popsanym konceptem, Ze scanovani je
zprostfedkovano aktivitami iniciacnich faktorti eI[F4A a elF4B. Tteti alternativou je, Ze
bud’ cely elF4F nebo alesponi jeho podjednotky elF4F a elF4G zlstavaji soucasti 43S

preiniciaéniho komplexu jesté béhem scanovani. Tento ndzor je podpofen zjisténim, ze
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.....

komplexu stabilisovanému edeinem, inhibitorem asociace 80S ribosomd, nikoli vSak
procesu scanovani (Joshi et al., 1994).

Uspé&sné nalezeni iniciaéniho kodonu AUG je nasledovano sledem udalosti
vedoucim k navazani 60S podjednotky a vytvoreni funk¢éniho ribosomu. Nejprve dojde

k hydrolyze GTP v terndlnim komplexu Met-tRNA:elF2:GTP na GDP, coz stimuluje

.....

..........

faktory elF3 a elF6, coz umozni navdzani 60S podjednotky (viz. Browning, 1996).

Vznikem 80S ribosomu konc¢i iniciace a translace prechazi do své druhé, elongacni faze.

2.3.3.2 cis-elementy ucastnici se translacni regulace

V tomto misté opustime translacni aparat a zaméfime svoji pozornost na
sekvencéni motivy pritomné v samotné mRNA, které reguluji jeji translatovatelnost.

Postupujeme-li od 5’-konce, jsou to Cepicka, sekvence 5’UTR, tedy leaderu, oblast

.....

.....

popséna vyse (Kap. 2.3.3.1), na tomto misté se ji tedy jiz nebudeme zabyvat a

postoupime k dalsi oblasti, 5S’UTR.

2.3.3.2.1 5’leader

Mezi cis-elementy regulujicimi translacni aktivitu mRNA  zaujimaji
nepiekladané oblasti na 5’ konci kli€¢ové misto. U vétSiny dosud zkoumanych mRNA se
kontrola translace odehrava praveé v oblasti leaderii, méné Casto v kooperaci s jinymi
misty.

Délka 5’ leadert dosud popsanych rostlinnych mRNA se pohybuje v rozmezi 9-
193 basi, nejcastéji 40-80 (Joshi, 1987). Neékteré geny vyuZzivaji alternativni pocatky
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transkripce, ¢imz vznikaji leadery rozdiln¢ délky a struktury, které ovliviuji jejich
ucinnost a funkci (Gallie, 1993). Piikladem takového leaderu s variabilni délkou je
jeden z ¢lenli genové rodiny y-tubulinl u Arabidopsis, jehoz 5S’UTR je dlouhy bud’ 99
nebo 111 basi (Marks et al., 1987).

Je znamo, ze 5’leadery ovliviiuji u€innost translace mnoha zpiisoby. Jednim z
nich je jejich role translacnich zesilovacu (translational enhancers), ktera byla poprvé
dokumentovana u dvou leaderi virovych mRNA, leaderu mRNA viru tabakové
mozaiky (TMV) a leaderu mRNA 4 viru mozaiky vojtésky (AMV). V obou piipadech
byla prokdzana schopnost zvysit ti€innost translace reportérové mRNA in vivo i in vitro
a to jak v pfitomnosti ¢epicky, tak pii jeji uméle zplsobené absenci (Gallie et al.,
1987a; Jobling a Gehrke, 1987). Predpoklada se, ze zesilovaci efekt leaderu AMV RNA

4 dlouhého 36 basi souvisi s absenci jeho sekundérni struktury, coz sniZuje potiebnost

.....

scanovani (Jobling a Gehrke, 1987). Leader TMV mRNA o délce 68 basi se nazyva
omega (Q2; Obr. 2.6) a jeho zesilovaci ucinek je nejvyraznéjsi u dvoudeloznych rostlin,
v mnohem mensi mife byl pozorovan u rostlin jednodéloznych (Gallie ef al., 1989), ale i
u Xenopus laevis a E. coli (Gallie et al., 1987b). Q se na rozdil od pfedchoziho leaderu
vyznaCuje vyraznou sekundarni strukturou. Jeho dominantni ¢asti je pfima repetice
oblasti o délce osmi basi a zejména poly(CAA) fetézec dlouhy 25 basi (Obr. 2.6; Gallie
a Walbot, 1992). Posléze byl identifikovan, purifikovan a charakterisovan i 102
kDa
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TMV 5'UTR ()
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Obr. 2.6. Sekvence a sekundarni struktura 5” a 3 UTR viru mozaiky tabaku. U 5’ leaderu (Q) je Cervené
zvyraznén poly(CAA) fetézec zodpoveédny za zesilujici ucinek leaderu QO a modfe jsou oznacené tfi
osminukleotidové pfimé repetice. 3’ UTR je rozdélena UPD a TLD (vysvétleni v textu) V ramci UPD

vvvvvv

konservované nukleotidy jsou vytistény Cervené. (pfevzato z Tanguay a Galhe 1996).
protein vazici se k leaderu Q v oblasti poly(CAA) fetézce a zprosttedkovavajici

zesilujici u¢inek tohoto leaderu na translaci (Tanguay a Gallie, 1996).

Dalsi trida leaderd byla popsana ve virovych mRNA, kterym chybi Cepicka.
Ptikladem muze byt TEV (tobacco etch virus), jehoz 144 basi dlouhy leader je schopen
zvysit translatabilitu reportérové mRNA bez Cepicky vice nez dvacetkrat v tabdkovych
protoplastech, pétkrat v transgennich rostlindch (Carrington a Freed, 1990) a dokonce
opét vice nez dvacetkrat v pylu tabaku (Tab. 2.1; Bate, 1997). Ne vSechny znamé

Leader Délka AG SloZeni (%) Zvyseni translace (x SYN)
(nt) A C G T pyl list

SYN 5’UTR 42 -18,9 17 40 29 14 1,0 1,0

Rostlinné leadery

lat52 5’°UTR 120  -164 55 17 11 17 14,6 2,5
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ntp52 S’UTR 59 -5,8 58 22 17 3 11,7 2,1

Zml3 5’UTR 135 46,5 26 37 21 16 0,17 0,85
ntp303 5’UTR 171 3449 14 19 18 2,8 1,4
Npgl 5S’UTR 89 -18,6 51 17 17 15 9,6 2,6
G105°UTR 225  -545 36 22 15 27 8,3 1,3
Virové leadery

AMV 5°UTR 43 4,6 23 23 5 49 15,7 2,5
PVS 5’UTR 71 -15,7 37 28 11 24 4,7 5,1
TEV 5’UTR 144 234 40 23 9 28 21,6 4,6
TMV 5°UTR 75 -3,6 47 25 3 25 18,7 4,6
VTE 5’UTR 134 -528 25 27 29 19 2,4 1,3

Tab. 2.1. Porovnani zesilujiciho efektu jednotlivych rostlinnych a virovych 5’UTR se syntetickym SYN
5’UTR na translaci reportérové mRNA. Pro kazdy leader je uvedena délka (nt), vypoctena stabilita
sekundarni struktury (AG v kcal/mol) a relativni zastoupeni nukleotidi (%). Aktivita luciferasy byla
méfena po bombardovani bunék plasmidy obsahujicimi CaM¥V35S-5"UTR-luc-C3’. Uvedeno je srovnani
relativniho zvyseni luciferasové aktivity, t.j. translace v konstruktech obsahujicich zkoumané 5’UTR s
leaderem SYN v pylu a v listech (pievzato z Bate, 1997).

translacni zesilovace nalezeji virovym mRNA, pozdéji byly sekvence s podobnou
funkci popsdny i v rostlinnych genech. Mezi né€ patii sekvence 5’UTR genu psaDb,
jehoz bilkovinny produkt je soucasti fotosystému I (Yamamoto et al., 1995) a genu
pmal kodujiciho ATPasu lokalisovanou v plasmatické membrané (Michelet et al.,
1994). V téchto prikladech byly dikazy ziskany métenim aktivity reportérového genu
na urovni translace bud’ v transgennich rostlinach (psaDb) nebo v protoplastech (pmal).
BohuZel nebylo ukazéano, Ze zesilovaci ucinek sekvenci 5S’UTR je nezéavisly na kodujici
oblasti nebo 3’'UTR a také nebyla prokazana mozna tkanova specificita nebo vyvojova
translacni kontrola zkoumanych transkriptt. Jednim piikladem, kde je naznaen urcity
stupen tkanové specificity translacni regulace je gen kodujici a-amylasu u jeCmene
(Gallie a Young, 1994). Konstrukt obsahujici 5’UTR i 3’'UTR mRNA a-amylasy
fazovany k reportérovému genu, luciferase, byl pfednostné translatovan v aleuronové
vrstveé a endospermu kukufice, nikoli vSak v bunikach v suspenzni kultufe. Naproti tomu
bylo prokdzano, Ze transla¢ni regulace genu Adhl je modulovéana signaly z vnéjsiho
prostiedi a stavem rostliny, 4dhl mRNA je prednostné translatovana béhem hypoxie
(Fennoy a Bailey-Serres, 1995).

Pomérné systematicka pozornost byla vénovéana i1 5’UTR mRNA gent
specificky exprimovanych v sam¢im gametofytu, zejména 5’ leaderu transkriptu jiz
neékolikradt zminéného genu /lat52 (Bate et al., 1996; Bate, 1997). Lat52 5’UTR je
jedinym dosud popsanym rostlinnym leaderem, ktery zesiluje translatabilitu

odpovidajici mRNA specificky v sam¢im gametofytu a dokonce je tento zesilujici
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ucinek regulovan vyvojové (Bate er al, 1996). Pomoci metod bombardovani
tabakovych bunck konstrukty obsahujicimi promotor CaMV35S a zkoumany leader
fizovany s reportérovym genem luciferasou bylo prokazano, ze oblasti 5’UTR genu
lat52 (120 basi) a jeho homologu isolované¢ho z tabaku n#p52 (59 basi) funguji v pylu
tabaku jako nejucinngjsi translacni zesilovace ze vSech zkoumanych leadera rostlinnych
mRNA (Tab. 2.1). Ve srovnani s ndhodné¢ generovanym syntetickym leaderem (SYN;
42 basi) byly uvedené leadery schopné zvysit aktivitu luciferasy v pylu 14,6krat (lat52)
a 11,7krat (ntp52). Tkanovou specificitu tohoto jevu dokazuje zjisténi, ze za stejnych
podminek se translace luciferasy v listech zvysila v obou pfipadech jen dvakrat (Bate,
1997). Protein LATS52 je pomalu akumulovan po celou dobu zrdni pylu, k
dramatickému zvySeni akumulace vSak dochéazi az v jeho zcela zavéreéné fazi. Tato
skutecnost je ve vyrazné korelaci se zesilujicim uc¢inkem /at52 leaderu béhem procesu
gametogenese. Zatimco aktivita syntetického leaderu SYN se ve zkoumaném obdobi s
¢asem nemenila, relativni aktivita lat52 leaderu neustale vzristala od hodnot nizSich
nez u leaderu SYN ve stadiich 2,3 a 4 (popis stadii v kapitole 4.2.1) ptes hodnoty 2,2 ve
stadiu 5 a 3 ve stadiu 6 az ke kone¢né hodnoté 17 ve zralém pylu (Bate et al., 1996).
Spoluticast bilkovinnych faktorti na zesilujicim u¢inku /at52 leaderu na translaci dosud
prokazana nebyla a mozna role n¢kterych kandidata je diskutovana (Bate ef al., 1996).
Podobné analyzy 5S’UTR dalSiho pylové specifického genu ntp303 (Tab. 2.1) ukézaly,
ze zesilujici u€inek tohoto leaderu je mnohem mensi, ve srovnani s leaderem SYN je
jeho aktivita vyssi 2,8krat v pylu a 1,4krat v listech (Bate, 1997). Tato skute¢nost neni
ptili§ ptfekvapivou, nebot’ je znamo, ze k translaci np303 mRNA ve zrajicim pylu
nedochazi (Storchova et al., 1994). Pravdépodobné mnohem zajimavéjsi analyzy
ntp303 leaderu v kli¢icim pylu a rostoucich lackach, kde je translace n#p303 mRNA

velice aktivni, provedeny nebyly.

2.3.3.2.2 Oblast iniciacniho kodonu

.....

proximalné polozeny kodon AUG (Joshi, 1987). Volba iniciacniho kodonu u
eukaryotickych organismii ovSem zéalezi 1 na nékolika okolnich nukleotidech, na

kontextu kodonu AUG. Béhem exprese genu Bs/ u kukufice pfesko¢i béhem scanovani
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nebo UAAACAAUGGCU (Joshi, 1987). V zivocisnych genech jsou kritické nukleotidy
v pozicich -3 a +4 (kde A v kodonu AUG je v pozici +1; Kozak, 1986; Lutcke et al.,
1987), u rostlin byla dosud prokazana jen diilezitost nukleotidu v pozici +4 (Kozak,
1989a,b). Jen v piipadé, Ze se v pozicich -3 nebo +4 nachéazeji suboptimalni nukleotidy
(Kozak, 1986; Kozak, 1989a,b). Exprese konstruktii obsahujicich zivo¢isnou konsensus
sekvenci CCACCAUGG nebo konsensus rostlinny UAACAAUGGC byla v
protoplastech z mesofylovych bunék tabdku stejna diky pfitomnosti optimalnich
nukleotidit v pozicich -3 a +4 (Guerineau et al., 1992). V pfitomnosti suboptimalnich
basi v kritickych pozicich se zména nukleotidii v pozicich -5, -4, -2 a -1 na C (tedy
GGUUUAUGU -> CCUCCAUGU) promitla v podstatném zvyseni transla¢ni iniciace
ve zkoumaném kodonu AUG (Kozak, 1989b).

2.3.3.2.3 Otevieny cteci ramec

Podobn¢ jako jiné organismy, ani rostliny nevyuzivaji vSechny kodony ve stejné
frekvenci, ale tam, kde je to mozné, preferuji urCité kodony pted jinymi. V souhrnném
hodnoceni 53 gent jednod€loznych a 154 genti dvoudéloznych rostlin (Campbell a
Gowri, 1989) bylo popsano, ze dvoudélozné rostliny prednostné pouzivaji 44 kodontl z
61 moznych a Ze rostliny jednodélozné jsou ve svych preferencich jesté striktnéjsi, ty
rostliny od jednodéloznych je uziti basi G/C ve ttetich pozicich kodont (Murray et al.,
1989). Obecné je castéjsi u jednodéloznych, ale je pravda, ze v dobé zde popsaného
srovnani byla znama sekvence jen malého mnozstvi gent.

Vseobecné se za limitni krok translace povazuje iniciace. Rozsah, v jakém muize
uziti kodona ovlivnit translatabilitu zalezi na tom, zda se zpomaleni elongace zpiisobené
ptitomnosti vzacnych kodonli promitne na celkové rychlosti translace (viz. Gallie,
1993). Brzdici efekt vzacnych kodonii na rychlost elongace by se mél nejvyraznéji

projevovat u abundantnich mRNA. Exprese genu pro fosfoglycerat kinasu v kvasinkach
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se vyrazné¢ zpomalila, kdyZ bylo 64 proximdalnich kodonli (15% vSech kodoni)
nahrazeno vzacnymi kodony kodujicimi stejné aminokyseliny (Hoekema et al., 1987).
Nahrazeni jen 22 kodonli nemélo na rychlost translace vliv, coZ znamena, Zze pro
dosazeni vyrazného brzdiciho efektu se musi v genech vyskytovat vzacné kodony v
masové mife. Naproti tomu exprese genu crylA(b) isolované¢ho z bakterie Bacillus
thuringiensis v transgennich rostlinach tabaku a rajcete se az stokrat zvysila po konversi
356 vzacnych kodonil (60% vSech kodontl) na preferované triplety (Perlak ez al., 1991).
V ramci téchto zmén byly odstranény potencidlni signaly pro polyadenylaci ¢i
destabilisaci transkriptu, coz vedlo ke zvySeni hladiny jak mRNA tak i odpovidajici

bilkoviny.

2.3.3.2.4 Oblast terminacniho kodonu

......

kodovaci oblasti byly publikovany i pro oblast terminacniho kodonu (Angenon et al.,
1990). Porovnanim 748 rostlinnych genti se zjistilo, Ze ze tfi moZznych terminacnich
kodont je nejcastéji pouzity kodon UGA (46% gentl), ndsledovany kodony UAA (28%)
a UAG (26%). Op¢t jsou rozdily mezi rostlinami jednodéloznymi a dvoud€loznymi. U
dvoudéloznych je nejcastéjSim termina¢nim kodonem UAA (46%) pred UGA (36%) a
UAG (18%). Podobné¢ jako u iniciace, i v pfipad€ procesu terminace translace je mimo
vlastniho termina¢niho kodonu dulezity i kontext, v némz se tento nachazi. Rostliny se
v pozici +1 bezprostfedné za stop kodonem vyhybaji cytosinu, ktery je pfitomen jen v
6% genll a naopak ve 46% preferuji adenosin. Naproti tomu v pozici -1, t.j. base
nejblize stop kodonu 5’ smérem, je nejcastéji C nebo U. V rostlinnych genech je tedy

kontext termina¢niho kodonu definovan CUAAA, CUGAA nebo CUAGA; jednotlivé

sekvence jsou sefazeny podle cCetnosti svého vyskytu (Angenon et al., 1990).
Nejvzacnéjsi stop kodon UAG je také termina¢nim kodonem nejslabsSim a rostliny
obsahuji molekuly tRNA schopné jej omylem piecist, zatadit misto ného aminokyselinu
a preskocit ho. Pritomnost déravého stop kodonu UAG ve spravném kontextu vsak
znacné zvysuje pravdépodobnost terminace (Angenon et al., 1990). Mnoho rostlinnych
vir vyuziva déravosti UAG pro syntézu rizné¢ dlouhych bilkovinnych produkti na

zakladé jediné matrice mRNA. Na konci ORF 126 kDa replikasy viru mozaiky tabaku
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je stop kodon UAG ve slabém kontextu, diky ¢emuz je Casto syntetisovan protein o
molekulové hmotnosti 183 kDa, jehoz pfitomnost je nezbytna pro infekci (Skuzeski et
al., 1990).

Dal$im mechanismem mozného pteskoceni stop kodonu je zména ¢teciho rdmce
béhem elongacni faze translace, anglicky “ribosome frameshifting”. I tuto strategii
vyuzivaji rostlinné viry, ovSem jeji pravdépodobnost je pomérné nizka, predpoklada se,
ze u téch virovych mRNA, u kterych k ni dochézi, se tak d¢je jen v 0,6-1,8% ptipadi
(Brault a Miller, 1992; Prufer ef al., 1992). U mRNA luteoviru zptsobujiciho rolovani
listh brambor (potato leafroll luteovirus) se vyskytuje zména c¢teciho ramce -1, tzn.
ribosom se béhem translace o jeden nukleotid vrati. To se déle na sekvenci UUUAAAU
za spoluucasti stabilni vlasenky se smyckou bezprostiedné po proudu, ktera ribosom
zdrzi a umozni mu zménu Cteciho ramce (Prufer er al, 1992). Podobné virus
zpusobujici rist Zlutych zakrslych rostlin je¢mene (barley yellow dwarf virus) vyzaduje
pro zménu c¢teciho ramce -1 stop kodon bezprostiedné za mistem, kde ke zméné
dochazi, GGGUUUU. Zde muze zpomaleni ribosomu zpusobit zdrzeni na terminacnim
kodonu (Brault a Miller, 1992).

Dosud jsme se zabyvali pouze mechanismy oddalujicimi konec translace, svou
roli hraje vSak i pfedCasna terminace. Ta Casto vede k destabilisaci mRNA. U mutanta
KTi (“Kunitz Trypsin inhibitor null mutant™) u séji vede delece tii nukleotidi v ORF v
KTi mRNA k predCasné terminaci a nasledné¢ k stondsobnému propadu mnozstvi K7i
mRNA (Jofuku et al., 1989). Pfedpoklada se, Ze piitomnost translatujiciho ribosomu
chrani mRNA pred utoky nukleas a predCasnd terminace vede k exposici vétsi oblasti
transkriptu. Na druhou stranu je nutné pfiznat, ze korelace mezi translacni aktivitou a
degradaci mRNA neni absolutni. Ptikladl translacné neaktivni, ale stabilni mRNA je
cela fada. Patfi sem zasobni mRNA v semenech (Delseny et al., 1977; Mathur et al.,
1991) a v pylu (Storchové et al., 1994), mRNA b&hem teplotniho Soku (Key et al.,
1981; Nover et al., 1989) ¢i hypoxie (Sachs et al., 1980) a mRNA v s¢ji regulované
svétlem (Berry ef al., 1986; Berry, 1988).

2.3.3.2.5 3’UTR a poly(A) ietézec
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Sekvence 3’UTR obsahujici polyadenylacni signaly rostlinnych genii vyrazné
ovlivituji genovou expresi. To miize byt vysledkem posttranskripcnich tprav pre-
mRNA nebo vlivu 3’UTR na translatovatelnost ¢i stabilitu mRNA. Je prokazano, ze
pravé translace mRNA a kontrola jeji stability spolu velice uzce souvisi (viz. Gallie et
al., 1991; Sullivan a Green, 1993; Jacobson a Peltz, 1996). Obecné muzeme fici, Ze u
rostlin hraje 3’UTR pfi regulaci genové exprese vétsi roli nez u zivoc€ichli. Pravé na
rozdil od zivocichi, kde nejcastéji nalézame jedno polyadenylacni misto, obecnou
vlastnosti rostlinnych genti je pfitomnost mnohocetnych polyadenyla¢nich mist. Funkce
mnohocetnych polyadenylacnich mist je nejasnd, zda se vSak, Ze riznorodé sekvence v
3’UTR mohou rozdilnou mérou ovliviiovat u¢innost translace a stabilitu mRNA (viz.
Gallie, 1993).

Témeét vSechny rostlinné mRNA jsou polyadenylované. Poly(A) fetézec zvysuje
stabilitu mRNA (Bernstein a Ross, 1990; Brawerman, 1993) a reguluje tspéSnost
translace (Jackson a Standart, 1990; Tarun a Sachs, 1995). U nékolika rostlinnych druhii
byly popsany obé¢ tyto funkce (Gallie et al., 1989; Gallie, 1991; Gallie et al., 1991).
Mira, do jaké poly(A) fetézec ovliviluje expresi, zavisi na jeho délce (Gallie et al.,
1989). Ve své funkci stabilisaitoru mRNA funguje poly(A) fetézec nezavisle na Cepiccee,
ale pfi regulaci translace se projevuje funkéni zavislost a spoluprace obou struktur na
opacnych koncich mRNA (Gallie, 1991; Browning et al., 1998). Ob¢ role poly(A)
fetézce zprostfedkovavda PABP (protein specificky se vazici k poly(A) fetézci,
“poly(A)-binding protein”). PABP je abundantni cytoplasmatickou bilkovinou, jejiz
struktura je konservovana mezi eukaryotickymi organismy a kterd ke své vazbé
potiebuje fetézec minimdlné¢ 12 adenosint (Sachs et al., 1987, Yang a Hunt, 1992;
Gorlach et al., 1994). U Arabidopsis, pSenice a tabaku je PABP kédovan multigenovou
rodinou (viz. Browning et al., 1998), kdy alesponl u Arabidopsis byla prokazana tkanove
specifickd exprese jednotlivych ¢lent (Belostotsky a Meagher, 1993; 1996). PABP je
tvofen jedinym polypeptidem o molekulové hmotnosti 68 kDa u kvasinek, 70,8 u
pSenice a 70,2 u drapatek, mysi a v lidskych buiikach (viz. Browning et al., 1998).
Vsechny dosud zkoumané PABP vykazuji velice podobnou strukturu. Patifi mezi
bilkoviny vazici se k jednofetézcové RNA a svém N-konci obsahuji Ctyfi velice
konservované tandemové uspofadané RNA vazebné domény (RBD, “RNA-binding
domain”), kazdou o délce 90-100 aminokyselin. Tyto RBD patii do skupiny

nejznaméjSich a mezi proteiny vazicimi se k RNA velice roz§ifenych RNA vazebnych
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motivi nazvané RNP motiv. Dosud popsané RNP motivy sdileji charakteristickou
sekundérni a tercidlni strukturu B1-al-B2-B3-a2-B4, jejiz hlavni funkéni ¢asti jsou dva
velice konservované sekvence nazvané RNP1 a RNP2, které lezi v ramci dvou
antiparalelnich B-listd, B3 a Bl (viz. Kenan et al., 1991; Dreyfuss et al, 1993.
Oktapeptid RNP1 ma konsensudlni sekvenci KGFGFVXF, hexapeptid RNP2 zase
LFVGNL (viz. Dreyfuss et al., 1988). Pro vazbu PABP k poly(A) sekvenci je nezbytna
ptitomnost alespont dvou RNP motivil spojenych kratkym linkerem. V ramci poly(A)
fetézce zajiStuje interakci s bilkovinou sedm sousedicich nukleotidd, z nichz u ¢tyt se
na specifické vazbé podili i 2°-OH skupina charakteristickd pro molekuly RNA. To
ukazuje, a tato skuteCnost byla jiz experimentalné potvrzena, na mnohem niz$i afinitu
PABP k identickym segmentim DNA, poly(dA) fetézciim, ve srovnani s RNA (viz.
Antson, 2000). Na C-konci PABP je pfidavna doména, jejiz evolucni konservace je
mnohem mens$i, naptiklad mezi pSenici ¢i Arabidopsis a kvasinkami je podobnost jen
47% ¢&i 44%, ale oba typy domén, z jednod€loZznych i1 dvoudéloznych, jsou schopny
komplementovat mutaci pablp v kvasinkdch (Belostotsky a Meagher, 1996).

2.3.3.3 Funkéni dulezitost interakce mezi obéma konci mRNA

Jiz jsme zminili, Ze interakce mezi 3’ a 5° konci mRNA, konkrétné mezi
¢epickou a poly(A) fetézcem jsou dilezité pro ucinny priabéh iniciace translace (Obr.
2.5 v kap. 2.3.3.1; Gallie 1991; Tarun a Sachs, 1995; Le et al., 1997). Pokusy s
drapatkami a octomilkami prokazaly, ze zmény délky poly(A) fetézce béhem zrani
vajicek nebo po oplozeni koreluji se zménami translatability mRNA, coZ naznacuje
funkci poly(A) fetézce jako regulatoru translacni aktivity (viz. Richter, 1995). U rostlin
role poly(A) fetézce jako translacniho regulatoru zavisi na ptitomnosti Cepi¢ky na 5’
konci (Gallie, 1991). Analogicky cepicka potfebuje pro iniciaci translace pfitomnost
poly(A) fetézce (Gallie, 1991; Gallie a Traugh, 1994). Dale byly u pSenice ziskany

dikazy pro roli PABP jako zprostiedkovatele uvedené vazby v ranéjSich fazich iniciace

.....

.....

v pfitomnosti poly(A) fetézce tak pfi jeho absenci a zvySuji vazebnou aktivitu PABP

pro RNA (Le et al., 1997). Je mozné, ze se elF4F, elFiso4F a elF4B vazi piimo k
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poly(A) tetézci in vivo tak, jak to Cini in vitro (Gallie a Tanguay, 1994), ale ptiblizné
10- az 100krat vétsi afinita PABP k poly(A) naznacuje, Zze vliv inkriminovanych
snad prostfednictvim konformacni zmény ztéZujici jeho disociaci z poly(A) fetézce (viz.
Browning et al., 1998). Tento nazor podporuje také pozorovani, ze 1 purifikovany
ktery nevykazuje detektovatelnou vazebnou aktivitu k poly(A) fetézci, zvySuje
rovnovahu vazby PABP-poly(A) tim, Ze snizuje rychlost disociace PABP (Le et al.,
1997).

Interakce obou konci mRNA se neomezuje jen na polyadenylované transkripty.
Jak jsme jiz zminili, existuje mala skupina eukaryotickych mRNA, jejichz 3’ konce jsou
prosty poly(A) fetézce. Jedna se 0o mRNA nékterych rostlinnych virti (Tanguay a Gallie,
1996) ¢i mRNA kodujicich histony mnohobunécnych Zivocicht, jejichZz exprese je
regulovana béhem bunééného cyklu (Hentschel a Birnstiel, 1981). Genomova i
subgenomova mRNA dfive popsaného viru mozaiky tabaku (TMV; Kap. 2.3.3.2.1)
obsahuje na svém 3’ konci nepfeklddanou oblast o délce 205 nukleotidl, kterd je
funkénim ekvivalentem poly(A) fetézce ve smyslu, zZe také zesiluje €innost translace a
zvySuje stabilitu reportérové mRNA a to dokonce i pii absenci viru ¢i jakéhokoli
virového genového produktu (Gallie a Walbot, 1990; Gallie ef al., 1991). TMV 3’UTR
sestava ze dvou domén (Obr. 2.6), proximalné¢ polozené domény s pseudoknoty (UPD)
a distaln¢ polozené domény piipominajici svou sekundarni a tercialni strukturou tRNA
(TLD). TLD je dlouha 105 basi a pfipomina tfirozmérny tvar tRNA do té miry, Ze je
rozpoznavana a modifikovana mnoha tRNA specifickymi enzymy. Kratsi UPD, dlouha
72 basi, je slozena ze tii RNA pseudoknotl a je zodpovédnd za translacni regulaci
spojenou s 3> UTR (Gallie a Walbot, 1990). Pseudoknoty (viz. Pleij, 1994) obsahuji
fylogeneticky konservovanou primarni sekvenci a vysoce organisovanou prostorovou
strukturu. Mutacni analyzy prokazaly, ze pravé konservovana primarni sekvence tretiho
al., 1993). Dilezitost prostfedniho pseudoknotu spociva pravdépodobné ve zvySeni
stability struktury tfetiho pseudoknotu (Leathers et al., 1993). Jak leader Q (Kap.
2.3.3.2.1) tak UPD jsou v suspensnich buiikdich mrkve a v kliccich pSenice
rozeznavany stejnou RNA vazebnou aktivitou (Leathers et al., 1993), kterd odpovida

bilkoviné o molekulové hmotnosti 102 kDa (p102) poprvé isolované z pSenice
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(Tanguay a Gallie, 1996). p102 specificky rozeznava poly(CAA) oblast v ramci leaderu
Q a také distalni pseudoknot v UPD, coz ukazuje na tizkou kooperaci obou koncit TMV
mRNA pfi regulaci translace (Tanguay a Gallie, 1996).

Druhou popsanou funkei struktur 3’UTR je ovliviiovani stability mRNA.
Primérmy polocas zivota vétsiny molekul rostlinnych mRNA je nékolik hodin (Sullivan
a Green, 1993; Taylor a Green, 1995). Byly ovSem popsany oba extrémy, relativné
nestabilni transkripty s polocasem zivota kratSim nez jedna hodina (Taylor a Green,
1995) a velmi stabilni mRNA s polo¢asem zivota v fadu dni, které mohou byt ulozeny
do zésoby a tim vylouceny z degradaénich procest. Prikladem takového transkriptu je i
ntp303 mRNA (Weterings et al., 1992; Storchova et al., 1994). Mimoto existuje cela
fada mRNA, jejichz Zivotnost je proménliva v zavislosti na vlivu prostfedi. U rostlin je
dobrym ptikladem PvPRPI mRNA kodujici protein bunécné stény bohaty na prolin,
ktera je destabilisovana v pfitomnosti patogenni houby (Mehdi a Brodl, 1998) ¢i mRNA
kédujici fytochrom mizici po prvnim osvétleni semenackli dubu péstovanych ve tmé
(Seeley et al., 1992).

Za stabilitu molekul mRNA je v prvni fadé¢ zodpovédna jejich struktura, tzn.
pritomnost ¢i absence regulacnich elementii ptisobicich cis-mechanismem. Déle o ni
rozhoduji bunécné trans-faktory, zejména bilkoviny interagujici s mRNA, RNasy ¢i
jejich inhibitory. Také se predpoklada, Zze na rozdil od popsanych destabilisujicich
sekvenci neexistuji specifické sekvence stabilisacni. Stabilita mRNA je mimo
pritomnosti Cepicky a poly(A) fetézce zesilena absenci destabilisujicich struktur.
Nejlépe popsanymi destabilisujicimi strukturami u rostlin jsou DST element, motiv
nestability bohaty zbytky A a U (“AU-rich instability element”; ARE) a pfitomnost
pred¢asnych stop kodont (viz. Johnson ef al., 1998).

DST elementy byly popsany u rostlin, konkrétn¢ u velice nestabilnich mRNA
kédujicich geny SAUR (“small auxin-up RNAs”), jejichz exprese je indukovana
auxinem a jejichz polocas Zivota se pohybuje od 10 do 50 minut (McClure a Guilfoyle,
1989). DST element je tvofen evolucné velice konservovanou sekvenci pfiblizné 40
basi v oblasti 3’UTR, jejiz tandemovy dimer vlozeny do 3’UTR reportérového genu gus
vedl k rychlé degradaci sledované mRNA v transformovanych buiikach tabaku BY-2
pestovanych v suspensnich kulturdch (Newman et al., 1993; Sullivan a Green, 1996).
DST motiv je sloZzen ze tfi vysoce konservovanych subdomén oddélenych dvéma

variabilnimi oblastmi. Pomoci mistné specifické mutagenese byly v téchto

43



vvvvvv

nesou své jméno. Jedna se o motivy GGA, ATAGAT a GTA (Sullivan a Green, 1996).
V mRNA genu S4UR-ACI byl nalezen jesté jeden destabilisa¢ni motiv dlouhy ptiblizné
140 basi sestavajici z jednoho vysoce konservovaného DST elementu a navic n€kolika
kopii motivli podobnych subdoménam ATAGAT a GTA (Gil a Green, 1996).
Ptitomnost motivii ARE (Chen a Shyu, 1995) v 3’'UTR mRNA znaén¢ zvysuje
jeji nachylnost k degradaci. Uvedené sekvencni elementy zesiluji rychlost jak
deadenylace tak i ndsledné degradace mRNA (Peng ef al., 1998). Jsou rozeznavany tii
skupiny motivi ARE, a to na zadklad¢ pfitomnosti ¢i absence nejznaméjsSiho
destabilisujiciho pentameru AUUUA a zpusobu, jakym se tento opakuje v ramci celého
motivu ARE, coZ ma rozhodujici vliv na rychlost deadenylace a degradace mRNA (viz.
Mitchell a Tollervey, 2000). Dosud bylo popsano né€kolik bilkovin vazicich se k motivu
ARE, mezi nejlépe charakterisované patiti HuR/HuA a AUF1/hnRNP D. HuR isolovany
z lidskych bunék patii do rodiny RNA vazebnych bilkovin typu ELAV (“embryonic
lethal abnormal visual”) popsanych u octomilky a jeho overexprese in vivo vedla ke
stabilisaci deadenylované mRNA obsahujici motiv ARE (Peng et al., 1998). Stejny
efekt méla 1 inhibice syntézy AUF1/hnRNP D in vivo, jeho overexprese naopak vedla k
destabilisaci mRNA (Loflin et al.,, 1999). To ukazuje na antagonistické pisobeni
bilkovin HuR a hnRNP D pii ovliviiovani stability mRNA obsahujicich destabilisujici
sekvence ARE. V piipadé¢ hnRNP proteinu D neni situace tak jednoduché, byly popsany
Ctyfi jeho isoformy vykazujici razny vliv na destabilisaci mRNA (Loflin et al., 1999),
coz naopak naznacuje moznou ambivalentni roli této bilkoviny v zavislosti na dalSich
faktorech. Degradace mRNA zprostfedkovana motivy ARE pravdépodobné neni uzce
spojena s procesem transkripce (Fan ef al., 1997) a tato hypotéza byla podpofena
zjisténim, Ze ob¢ ptivodné jaderné bilkoviny, HuR 1 hnRNP D, cestuji mezi jadrem a
cytoplasmou (Dreyfuss et al., 1993; Fan a Steitz, 1998), tedy, ze se vazi k nascentnimu
transkriptu obsahujici sekvenci ARE a jsou spolu s nim transportovany do cytoplasmy.
Hlavni funkéni slozky motivii ARE, pentamery AUUUA, jsou zndmy zejména
ze sav¢ich bunék (Caput et al., 1986), jejich funkce vSak byla popsana i u rostlin.
Pfitomnost repetice jedenacti kopii uvedeného sekvenéniho motivu vedla k
bezprostifedni degradaci reportérového genu (Ohme-Takagi ef al., 1993). Dosud nebyla
dokumentovana funkce pentameru AUUUA u kvasinek ani nebyl nalezen pfirozeny

rostlinny gen regulovany popsanym zptisobem. Zhavym kandidatem je jiz zmitiovany
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gen PvPRPI isolovany z Phaseolus vulgaris (Mehdi a Brodl, 1998). Pomoci metod
“UV cross-linking” byl nalezen 50 kDa protein vazici se k 3’'UTR PvPRPI mRNA
(PRP-BP) v mist¢, které obsahuje mimo jiné i AUUUA motiv (Zhang a Mehdi, 1994).
U sav¢ich mRNA se obvykle pfedpoklada degradace ve sméru 3°->5" s tim, ze
samotné degradaci predchdzi odstranéni poly(A) fetézce. K tomu muize dojit bud’ jeho
postupnym zkracovanim jako v piipadé MYC mRNA nebo endonukleolytickym
rozStépenim mRNA pied poly(A) fetézcem napt. u mRNA kédujici receptor
transferrinu (Ross, 1996). U kvasinek jsou zndmy dvé drahy degradace mRNA (Obr.
2.7). Hlavni draha je zahdjena deadenylaci, po které je odstranéna Cepicka a nasleduje
exonukleolyticka degradace ve sméru 5°->3 (Decker a Parker, 1993). Molekula mRNA
je stabilisovana synergickym piisobenim Cepicky a poly(A) fetézce, jejichz pritomnost
také stimuluje iniciaci translace. Inhibice iniciace translace zapfi¢inénd mutacemi v
genech kodujicich elF4E, elF4G nebo v jedné ze slozek komplexu elF3 (role téchto
faktorti v iniciaci translace je podrobné rozebrana v kapitole 2.3.3.1 a na obrazku 2.4)
vede ke znaéné urychlené deadenylaci a naslednému odstranéni cepicky z
deadenylované mRNA (Schwartz a Parker, 1999). Nikoli naopak, ¢epicka neni nikdy
odstranéna pred deadenylaci (Schwartz a Parker, 1999). Piedpoklada se, ze u méné
stabilnich mRNA, u kterych nedochéazi k opakované translaci, mize byt deadenylace
PABP (Mitchell a Tollervey, 2000). Na druhou stranu plati, zZ2 PABP navazany k
poly(A) fetézci brani odstranéni Cepicky (Caponigro a Parker, 1995) a zaroven, ze
mutace ve faktorech elF4F ¢i elF4G, které neumozni jejich vazbu s PABP, nedovoli
odstranit ¢epicku ptfed deadenylaci (viz. vySe; Schwartz a Parker, 1999). To znamena,
ze ochranné ptsobeni PABP na strukturu cepicky predpokladéd jeho interakci jesté s
n¢jakym jinym (dosud nepopsanym?) faktorem nezli je komplex elF4G-elF4E-Cepicka.
Deadenylovand mRNA muze byt bez ohledu na pfitomnost ¢i nepfitomnost
Cepicky degradovéana i1 pusobenim 3’->5’ exonukleas organisovanych v komplexu
exosomu (Obr. 2.7; Anderson a Parker, 1998). Exosomy se podileji na degradaci a
recyklaci riznych typt bunécnych RNA, mimo mRNA také rRNA, snRNA ¢i snoRNA
(Hoof a Parker, 1999). Tato draha degradace mRNA neni jesté detailné prozkoumana,
vi se vSak, ze vyzaduje ptitomnost bilkovinnych faktort Ski3p, Ski8p a ATP
dependentni RNA helikasy Ski2p, o kterych se piedpoklada, ze plisobi jako kofaktory

pii rozeznavani substratu (Anderson a Parker, 1998). Kinetika zkompletovani masinérie
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odstranujici Cepicku ¢i nasednuti exosomu pravdépodobné rozhoduje o tom, kterd draha
degradace mRNA bude nastoupena. U kvasinek je osudem vétSiny dosud zkoumanych
deadenylovanych mRNA odstranéni ¢epicky a néslednd degradace ve sméru 5°->3’
(viz. Mitchell a Tollervey, 2000).

Pon¢kud piekvapiveé nepatii mRNA deadenylasy k nejlépe charakterisovanym
enzymlim; ani jejich vztah k PABP neni jasny. Je znamo, ze rychlost deadenylace je
znacn¢ zpomalena v Pablp deficientnich kmenech kvasinek (Caponigro a Parker,
1995), coz naznacuje, ze PABP stimuluje deadenylaci. V extraktech sav¢ich bunck je
tomu piesné naopak, aktivita deadenylas je v ptitomnosti PABP inhibovana (Ford ef al.,
1999). Deadenylasa, takto nazyvand PARN (poly(A) ribonukleasa), DAN
(deadenylujici nukleasa) ¢i u kvasinek PAN (poly(A) nukleasa), vykazujici 3’->5’
exonukleasovou aktivitu byla poprvé purifikovana z bunék brzliku telat. Je o ni znamo,
7e interaguje jak s m’G &epickou tak poly(A) fetdzcem a Ze jeji deadenylasova aktivita
in vitro je stimulovéna vazbou k ¢epicce (viz. Mitchell a Tollervey, 2000), coz opét,
pokolikaté uz, dokumentuje kooperaci struktur na 5> a 3’ koncich molekuly mRNA pfi
urovani jejiho osudu.

O situaci v rostlinnych buiikach je jako obvykle zndmo mnohem méné, jevi se
vSak pravdépodobnym, Ze existuji rizné cesty degradace jednotlivych mRNA v
zavislosti na jejich typu (Muhlrad et al., 1994). Dilezitou otazkou je lokalisace
degradace mRNA. Existuji alespont dva dikazy pro tvrzeni, ze k degradaci mRNA
dochazi na polysomech. Za prvé, predpokladané produkty degradace SRS4 mRNA a
PHY4 mRNA jsou ptitomné v polysomalni frakci (Thompson ef al., 1992; Byrne et al.,
1993). Za druhé, byly popsany systémy degradujici mRNA in vitro zalozené na

isolovanych polysomech (Byrne
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Obr. 2.7. Znamé drahy degradace mRNA v bunkach kvasinek (Saccharomyces cerevisiae). Iniciace
translace je siln¢ stimulovédna interakci mezi PABP (zde Pablp) a eIlF4G. Piechodné pieruseni téchto
interakci mize umoznit pomalou deadenylaci mRNA. Pablp také interaguje s dal$imi transla¢nimi
fetézce na délku 10 nukleotidd a méné je molekula mRNA degradovana. Zde byly popsany dvé mozné
drahy. U hlavni degrada¢ni dradhy Mrtlp pravdépodobné zpisobi navazani bilkovin Lsmlp/Spb8p na
mRNA a tim i zformovani Lsm komplexu, ktery ve spolupraci s dalsimi faktory, Dcplp a Dcp2p,
zapfi¢ini odstranéni m’G &epicky. Za vlastni degradaci mRNA ve sméru 5°->3’, ktera nasleduje po
odstépeni Cepicky, je zodpoveédna bilkovina Xrnlp. Alternativni draha zahrnuje degradaci v opa¢ném
sméru 3’->5" pomoci komplexu exosomu, ktery kooperuje s kofaktory Ski2p, Ski3p a Ski8p. Jejich
ptesna role béhem ucinkovani exosomu je nejasna (prevzato z Mitchell a Tollervey, 2000).

et al., 1993). Mimoto existuje dokumentace pro pfitomnost ribonukleasové aktivity

asociované s ribosomy (Green, 1994). Na druhou stranu je zndmo, Ze 1 vakuoly vykazuji
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znacnou miru RNasové aktivity (Green, 1994). Proto je obtizné vyloucit moznost, ze
jaderné kédované mRNA urcené k degradaci jsou cilené a kontrolované transportovany
do vakuoly, ale je nutné brat v potaz skutecnost, Ze neexistuje mnoho dikazl pro pohyb
molekul RNA pfes membrany organel zivocichli (Chang a Clayton, 1987) ¢i rostlin

(Oda et al., 1992) a transport RNA do vakuol dosud dokumentovan neni.

2.3.3.4 Vyvojova regulace

Mnoho z regulacnich cis-elementl popsanych v minulé kapitole a s nimi
interagujicich bilkovinnych trans-faktorti neni funkénich neustéle, ale je aktivni jen v
urcitych pletivech ¢i dokonce v jednotlivych buiikach, v nékterych vyvojovych fazich
zivota rostliny a/nebo za urcitych vnéjSich podminek. Témito aspekty regulace genové
exprese na translacni Grovni se budeme zabyvat v této a nasledujici kapitole. Nejprve se
zamétime na to, jak je translacni aktivita kontrolovana vyvojovym programem.

Semena krytosemennych rostlin obsahuji jak v endospermu tak v embryu velké
mnozstvi rezervnich latek, bilkovin, lipidi a Skrobu. Exprese relativné velkého
mnozstvi gend ucastnicich se produkce nutricnich rezerv je regulovana na translacni
urovni a tyto geny predstavuji diky vyrazné abundanci svych transkripénich a
translacnich produkt vhodny objekt vyzkumu predmétného jevu (viz. Marcotte, 1998).
U obilnin se rozeznavaji dvé hlavni tfidy zasobnich bilkovin, globuliny a prolaminy. Ve
vétsing zkoumanych druhi predstavuji prolaminy 50-60% celkovych bilkovin a vétSina
zbytku nalezi globulinim. Zde je dilezité zminit, Ze oves a ryze jsou v tomto ohledu
vyjimkami. Zeiny, zasobni bilkoviny typu prolamind, vykazuji u kukufice tkanové a
casové specifickou expresi regulovanou na transkripéni (Kap. 2.3.1), ale i
posttranskripéni urovni. 10 kDa zein bohaty methioninem je jednim z translacné
regulovanych zein{, a to patrné€ trans-mechanismem (Banner et al., 1989). U ovsa tvoii
az 80% zasobnich bilkovin globuliny, zatimco aveniny, také podskupina prolamint, jen
pfiblizn€ 15%. Tento nepomér je zpisoben regulaci translace, nebot’ mRNA obou typt
bilkovin je v buiikkach zastoupena ve stejném poméru (Chesnut et al., 1989). To bylo
potvrzeno 1 pomoci radioaktivniho “pulse-chase” znaceni bilkovin syntetisovanych de
novo béhem vyvoje semene, kdy jsou globuliny akumulovany osm- az devétkrat veétsi

rychlosti nez aveniny. Mechanismus kontroly rychlosti akumulace zkoumanych
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proteini neni znam, ale predpokladéd se, ze k ni dochazi na urovni elongace a/nebo
terminace translace, nebot mRNA obou typti byly nalezeny v asociaci s funkénimi
polysomy. U mRNA avenint je pfitomen mnohem mén¢ ptiznivy stop kodon ve slabém
kontextu (CUAAG) nezli je tomu u globulintl (Boyer et al., 1993). Podobné disproporce
mezi hladinami mRNA kédujicimi globuliny (zde gluteliny) a prolaminy a jejich
translacnich produktl byly popsany i u ryze (viz. Marcotte, 1998). S vyvojem a
kli¢enim semen je také spojen fenomén zasobni mRNA a jeji translacni represe, jemuz
se budeme podrobnéji vénovat v jedné z nésledujicich kapitol.

Vyvoj rostlin je dale ovliviiovan dal§imi faktory, mezi nimiz vyznamné misto
zaujimaji svétlo a fytohormony. Svétlo indukuje celou fadu signalnich drah vyrazné
ovlivitujicich genovou expresi na transkripéni i translacni urovni. Mezi geny, jejichz
exprese je regulovana na translacni Grovni jak ontogenesi listu tak svétlem, patii SSU,
gen pro malou podjednotku RUBISCA. V prvnich pravych listech dosahuje hladina
SSU mRNA i bilkoviny maxima ve stafi deseti dnii po vykliceni, pak klesa. V
devatenactidennich listech je tficetinasobny pokles hladiny SSU provazen poklesem
hladiny SSU mRNA jen na c¢tvrtinu aZ osminu, coz svéd¢i o kontrole mnozstvi
bilkoviny SSU na trovni translace (Nikolau a Klessig, 1987). Na regulacni roli svétla
poprvé upozornilo porovnani mnozstvi SSU mRNA v déloznich listcich Amaranthus
hypochondriacus péstovanych ve tmé¢ a za svétla (Berry ef al, 1985). Po premisténi
kli¢nich rostlinek péstovanych ve tmé na svétlo dojde po péti hodinach kultivace k
dvacetinasobnému nartistu hladiny SSU oproti jen pétindsobnému nartstu hladiny
celkovych bilkovin. Ke zvyseni exprese nedochdzi vlivem transkripce nové mRNA, ale
translokaci existujicich mRNA na polysomy (Berry ef al., 1986). Translace SSU se zda
byt regulovanou na urovni iniciace nebo elongace (Berry et al., 1988). U krasnoocek
(Euglena gracilis) je SSU syntetisovan jako polyprotein sestavajici z osmi kopii a je po
syntéze proteolyticky Stépen na svou zralou formu. Syntéza polyproteinu je stimulovana
svétlem, dojde k jejimu padesdtindsobnému zvySeni. Po pisobeni svétla nebyly
pozorovany zadné zmény na uGrovni mRNA, stability proteinu ¢i rychlosti
posttransla¢nich uprav polyproteinu, coz ukazuje na pravdépodobnou regulaci syntézy
SSU na urovni translace i v tomto piripade (Keller ef al., 1991). Podobna regulace byla u
krasnoocek pozorovana i u nékterych chloroplastovych bilkovin kédovanych jadernou
DNA, napf. hydroxymethylbilan syntdzy (Shashidhara a Smith, 1991) nebo LHCP
(Weiss et al., 1988).
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Fed-1 je maly jaderny gen kodujici ferredoxin v chloroplastech v hrachu. Fed-1
mRNA je translatovana v cytoplasmé¢ a vznikld bilkovina je transportovana do
chloroplastii. Za svétla je v bunkach vysoka hladina Fed-I mRNA 1 ferredoxinu a
pfenos rostlin do tmy je provdzen dramatickym poklesem hladiny Fed-I mRNA.
Zejména diky zavedeni experimentalniho systému umoziujiciho méfeni rozpadu
mRNA (Weinmann et al., 1994) bylo prokdzano, ze zména abundance Fed-/ mRNA
uzce souvisi se zménou jeji stability v zdvislosti na zméné translacni aktivity.
Analogicky plati, Ze zvySend stabilita Fed-/ mRNA na svétle je vysledkem zvySené
translace snad diky ptitomnosti vétsi frakce mRNA asociované s polysomy (Petracek et
al., 1998). Regula¢ni element kontrolujici syntézu ferredoxinu za svétla (iLRE, internal
light response element) se nachdzi uvnitf transkripcni jednotky a zahrnuje oblast 5’
leaderu a ptekvapivé i prvni tfetinu otevieného ¢teciho ramce (Dickey et al., 1992).
Funk¢ni mapa iLRE dosud neni znama, pomoci mistné specifickych mutaci vSak byl
odhalen CATT motiv, jehoz zména vedla ke ztraté citlivosti Fed-I mRNA na svétlo.
Dalsim vysledkem bylo zjisténi, ze uvedené zmény translatability byly doprovazeny 1
zvySenim stability mRNA, coz opét potvrzuje diive popsanou spojitost translace a
stability mRNA.

Také fytohormony méni charakter genové exprese, ovSem piikladd uvedené
formy regulace na posttranskripcnich urovnich rozhodné neni nadbytek. Jednim z nich
je preferenéni stabilisace Em mRNA v embryich pSenice péstovanych v pfitomnosti
kyseliny abscisové (ABA) a a-amanitinu, inhibitoru RNA-polymerasy II (Williamson a
Quatrano, 1988). ABA se patrné také UcCastni posttranskripni stabilisace mRNA
kodujici inhibitor a-amylasy IT (BASI) u je¢mene. a-amylasa II je isozymem specificky
exprimovanym béhem kliceni semen. Kultivace embryi a klicnich rostlinek je¢mene v
ptitomnosti ABA vedlo k nartstu hladiny BASI mRNA bez ovlivnéni rychlosti jeji
transkripce. Na druhou stranu, pfitomnost cykloheximidu, takto inhibitoru translace,
zpusobila vyrazny pokles jeji hladiny, podobné¢ bez vlivu na transkripci a bez ohledu na
pritomnost ¢i absenci ABA. To opét ukazuje na moznou potiebu translace na stabilisaci
BASI mRNA (Liu a Hill, 1995). Hladina Em mRNA také klesa v piitomnosti
cykloheximidu, ale na rozdil od BASI, zlstava vysoka v pfitomnosti cykloheximidu 1
ABA (Williamson a Quatrano, 1988; Liu a Hill, 1995). To znamena, Ze oba geny

vykazuji rozdilnou formu regulace na transla¢ni arovni.
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Dal$im fytohormonem ucastnicim se regulace genové exprese je kyselina
jasminova nebo jeji derivat methyljasmonat (MeJA). Tento fytohormon se spolupodili
na kontrole rozli¢énych aspektii ristu a vyvoje rostliny, mezi né€z patii obranné reakce,
embryogenese a odpovéd na osmoticky stres. Timto vlastné¢ odstavec o kyseliné
jasminové nalezi ¢astecné 1 do piisti kapitoly nebo mezi nimi tvoii piechod. S funkci
kyseliny jasminové nebo methyljasmonatu je spojen zajimavy fenomén translacni
suprese (Muller-Uri et al., 1988). Pro uvedeny jev je charakteristicka selektivni redukce
translace kontrolnich mRNA spojend s akumulaci novych bilkovin. Kontrolnimi mRNA
jsou minény transkripty existujici v bunice pfed exposici exogennim ¢i endogennim
MeJA. Ackoli je translace kontrolnich mRNA in vivo ptferuSena nebo alesponi znacné
omezena, tyto molekuly v buiice prezivaji a zlstdvaji funk¢nimi, nebot mohou byt
translatovany in vitro. U jeCmene vede pfitomnost MeJA ke zna¢nému poklesu hladiny
bilkovin malé i velké podjednotky RUBISCA (SSU a LSU) vlivem tplného zastaveni
jejich translace (Reinbothe ef al., 1993). Jind odpoveéd byla zaznamenana v piipadé
bilkovin svétlosbérného komplexu vazicich chlorofyl (LHCP). V tomto ptipad¢ nevedlo
oSetfeni MeJA ke zméndm na trovni bilkovin, pfestoze neprobihala transkripce, coz
ukazuje na zvySeni stability zminénych bilkovin. Uvedené zmény v produkci SSU,
LSU a LHCP nejsou doprovazeny zménami na urovni piisluSnych mRNA, coz

naznacuje, ze vliv MeJA se projevuje na urovni translace (Reinbothe et al., 1993).

2.3.3.5 Regulace vnéjSimi podminkami, za stresu

Schopnost preziti organismu v pfirod¢ uzce souvisi s jeho schopnosti
ptizplisobovat se zménam Zivotniho prostfedi, reagovat na stresové situace, ke kterym
dochézi a které nezfidka ohrozuji samotnou jeho existenci. Pficiny ohrozeni organismu
mohou byt biotické nebo abiotické povahy; mezi biotické stresy pocitame predaci,
poranéni, bakterialni infekci nebo napadeni houbami ¢i viry, abiotické stresy vznikaji
jako diisledek nedostatku ¢i nadbytku vody, plisobeni extrémné nizkych ¢i vysokych
teplot, toxickych latek nebo ultrafialového (UV) zafeni. Pohyblivé organismy maji tvaii
v tvar stresovym podminkdm vétSinou moznost bojovat ¢i utéci. Tato spasné eventualita
je pfevazujici ¢asti rostlin odeptena, musi tudiz reagovat jinak, ptizptsobit se stresovym

podminkam, zménit svou fysiologii. Fysiologickd odpovéd’ na stresové podnéty
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vétsinou vyzaduje zmeénu genové exprese, indukcei syntézy stresovych bilkovin, jejichz
funkce je dllezitd pro obnoveni bunécnych funkci a opravu poSkozenych bunéénych
slozek a naopak preruseni nebo ukonceni syntézy mnoha bilkovin tvofenych za
normalni situace, jejichz role ve stresované butice neni nezbytna. Mimoto stres obvykle
prichazi néhle a schopnost rychlé odpovédi ma v tomto piipadé Zivotni diilezitost.
Rapidni indukce syntézy stresovych bilkovin je typick4 obzvlasté pro rostliny, napiiklad
de novo syntetisované bilkoviny tepelného Soku (HSP, heat-shock proteins) mohou byt
detekovany jiz deset minut po aplikaci tepelného stresu (Vierling, 1991). Suprese
syntézy normalnich bilkovin je podobné dynamicka. Pro zajisténi takto rychlého efektu
je samotnd regulace transkripce, indukujici expresi novych genil, nedostatecnd, do
poptedi zde vystupuje dilezitost posttranskripénich trovni, zvysSeni rychlosti translace
stresovych bilkovin ¢i zvySeni stability stresovych mRNA a jejich translac¢nich

produkta.

2.3.3.5.1 Bioticky stres

Napadeni rostliny patogenem indukuje dramatické zmény v biochemii bunky
doprovazené zejména urychlenou syntézou a translaci novych transkriptii a degradaci
casti diive existujicich mRNA. Klicovym procesem po infekci nebo poranéni je
prebudovani a zesileni bunééné stény umoznéné zvySenou expresi genti kodujicich
sténové¢ strukturni bilkoviny, obvykle glykoproteiny bohaté hydroxyprolinem a proteiny
bohaté prolinem, bilkoviny obou typl jsou navic bohaté tyrosinem (Lamb a Dixon,
1997). Pfitomnost patogenni houby také stimuluje rychlé oxidativni cross-linkovani
uvedenych bilkovin ve sténé plisobenim peroxidu vodiku pravé na tyrosinové zbytky.
Jiné diive syntetisované a translatované mRNA kodujici 1 sténové bilkoviny s malym
obsahem tyrosinu jsou odstaveny a podléhaji rychlej$i degradaci. Pfikladem muze byt
diive zminovanad PvPRPI mRNA kodujici sténovou bilkovinu bohatou prolinem ve
fazolu Phaseolus vulgaris (Mehdy a Brodl, 1998). U tohoto transkriptu je klicovym
momentem regulace stability, zkraceni jejich poloCasu zivota a nikoli rychlost
transkripce €i translace (Zhang et al., 1993). Diulezitou roli zde patrné¢ hraje 50 kDa
protein PRP-BP, ktery se specificky vaze k destabilisujici sekvenci v oblasti 3’'UTR
PvPRPI mRNA (Zhang a Mehdy, 1994; viz. Kap. 2.3.3.2.5). Existuji 1 ptiklady
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reprimovanych mRNA v dasledku poranéni. Poranéni hliz bramboru vede k rychlému
mizeni molekul mRNA, které jsou jinak akumulovany. Jednd se o dva nejvice
abundantni transkripty kodujici zdsobni protein patatin a inhibitor proteas II (Butler et
al., 1990; Cosby a Vayda, 1991). Kultivace kli¢nich rostlinek fazolu s odfizlymi
vegetaCnimi vrcholy za pfitomnosti frakce oligogalakturonidii vedla k zastaveni
ukladani hydroxyprolinu do stény a k vyrazné snizené akumulaci Hyp 2.1/ mRNA
kodujici sténovy glykoprotein bohaty hydroxyprolinem (HRGP; Boudart et al., 1995).
Podobn¢ poranéni stonkl rajcete zplsobilo vymizeni LeAGP-Ig-1 mRNA kodujici
arabinogalaktanovy protein (Li a Showalter, 1996). V obou téchto ptipadech neni znam
mechanismus uvedeného jevu, ale oba transkripty obsahuji ve svych 3’UTR
destabilisujici repetice AUUUA (viz. Kap. 2.3.3.2.5).

Poranéni nezpiisobuje jen destabilisaci existujici mRNA, ale indukuje
dvoufazovou reakci opravu mechanickych poruch a snizeni pravdépodobné infekce. V
prvni fazi dochazi k syntéze enzymi ucastnicich se metabolismu fenylpropanoidi a
isoprenoidt a ve druhé spiSe bilkovin bunécné stény, glukanas a histona (viz. Vayda a
Webster, 1998). Kazda z obou fézi je pravdépodobné spousténa jinym zpisobem. Prvni
vlastnim poranénim, zatimco druhd prostfednictvim signalnich molekul, kyselinou
jasminovou nebo ABA. Situace vSak neni tak jednoduchd, jak ukazuje ptiklad, kdy v
ramci odpovédi na stress mlize mit exprese jednoho genu naprosto opacny dopad na
celkovou proteosyntézu. Jak o0zon tak poranéni zpisobuji zvySeni hladiny mRNA
kodujici fenylalanin ammonia lyasu (PAL), ale v pfitomnosti ozéonu dochazi k
celkovému snizeni syntézy bilkovin (Pino ef al., 1995), zatimco poranéni vede k jejimu
zvySeni (Morelli et al., 1994). Obecné miizeme fici, Ze poranéni zpusobuje zvySeni
translacni aktivity a rychlou reorganisaci polysomli a mRNA asociované s polysomy.
(viz. Vayda a Webster, 1998).

Popsané situace implikuji otdzku, zda existuji RNasy indukované stresem a
ucastnici se degradace mRNA ve stresovych podminkdch. Obecné se soudi, ze RNasy
nevykazuji dostateCny stupenn substratové specificity a Ze selektivita degradace
konkrétnich mRNA je zajiSténa spiSe interakcemi s dalSimi proteiny vazicimi se k RNA
(Green, 1994). Nicméné, experimentadlné byla po poranéni nebo infekci patogenem
zjisténa vyssi aktivita a akumulace RNas u petrzele (Somssich et al., 1988) a biizy

(Swoboda et al., 1996).
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2.3.3.5.2 Abioticky stres

U vSech studovanych organismii vedla aplikace supraoptimdlnich teplot k
inhibici celkové syntézy bilkovin a k indukci syntézy celé fady bilkovin teplotniho
stresu. Rozsah teplot, které jiz nazyvame supraoptimalnimi, je velice Siroky a pohybuje
se od 5°C pro antarktické fasy az po 40-45°C pro s6ju, kukufici ¢i pSenici (viz. Vierling,
1991; Vayda a Webster, 1998). Obecné mizeme fici, Ze se jedna o teploty o 5-10°C
vys$si, nezli je normalni rstova teplota. Nékteré bilkoviny teplotniho stresu, konkrétné
HSP70, HSP60 a HSP90 se obecné vyskytuji 1 v sav€ich buiikach. Slouzi jako
molekularni chaperony, vazi se k denaturovanym bilkovindm a pfi pouziti energie
ziskané hydrolyzou ATP jim pomahaji znovu zaujmout nativni konformaci. Druha
skupina HSP vyznacujicich se nizsi molekulovou hmotnosti se vyskytuje specificky v
rostlinnych bunkéch (viz. Vayda a Webster, 1998). Inhibice proteosyntézy jako prvni
reakce na teplotni obecné nevede k likvidaci normalnich a v dané situaci nepotiebnych
transkript. Tyto mRNA ziistavaji stabilni (Nover et al., 1989) a jsou sekvestrovany ve
formé cytoplasmatickych granuli vytvorenych specificky pfi teplotnim stresu (HSG) za
spoluucasti HSP70 a HSP17. HSG v kultivovanych buiikach rajc¢at obsahovaly mRNA
(Neumann et al., 1984). Translace in vitro mRNA isolovanych z téchto granuli a
polysomil vytvotenych po aplikaci teplotniho stresu vedla k syntéze béznych bunéénych
bilkovin v pfipadé¢ HSG a zejména HSP v piipad¢ Sokovanych polysomi (Nover et al.,
1989). S celkovou inhibici translace souvisi 1 zabranéni fosforylace ribosomalniho
faktorti 4, které se ucastni vazby k mRNA a tvorby ATPasy s RNA-helikasovou
aktivitou, konkrétn¢ elF4A a elF4B (Gallie et al., 1997). To pravdépodobné souvisi s
inhibici iniciace translace zavislé na cepi¢ce a vymizeni stimulacniho vlivu poly(A)
fetézce pfi teplotnim stresu (Gallie et al., 1995). Naopak iniciace translace HSP mRNA
behem teplotniho stresu spiSe pfipomind translaci nezavislou na piitomnosti ¢epicky,
iniciaci uvnitt molekuly mRNA, jiz se uc€astni vnitini vazebna mista pro ribosom (Joshi
a Nguyen, 1995). 5°’UTR, kde k uvedenému zpiisobu transla¢ni iniciace dochazi,

pfipominaji  leadery néckterych rostlinnych virh translatovanych podobnym
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mechanismem, jako jsou Q2-leader TMV (Gallie a Walbot, 1990), leader viru brambor
typu S (Turner et al., 1994) ¢i leader TEV (Carrington a Freed, 1990; Kap. 2.3.3.2.1).
Podobné c¢astym typem stresu je pro mnohé rostliny nedostatek kysliku,
hypoxie, kterd je béznym disledkem zatopeni biotopu, nedostate¢ného odvodnovani
pudy ¢i Spatného odvétravani skladovacich prostor zemédélskych produktt. Citlivost ¢i
tolerance k nedostatku kysliku se také lisi mezi jednotlivymi druhy, naptiklad ryze a
zejména Echinochloa kli¢i a prospiva v zatopenych oblastech (Kennedy et al., 1992),
ale vétsina rostlin je k poklesu parcialniho tlaku kysliku citlivd, coz plati zejména o
podzemnich organech, jako jsou kofeny a hlizy. Také musime rozliSovat mezi
hypoxickymi podminkami, které pro vétSinu zkoumanych druhii nastavaji pii
koncentraci 2-5% O, a anaerobnim ristem, k némuz dochazi pti 0,5% O, a méné (Sachs
et al., 1980). Obecné je odpoveéd na stres zplsobeny nedostatkem kysliku podobna u
rozli¢nych rostlinnych druhti (Kennedy et al., 1992) a vykazuje mnoho ryst podobnych
s reakci na teplotni Sok. Nedostatek kysliku v prvni fadé zplsobi pokles respirace a s
tim spojenou energetickou krizi. Rostliny reaguji aktivaci anaerobnich, fermentac¢nich
drah a inhibici celkové proteosyntézy. Tim dochéazi k akumulaci laktatu, poklesu pH
cytoplasmy az o 0,5 jednotky béhem dvaceti minut a k uvolnéni vapenatych iontl z
mitochondrii do cytoplasmy, patrné jako dusledek inhibice dychaciho fetézce (Vayda et
al., 1995; viz. Vayda a Webster, 1998). Hladina ATP klesa pomalu, a to na polovinu
béhem c¢tyt hodin a na desetinu az po 24 hodinach, coz ukazuje, ze pfi represi translace
nepiedstavuje ATP limitni faktor (Vayda et al.,, 1995). Omezeni translace probiha
podobné jako u teplotniho stresu ve dvou fazich. Prvni je celkovy propad translaéni
aktivity, a to az z devadesati procent béhem patnacti minut (Sachs et al, 1980).
Translace je ve zmensené mife obnovena po nékolika hodinach, ale na rozdil od syntézy
stovek polypeptidii v aerobnich pletivech dochazi k prepisu omezeného mnozstvi jen asi
dvaceti bilkovin, nazvanych anaerobni polypeptidy (ANP). Mezi né patii enzymy
fermenta¢niho metabolismu, jako ADH, pyruvat dekarboxylasa, aldolasa, enolasa ¢i
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa (Fennoy a Bailey-Serres, 1995). Ani zde nejsou
mRNA exprimované v aerobnich podminkach degradovany, jak ukazuje ptiklad PAL
mRNA, kterd persistuje v trpicich hlizdch bramboru nejméné 24 hodin a pfestoze je
translacné neaktivni in vivo, mize byt uspés$né translatovana in vitro (Butler et al.,
1990). Neékteré neprekladané aerobni mRNA zistavaji asociované s polysomy (Crosby

a Vayda, 1991). K represi translace béhem hypoxie dochazi jak na tirovni iniciace tak
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elongace. Dulezitym aspektem je pokles abundance polysomii doprovazeny nartistem
poctu ribosomu a ribosomalnich podjednotek (Bailey-Serres a Freeling, 1990; Fennoy a
Bailey-Serres, 1995). Ptetrvavajici polysomy jsou také mensi, coZz ukazuje na mensi
pocet ribosomli na mRNA a tim na naruSeni procesu reiniciace (Bailey-Serres a
Freeling, 1990; Fennoy a Bailey-Serres, 1995). Také je velice rychle fosforylovan
elF4A (Webster et al., 1991) a zastavena fosforylace proteinu S6 (Bailey-Serres a
Freeling, 1990; Crosby a Vayda, 1991). Naproti tomu nedochdzi k zpétné defosforylaci
fosfo-S6 (Crosby a Vayda, 1991), coz miize napovidat, Ze defosforylace fosfo-S6, ktera
je patrn¢ pric¢inou poklesu jeho aktivity, pravdépodobné neni zodpovédnad za arest
translace béhem hypoxie. ANP mRNA jsou pifednostné translatovany v buikach
stresovanych nedostatkem kysliku a tato skute¢nost je zptisobena pfitomnosti nékterych
regulacnich sekven¢nich motivli v jejich 5’UTR. Konstrukty obsahujici leader ADH
mRNA fuzovany s reportérovym genem gus, ktery byl v aerobnich podminkach
translatovan stejné¢ uspéSné jako kontrolni luciferasa, byl v nastalé hypoxii prekladan
S57krat 1épe nez kontrolni mRNA (Bailey-Serres a Dawe, 1996). K zesilené translaci
ADH mRNA pravdépodobné pfispiva nekolik sekvencnich motivii zahrnujicich oblast
poslednich 27 basi 5’UTR a prvnich 26 nukleotidt ORF (Bailey-Serres a Dawe, 1996).
Také ostatni typy stresu, jako je podchlazeni ¢i vysuSeni, jsou spojeny s
poklesem translacni aktivity a syntézou specifickych polypeptidi. Napiiklad pfi
podchlazeni je zastavena syntéza RUBISCA (Adamska a Kloppstech, 1994). Mezi
polypeptidy aktivované chladem patii Ctyii produkty cor genl (cold-regulated genes)
neznamé funkce (Hajela et al., 1990). Zajimava je reakce gametofytu mechu Tortula
ruralis tolerantniho k vyschnuti. Pii vysychani dochéazi k extrémni represi translace a to
na urovni iniciace i elongace. Rychlé vysuseni vede k arestu polysomti (Bewley, 1973,
cit. podle Vayda a Webster, 1998), pomalé k jejich disociaci (Dhindsa a Bewley, 1976,
citt. podle Vayda a Webster, 1998) a formovani cytoplasmatickych
ribonukleoproteinovych castic (viz. kap. 2.4.1) obsahujicich sekvestrované mRNA
(Wood a Oliver, 1999). Jejich piikladem mtze byt mRNA kodujici rehydrin (Wood a
Oliver, 1999). Pon¢kud piekvapivé se v tomto piipadé neméni poloCas zivota
existujicich mRNA (Oliver a Bewley, 1984) ani neni indukovana syntéza novych

transkripta (Oliver, 1991).
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2.3.4 Posttranskrip¢ni regulace béhem vyvoje a zrani pylu

uzce souvisi s fenoménem zasobni RNA a jeji translacni represe a bude ji

vénovana patfi¢na pozornost v nasledujicim celku.

2.4 Zasobni mRNA v cytoplasmé

Zivotni draha molekul mRNA v eukaryotické buiice sestava z celé fady udalosti,
jez jsou schematicky zndzornény na obrazku 2.2 a vétSina z nich byla podrobné
rozebrana v minulé kapitole. Cilem této posledni kapitoly pak bude vyzdvihnout
fenomén ribonukleoproteinovych castic obecné jako dominantni formy existence
mRNA v bunce se zvlastnim ddrazem na jejich toho c¢asu translacné neaktivni
podmnozinu, cytoplasmatické tzv. volné, zisobni ¢i skladované mediatorové

ribonukleoproteinové Castice.

2.4.1 RNA a RNP

Molekuly mRNA se v bunice nikdy nevyskytuji osamocené, ale vzdy tvoii vice
¢1 méné tésné a vice ¢i méne specifické vazby s molekulami bilkovin za vzniku
makromolekularnich komplext, ribonukleoproteinovych ¢astic ¢i kratce RNP. Naha
RNA by byla pfili§ snadnym a lakavym cilem pro bunéné endo- ¢i exonukleasy.
Bilkoviny navdzané na mRNA maji kromé& své ochranné funkce i role regulacni,
transportni a enzymatické. Ribonukleové castice se ucastni vSech kroki metabolismu
mRNA a je jich v buiice celd fada typt. Jednotlivé typy RNP se lisi svou velikosti,
strukturou, sloZenim bilkovinné 1 RNA slozky, pomérem obsahu RNA a proteinti a v
neposledni fad¢ i funkei.

Nove¢ vznikajici prekursor mRNA, heterogenni jaderna RNA (hnRNA), asociuje

jesté v jadie s RNA vazebnymi bilkovinami za vzniku hnRNP ¢éastic. hnRNP ¢astice
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jsou formovany jesté¢ béhem transkripce, predstavuji jaderné prekursory mRNP a v nich
probiha proces zrani mRNA zahrnujici celou fadu jejich posttranskripénich modifikaci
(viz. Dreyfuss et al., 1993). Ukazuje se dokonce, Ze ndzev posttranskripéni modifikace
mize byt znaéné vzdalen realité, nebot” bylo prokazéno, Ze velkd ¢ast maturacnich
procesli, zejména syntéza CepiCky, sestiih pre-mRNA a ponékud piekvapive i
polyadenylace, se odehrava jest¢ pied ukoncenim piepisu celé hnRNA, tedy
kotranskripcné (viz. Minvielle-Sebastia a Keller, 1999; viz. Proudfoot, 2000). Byla
popsana cela fada RNA vazebnych bilkovin spolutvoficich hnRNP specificky
rozeznavajicich rozlicné sekvencni motivy v molekule pre-mRNA. Jejich piehled
poskytuje souhrnny c¢lanek, jehoz autory jsou Krecic a Swanson (1999). Z tohoto
piehledu mimo jiné vyplyvd, ze mnohé bilkoviny popsané jako soucast hnRNP
neopoustéji molekulu pre-mRNA ani po jejim dozrdni v mRNA a jsou spolu s ni
exportovany ve formé¢ medidtorovych RNP (mRNP) z jadra do cytoplasmy, kde se
spolupodili na ur¢ovani jejiho dal§iho osudu.

Timto osudem je z definice pochopitelné translace. Jak jiz bylo feceno vyse
(Kap. 2.3.3) tato neni zivelnd, ale jedna se o proces pfisné regulovany na mnoha
urovnich. Tou prvni je bezprostiedné po vyputovani do cytoplasmy tfidéni jednotlivych
mRNA na ty, jez budou translatovany ihned a na ty, které budou translatovany pozdéji,
piipadné vibec, pominula-li jiz potteba jejich transla¢niho produktu. Vlastni tfidéni,
uzce propojené s transportem a lokalisaci mRNA v cytoplasmé a jeji degradaci, je
zaloZeno na ptitomnosti riznych cis-regulacnich elementli, na n€¢ navazanych bilkovin a
v neposledni fad€ i na fysiologickém stavu buiiky a celého organismu.

mRNA urcené pro aktivni translaci jsou transportovany do mist potieby, nebot’
obecné plati, Ze k translaci mRNA dochézi co mozné nejblize mistu lokalisace findlniho
translacniho produktu (napt. Bird a Sells, 1986; 1987), tj. na membranach
endoplasmatického retikula, v asociaci s cytoskeletem ¢i “voln€ v cytosolu”, coz je vSak
pravdépodobné artefakt vznikly pfili§ rasantni pouzitou metodikou (Vedeler et al.,
1991). Tyto mRNA v misté urceni asociuji s ribosomalnimi komplexy za vzniku
polysomil a jsou piekladany. mRNA urcené k likvidaci zase podstupuji cestu degradace
popsanou v kapitole 2.3.3.3.

mRNA syntetisovand do zasoby a urend pro pozd¢jsi pouziti je skladovana ve
formé¢ ribonukleoproteinovych ¢astic, v tomto piipad¢ tzv. volnych, skladovanych,

zasobnich mRNP apod.; nazvoslovi je zde znacné nejednotné. Tyto mRNP jsou znamy
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jiz pomérné dlouhou dobu. Spirin a Nemer (1965) poprvé popsali mensi “mRNA-like”
makromolekularni komplexy v cytoplasmé embryi jezovek. Tyto komplexy byly
analyzovany, na zdklad¢ svych sedimentacnich charakteristik v CsCl gradientu byly
oddéleny od polysomalnich RNP a definovany jako volné mRNP, ¢i informosomy
(Spirin, 1969). Vznasiva hustota volné¢ RNA v CsCl je 1,9 g/ml, odpovidajici hodnota
polysomalnich RNP ¢ini 1,55 g/ml a volnych mRNP 1,35=1,5 g/ml (Spirin, 1969).
Tomu odpovida pomér bilkovin ku RNA piiblizné€ 2:1 v polysomech a 3:1 ve volnych
mRNP (Ovchinnikov et al., 1978). AC byla publikovana cela fada praci popisujicich
jednotlivé proteiny piitomné ve volnych mRNP, jednoznacné vysledky tykajici se jejich
bilkovinného sloZeni dosud neexistuji. Spolehlivé identifikované bilkoviny pfitomné ve
volnych mRNP o kterych se mi podaftilo ziskat informace, jsou uvedeny v tabulce 2.2.

Tato tabulka nema ambice poskytnout vycCerpavajici prehled sledovanych proteint, ale

pro ilustraci miry nasi neznalosti jisté zcela postaci.

Protein Organismus Funkce Reference
p30 Bufo arenarum ?, RNA vazebny protein Calcaterra et al. 1999
AlfaCP-1 Homo sapiens  slozka alfa globin mRNP Kiledjian et al. 1995
stabilisacniho komplexu
AlfaCP-2 Homo sapiens  slozka alfa globin mRNP Kiledjian et al. 1995
stabilisa¢niho komplexu
CNBP Homo sapiens 7, RNA vazebny protein Pellizzoni et al. 1997
mrnp41 Homo sapiens  transport, export mRNA z jadra  Kraemer a Blobel 1997
MSY?2 Mus musculus ~ maskovani maternalni mRNA Herbert a Hecht, 1999
my$i homolog mRNP3/4
p48/52 Mus musculus ~ my$i homolog mRNP(3+4) Oko et al. 1996
TB-RNP Mus musculus ~ Y-box protein, represe translace, Han etal. 1995b
vazba mRNP k mikrotubuliim
hnRNP A1  Oryctolagus c.  transport mRNA Svitkin et al. 1996
hnRNP E1l  Oryctolagus represe translace 15-LOX Thiele et al. 1999
cuniculus mRNA
hnRNP Oryctolagus represe translace Svitkin et al. 1996
I/PTB cuniculus
hnRNP K Oryctolagus represe translace 15-LOX Thiele et al. 1999
cuniculus mRNA
p50 Oryctolagus “core” Y-box protein Evdokimova et al. 1995
cuniculus represe translace ;‘L’:Zﬂ;lr(l)jteiléll 9199699
vazba mRNP k '
mikrofilamentim
PABP1 rizné mnoho, viz. vyse Bernstein a Ross 1989

cestuje mezi jddrem
cytoplasmou

Krause et al. 1994
Caponigro a Parker 1995
Belostotsky a Meagher
1996, Afonina et al. 1998
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Tab. 2.2. Piehled bilkovin identifikovanych a charakterisovanych v translacné inaktivnich mRNP
casticich spolu se stru¢nou charakteristikou jejich funkce tam, kde je znama (Orig., pokracovani na
nasledujici stran¢).

Protein Organismus Funkce Reference
Mex67p Saccharomyce  export RNA z jadra Stutz et al. 2000
s cerevisiae kvasinkovy homolog TAP
PUBI1 Saccharomyce  regulace translace, cestuje mezi  Anderson et al. 1993
s cerevisiae jadrem a cytoplasmou
CiYB 1,2,3 Xenopus laevis Y-box protein podobny mRNP4, Wada etal. 1998

(alt. sestiih)

snad role v tkanové diferenciaci

CPEB Xenopus laevis  cytoplasmaticka polyadenylace =~ Wuetal. 1997

ElrA Xenopus laevis  rodina ELAV, snad Wu et al. 1997
cytoplasmatickd polyadenylace

mRNP3 Xenopus laevis  represe translace Deschamps et al. 1997
maskovani materndlni mRNA Yurkova a Murray 1997

mRNP4 Xenopus laevis  represe translace Bouvet et al. 1995

=FRGY2 maskovani maternalni mRNA Deschamps et al. 1997

Yurkova a Murray 1997

p27K Xenopus laevis 7 Bey et al. 1993

pS53/p55 Xenopus laevis  snad Eg2 mRNA-specificka Legagneux et al. 1992

dublet cytoplasmatickd deadenylace

RAPS5 Xenopus laevis 7, nalezen v transla¢né Lieb et al. 1998
reprimovanych mRNP

TAP Xenopus laevis  export RNA z jadra Stutz et al. 2000

Xp54 Xenopus laevis DEAD-box RNA helikasa Ladomery et al. 1997

Tab. 2.2. (dokonceni) Ptehled bilkovin identifikovanych a charakterisovanych v translacné inaktivnich
mRNP ¢asticich spolu se stru¢nou charakteristikou jejich funkce tam, kde je zndma (Orig.,).

Z uvedeného piehledu je patrné, ze naprostd vétSina bilkovin pfitomnych v

cytoplasmatickych nepolysomdlnich RNP byla popsdna u Zivocichti a kvasinek.

Jedinymi spolehlivé popsanymi a charakterisovanymi cytoplasmatickymi RNA

PABP (viz. Alba a Pages, 1998). Slozky jadra (“core”) zasobnich mRNP u rostlin, t.j.
napft rostlinny homolog kraliciho p5S0 (Evdokimova et al., 1995), jesté nalezeny nebyly
(Stuger et al., 1999). Zajimavy RNA vazebny protein byl dale isolovan z chloroplastii
Chlamydomonas reinhardtii; jedna se o 47 kDa RB47 nalezejici do rodiny bilkovin
interagujicich s poly(A) fetézcem a fungujici jako reguldtor translace specifickych

transkript (Yohn et al., 1998).

2.4.2 Zasobni RNA v Zivo¢iSnych a rostlinnych buiikach
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Posttranskripcni forma regulace genové exprese eukaryotickych organismil na
urovni rizné distribuce mRNA mezi volnymi a polysomdlnimi mRNP byla a je
studovana (jak ostatné vidime 1 z dosti chudého spektra druhti v tabulce 2.2) na né¢kolika
modelovych systémech charakteristickych nahromadénim velkého mnozstvi zasobni
mRNA ve form¢ volnych mRNP. V Zivocisné fiSi jsou nejobliben€jSimi objekty
vyzkumu vajicka ¢i bunécné kultury odvozené z embryi drapatky Xenopus laevis. V
rostlinné tisi jsou v tomto ohledu studovéna zejména semena rtiznych druhli a novéji

také samc¢i gametofyt.

U zivocichli hraje regulace na translacni urovni, tedy RNP castice a v nich
pritomné RNA vazebné bilkoviny, zcela zasadni roli z procesech gametogenese,
spermatogenese i oogenese, a je spojovana i s mnoha ptipady samci infertility. Udélosti
s timto tématem souvisejici 1 jejich hlavni aktéti, bilkovinné faktory, jsou podrobné
rozebrany v souhrnném ¢lanku Johna Venablese a lana Eperona (1999).

Vhodnym ptikladem je syntéza ribosomalnich bilkovin v embryich drapatky
Xenopus laevis, kterd je regulovdna na posttranskripéni Grovni. Molekuly mRNA
kodujici ribosomdlni proteiny (rp-mRNA) nejsou maternalniho ptvodu, ale jsou
syntetisovany teprve od stadia blastuly embryonalniho vyvoje. rp-mRNA po svém
vzniku travi pfiblizné 20 hodin ve formé zasobnich volnych mRNP a ¢eka na své
upotfebeni pfi translaci. VEtsi ¢ast molekul rp-mRNA je mobilisovana a asociuje s
polysomalnimi komplexy v dob¢, kdy je nutnd aktivni produkce novych ribosomu
(Pierandrei-Amaldi a Amaldi, 1994). Uvedena translokace rp-mRNA mezi volnymi a
polysomalnimi mRNP je zcela reversibilni a je mozna diky interakci bilkovinného
faktoru s regulaénim cis-elementem v oblasti 5'-UTR vSech zkoumanych rp-mRNA
(Mariottini a Amaldi, 1990). Celkové mnozstvi rp-mRNA se b¢hem translokace
neméni, zmény distribuce tedy nezahrnuji zmény jejiho turnoveru. rp-mRNA se v
bunkdch embryi vyskytuji jen ve dvou zminovanych frakcich bez pfitomnych
intermediatl, coz potvrzuje vyslovenou pfedstavu mechanismu regulace zahrnujiciho
pouze interakci negativné Ci positivné pisobiciho faktoru s regulacni sekvenci na
molekule rp-mRNA (Mariottini a Amaldi, 1990). Zména distribuce rp-mRNA v
zavislosti na zménach nutri¢nich podminek je velice rychld, coz znamena, ze kontrola
syntézy ribosomalnich bilkovin pfedstavuje kratkodobou odpovédi na aktudlni

pozadavky proteosyntézy. Rychlost redistribuce také napovida, ze regulacni
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mechanismus nemtize zahrnovat de novo syntézu néjakého regulacniho faktoru, ale ze
je spiSe zalozen na rychlé modifikaci, napfiklad fosforylaci ¢i defosforylaci, jiz
existujiciho inaktivniho faktoru (Loreni a Amaldi, 1992).

Posttranskripéni forma regulace genové exprese v embryich drapatky se netyka
pouze ribosomdlnich bilkovin. Vice neZz 62% =z ndhodné¢ vybranych relativné
abundantnich mRNA je pod translacni kontrolou, ale jen n€kolik z nich je homolognich

s molekulami rp-mRNA (Loreni et al., 1992).

Syntéza zasobnich bilkovin je nezbytnou slozkou vyvoje semen. Exprese gent
kodujicich tyto bilkoviny je fizena primarné na transkripcni urovni. Uvedené geny jsou
ve vegetativnich tkanich transkripné inaktivovany a projevi se az s vyvojem
gametofytu (Walling et al., 1986). Dilezitost posttranskripéni regulace vyvstane az v
dob¢, kdy by transkripéni regulace, pokud by viibec byla mozna, byla ptiliS pomala,
napfiiklad v kli¢icich semenech.

V zygotickych a somatickych embryich vojtésky (Medicago sativa) byla pfi
sledovani distribuce mRNA kodujicich zadsobni proteiny v cytoplasmatickych volnych a
polysomalnich mRNP odhalena regulace translace nejméné tiech z nich,
charakterisovanych sedimentacnimi konstantami 2S, 7S a 11S. PfestoZze nebyla ve
frakci volnych mRNP popsana zadnda mRNA nevyskytujici se na polysomech, vyse
zminované tfi messengery byly v mladSich somatickych embryich v globularnim,
srd¢itém 1 torpédovitém stadiu pfitomny zejména ve formé volnych mRNP. K
akumulaci tfi zdsobnich proteinli za¢alo dochazet az s pocatkem vyvoje déloh, kdy se
jejich mRNA ptest¢hovaly do polysomalni frakce a zGstaly v ni az do konce stadia
vyvoje déloh (Pramanik ef al., 1992).

Druhym ptikladem posttranskripcni regulace je osud mRNA v embryich pSenice
(Triticum aestivum), kde dochazi brzy po vykliceni k degradaci ptiblizné 70%
skladované poly(A) RNA aniz by se tato skute¢nost n&jakym zpiisobem projevila na
intensité¢ proteosyntézy (Bray a Smith, 1985). Pfi kliceni embryi v nevyhovujicich
podminkach, napiiklad za niZsi teploty, k degradaci skladované poly(A)'RNA b&hem
prvnich 6 hodin ristu nedochazi, ale ve srovnani s embryi kli¢icimi v optimalnich
podminkach je znadné sniZena syntéza nové poly(A)'RNA (Smith et al., 1986). Autofi
predpokladaji existenci dvou subpopulaci poly(A)'RNA v embryich psenice b&hem
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ranych fazich kli¢eni, kdy prvni populace je rychle po rehydrataci degradovéana, zatimco
druhé zabezpecuje spravny chod proteosyntézy.

Volné cytoplasmatické mRNP castice obsahujici mRNA kodujici ribosomalni
bilkoviny byly popsany v embryich kukufice (Zea mays; Beltran-Penia et al., 1995).
Pokusy s inhibici transkripce a s in vitro translaci isolovanych mRNA byla potvrzena
represe translace jmenovanych, do zasoby syntetisovanych mRNA. Bylo identifikovano
nekolik typt zasobnich mRNP charakterisovanych na zaklad¢ velikosti a bilkovinného
sloZeni a navic jeden typ 7S SRP (Rincon-Guzman ef al., 1998).

DalSimi relativné (ve srovnani s ostatnimi rostlinnymi systémy) prozkoumanymi
bunikami s bohatym vyskytem specifickych cytoplasmatickych nepolysomalnich mRNP
jsou bunky stresované. Uvedené mRNP castice neobsahuji zasobni mRNA v pravém
slova smyslu, podléhajici vyvojové regulaci, ale translacné reprimovanou mRNA za
normalnich okolnosti aktivné translatovanou, avsak v podminkach stresu nahrazenou na
polysomech urychlené¢ piepisovanymi a translatovanymi mRNA kodujicimi stresem
indukované bilkoviny. Prvni takové castice byly popsdny v tepelné stresovanych
bunkach mrkve (Daucus carota; Apuya a Zimmerman, 1992), dalsi v tepelné
stresovanych bunikach rajcete (Lycopersicon esculentum; Stuger et al., 1999) a dokonce
1 v gametofytech jatrovky Tortula ruralis po aplikaci vodniho stresu (Wood a Oliver,

1999; Kap. 2.3.3.5.2).

2.4.3 Zasobni RNA béhem vyvoje a zrani pylu

Progamicka faze vyvoje samciho gametofytu za¢ina rehydrataci pylového zrna a
zahrnuje aktivaci syntetickych a katabolickych procesti nezbytnych pro rychly rast
pylové lacky. Zajisténi tohoto doslova explosivniho riistu vyzaduje najednou obrovskeé
mnozstvi mRNA 1 bilkovin, z nichz ¢ast je skladovdna v nezralém pylu, ale ¢ast musi
byt syntetisovana az béhem rustu lacky. Je dobfe popsano, ze jak transkripce tak
translace hraji dilezitou roli v celkové i specifické genové expresi béhem zrani pylu
tabdku. Na druhou stranu, kliceni pylovych zrn mnoha rostlinnych druhi je casto
nezavislé na transkripci, ale Zivotné zavislé na translaci (viz. Twell, 1994).

Vztahy mezi syntézou celkové RNA, poly(A)'RNA, podilem ribosomi a

polysomi, proteosyntézou a morfologii a cytologii vyvijejictho se pylu Nicotiana
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tabacum se ve svych pracich podrobné zabyvali Tupy (1982) se spolupracovniky (1983,
1986).

Béhem vyvoje pylu tabaku od prvni pylové mitosy az do stadia zralosti se objem
pylového zrna zvétSuje dvakrat, zatimco obsah jeho celkové RNA vzrhsta témét
sedmkrat a obsah poly(A)'RNA dokonce tfinict- az dvacetkrat (Schrauwen et al.,
1990; Tupy, 1982). Tvorba cytoplasmy vegetativni buiiky je spojena s rychlou aktivaci
syntézy RNA a bilkovin a tim i s formovanim novych ribosomt, jejichz celkové
mnozstvi se zvySuje asi desetkrat. Nejintensivnéjsi proteosyntéza, podobné jako syntéza
RNA, probihd ve fazi maximalniho vyplnéni vegetativni bunky cytoplasmou s
pocinajicim ukladanim Skrobu (sttedné€ dvojbunééné stadium). Tomu odpovida i zjisténi
nejvétsiho podilu polysomalnich komplex a nejintensivnégjsi akumulace poly(A) RNA.
Uvedenou metabolicky nejaktivnéjsi fazi vrcholi obdobi vyvoje pylu a nastupuje obdobi
zrani, charakteristické vyplnovanim vegetativni buniky Skrobem, provazené sniZzenim
syntézy RNA a disociaci polysomil (pozdné dvojbunééné stadium).

V dobé¢ prvni pylové mitosy je pfiblizn€ 0,3% celkové RNA polyadenylovano, v
dobé¢ zralosti je to jiz 2,4% - 2,7% (Schrauwen et al., 1990; Tupy, 1982). B€hem zrani
pylu se méni i velikost molekul poly(A)'RNA. Pii analyzach sedimentace v
sacharosovém gradientu bylo v ¢asnéjSich stadiich vyvoje nalezeno jediné maximum v
oblasti 8S. S postupujicim vyvojem dochazi k posunu smérem k vysSim molekulovym
hmotnostem a k rozliSeni tii hlavnich vrchold o sedimentacnich konstantach 12S, 19S a
26S. Pramérna délka poly(A) RNA se tak zvétsuje z 700 na 2100 nukleotidi. Uvedeny
sedimentaéni profil pylové poly(A)'RNA se neméni ani po étyfech a osmi hodinach
rustu pylové lacky, coz naznacuje jeji relativni stabilitu. Ackoli v dehydratovaném
tabakovém pylu téméf chybi polysomy, nachazime nejvétsi podil poly(A) RNA
vzhledem k celkové RNA v preribosomalni frakci, t.j. ve frakci sedimentujici diive
nezli ribosomy, a témét 30% poly(A) RNA se nachézi v ribosomalni frakei.

Béhem zrani pylovych zm tedy vznikd populace skladované poly(A) RNA,
které pretrvava v suchém pylu a je vyuzivana pro translaci az béhem rtstu pylové lacky
(Tupy, 1982). Jeji ptitomnost byla dokdzana nejen ve fylogeneticky ptivodnéjsim pylu
druhu Nicotiana tabacum, ale 1 v odvozengjSim pylu druhl Tradescantia paludosa, Zea
mays a Lilium longiflorum (Frankis a Mascarenhas, 1980; Mascarenhas et al., 1984;
Schrauwen et al., 1990). Pozdéji bylo demonstrovano i hromadéni konkrétnich

transkripti kodujicich tzv. pozdni pylové specifické geny (Hanson et al., 1989; Twell et
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al., 1989; Brown a Crouch, 1990; Weterings et al., 1992). Akumulace téchto pozdnich
mRNA a pfitomnost nezkracenych transkripti v kli¢icim pylu i v pylovych la¢kach
dokazuje, ze mnoho mRNA pieziva dehydrataci, nasledné stadium suchého pylu a
kone¢né rehydrataci ve funkéné aktivnim stavu. Navic bylo prokdzano, Ze spektra
bilkovin syntetisovanych de novo v in vitro kultivovanych pylovych lackach jsou velice
podobnd tém ziskanym in vitro translaci mRNA isolované ze zralého pylu
(Mascarenhas et al., 1984; Hussey a Wakeley, 1994). Uvedena data poskytuji dostatek
dikazli pro tvrzeni, Ze mnoho mRNA skladovanych ve zralém pylu je pouzito pro
translaci béhem klic¢eni a rustu lacky.

Translacni represi skladovanych mRNA v nezralém pylu predpokladal naptiklad
Mascarenhas (1993) ve svém souhrnném clanku. Tato byla pfimo prokazana
Storchovou se spolupracovniky (1994), ale ditkaz p¥itomnosti téchto molekul ve formé
skladovanych mRNP ve vyvijejicim se pylu dosud chybi. U pylu jsou znamy dva dobie
charakterisované piiklady translac¢ni regulace; translacni represe mRNA kodujici u
tabaku bilkovinu p69 (Storchova et al., 1994) a zesileni translace /az52 mRNA u rajéete
(Bate et al, 1996). Prasnikové specificky gen /lat52 koduje u rajcete bilkovinu
piibuznou alergeniim bohatych cysteinem, kterd je abundantni ve zralém pylu
(Muschietti et al., 1994). Lat52 mRNA je vyrazné exprimovana béhem zrani pylu
(Twell et al., 1989) a mimo regulace na transkripcni trovni bylo prokazano, ze 5'-UTR
lat52 mRNA funguje jako vyvojové regulovany pylové specificky translacni zesilovac
(Bate et al., 1996). O bilkovin€ p69 bude dostate¢né podrobné pojednano v nasledujici
kapitole.

2.4.4 Systém ntp303/p69

Sténova bilkovina o molekulové hmotnosti 69 kDa pfitomnd specificky v
pylovych lackach (p69) je z kvantitativniho hlediska hlavni bilkovinou syntetisovanou v
kli¢icim pylu a v rostoucich lackach (Capkova et al., 1987; 1988).

Neznama bilkovina nové syntetisovana po vykli¢eni pylového zrna a postupné
svou intensitou zastifiujici vSechny ostatni byla poprvé popséana na elektroforetogramu
frakce nerozpustnych bilkovin isolovanych z kli¢ictho pylu a rizné dlouho

kultivovanych pylovych lagek (Obr. 2.8; Capkova et al., 1987). Z obrazku je patrné, ze
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pouzitou metodou je mozné detekovat bilkovinu p69 po Sesti hodinach kultivace.
Pomoci sensitivnéjSich metod in vivo znaceni bilkovin byla syntéza p69 prokéazana jiz
po jedné hodiné po vykli¢eni pylu (Capkova et al., 1988).

p69 je glykoprotein, vznikajici N-glykosylaci svého prekursoru, nascentniho
polypeptidu o Mw 58 kDa, jak bylo prokdzano pomoci pokust s in vitro translaci a
glykosylaci (Obr. 2.9; Storchova et al, 1994) a s in vivo syntézou bilkovin v
piitomnosti tunikamycinu, takto inhibitoru N-glykosylace (Capkova ef al., 1994; 1997).

30 min 8h
24h
2h
48 h
6h

Obr. 2.8. Profily bilkovin isolovanych z nerozpustné frakce rizné dlouhou dobu kultivovanych pylovych
lacek. Jedna se o densitometricky scanovany elektroforetogram, na némz je Sipkou znazornéna poloha
nove¢ syntetisované bilkoviny s molekulovou hmotnosti 69 kDa (pievzato z Capkova et al., 1987).
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Obr. 2.9. Fluorogram SDS-PAGE produktt in vitro translace a glykosylace pylové mRNA v prostiedi
zvySujici se koncentrace mikrosomalnich membran isolovanych z psich pankreati zodpovédnych za
postupny piechod 58 kDa nascentniho polypeptidu do polohy odpovidajici 69 kDa plné glykosylované
formé p69 (pievzato z Storchova ef al., 1994).

Nezéavisle na téchto vyzkumech byl popsan pylové specificky gen ntp303
(Weterings et al., 1992) objeveny diky diferencnimu screeningu v pylové cDNA
knihovné. Gen ntp303 je Clenem genové rodiny ntp, kterd zatim obsahuje pét znamych
Clent (Weterings, 1994). Transkript ntp303 je v nezralém pylu syntetisovan ve velice
vysoké mife, akumulovan od prvni pylové mitosy (Obr. 2.10A) a k jeho transkripci
dochazi jeste v rostoucich pylovych lackach (Weterings et al., 1992). V posledni dobé
byla zjisténa mikrosekvence n€kolika aminokyselin na N-konci bilkoviny p69 (Tab. 5.1;
Wittink et al., 2000) a porovnanim s aminokyselinovou sekvenci piedpokladaného
transla¢niho produktu genu n#p303 a navic porovnanim produktu in vitro transkripce, in
vitro translace a glykosylace genu ntp303 s p69 bylo prokazano, ze bilkovina p69 je
koédovéna prave timto genem (Wittink et al., 2000).

A nezraly pyl pylové Iééky
MS S1 S3 S5 ZP 0,5 10 20h
B pylove Iacky

s
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Obr. 2.10. Akumulace ntp303 mRNA a p69 béhem vyvoje a kliceni pylu a rastu pylové lacky, jeji
translacni regulace. A: Northern blot mRNA isolované z mikrospor, nezralého a zralého pylu a pylovych
lacek hybridisované s radioaktivné znacenou n#p303 cDNA sondou (pievzato z Weterings et al., 1992).
B: Western blot imunodetekce p69 mezi celkovymi bilkovinami isolovanymi ze zralého pylu a rizné
starych pylovych lacek (prevzato z Wittink, 1998).

MS, mikrospory, 81, stadium 1 nezralého pylu; 83, stadium 3 nezralého pylu; S5, stadium 5 nezralého
pylu; ZP, zraly pyl; 0,5-24h, pylové lacky kultivované in vitro po dobu 0,5-24 hodin.

Pouziti monoklondlni protildtky proti p69 potvrdilo jiz dfive publikovanou
nepfitomnost p69 v nezralém pylu a jeji dynamickou syntézu po vykliceni pylu (Obr.
2.10B; Wittink et al., 1998). Zcela neddvno bylo technikou in situ imunolokalisace
nalezeno nepatrné mnozstvi p69 jiz ve vyvijejicim se pylu ukazujici na jistou miru
translace p69 jiz v tomto obdobi (Wittink et al., 2000). Jednalo se vS8ak o mnozstvi
blizka detekénimu limitu pouzité metodiky; vysledek navic nebyl potvrzen jinym
zpisobem. Bez ohledu na tuto skutecnost, zjisténi, Ze inhibice syntézy RNA v pylovych
la¢kach neovliviiuje tvorbu p69 (Capkova et al., 1988), a nalezeni znaéného mnoZstvi
p69 mRNA v nezralém pylu pomoci northern blot hybridisace (Weterings et al., 1992) i
translace in vitro (Storchova et al., 1994), jasné ukazuji na existenci fenoménu
skladovang, transla¢né reprimované mRNA ve vyvijejicim se pylu. K dne$Snimu  dni
predstavuje systém p69/ntp303 jediny znamy piiklad vysoce abundantni pylové
specifické mRNA, ktera je skladovana v nezralém pylu v netranslatované podobé pro
nasledné pouziti béhem rustu pylové lacky. ntp303 je proto vyteCnym modelovym
genem pro studium mechanismi vyvojové regulované translacni represe a lokalisace

zasobni mRNA.
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Cast 3

Cile prace
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Svou disertaéni praci jsem provadél v Laboratofi biologie pylu Ustavu
experimentélni botaniky AV CR. Jeji tématika je tedy v souladu se zamé&fenim celé
skupiny, kterym je zkoumani zivotnich a regulacnich procesti v sam¢im gametofytu
tabaku. Tato prace logicky navazuje na mou diplomovou praci (Honys, 1995) a jejim
hlavnim cilem bylo postihnout problematiku dosud nepfili§ jasného osudu a funkce
mRNA v sam¢im gametofytu ve vétsi §ifi nezli ve zminované publikaci. Pokracoval
jsem proto ve sledovani subcelularni distribuce mRNA v sam¢im gametofytu tabaku,
zejména jsem se soustiedil na modelovy systém ntp303/p69 a pomoci znadmych i nove

zavedenych metod charakterisoval jeho translacni regulaci.

Pti své praci jsem sledoval tfi hlavni sméry.

Prvnim smérem bylo prohloubeni poznatkli ziskanych v ramci diplomové prace
o obecné povaze subceluldrni distribuce mRNA a zejména potvrzeni existence zasobni
mRNA v nezralém pylu ve formé cytoplasmatickych mRNP. Déle jsem chtél poukazat
na fenomén diferencni translatability jednotlivych mRNA v pocéatecnich fazich kliceni

pylu. Tomuto tématu je vénovana prvni kapitola casti vysledk.

Druhou tématickou oblasti byla charakterisace povahy represe exprese
abundantniho pylové specifického transkriptu ntp303 v nezralém pylu tabaku na nékteré
z posttranskripcnich urovni. Tato problematika byla zkoumana nejintensivnéji a jsou ji
vénovany Ctyii kapitoly ¢asti vysledkd, konkrétné kapitoly 5.2, 5.4, 5.5 a 5.6. Vlastni
prace spocivala jednak ve sledovani subcelularni distribuce ntp303 mRNA v nezralém
pylu a jejim porovnéani s kontrolnim transkriptem a jednak ve snaze popsat a posléze

isolovat RNA vazebné bilkoviny interagujici se zkoumanou mRNA.

Konec¢né tretim cilem prace bylo rozsifeni poctu zndmych clenti genové rodiny

ntp popsané v kapitole 5.3.
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Cist 4

Material a metody
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Ve vSech roztocich, kde je obsah jejich slozek uveden v procentech, se jedna o

poméry hmotnosti k objemu (w/v) ¢i objemu k objemu (v/v).

4.1 Zdroje chemikalii a enzymii

Zdrojem chemikalii pouzitych v praktickych experimentech byly spolecnosti
Sigma, Fluka a Serva. Enzymy a kity pochazely od spolecnosti Ambion, Amersham
Pharmacia Biotech, Roche Biochemicals, Gibco BRL, Dynal, MBI Fermentas, Promega

a Stratagene.

4.2 Rostlinny material

Material pro isolaci nukleovych kyselin a bilkovin byl ziskavéan z rostlin tabaku
(Nicotiana tabacum L., cv. Samsun) péstovanych ve skleniku za standardnich
podminek.

Pro pokusy byl pouzivan nezraly pyl, zraly pyl a in vitro kultivované pylové

lacky.

4.2.1 Sklizeni nezralého a zralého pylu

Pouzita vyvojova stadia nezralého pylu jsou charakterisovana v tabulce 4.1.

Stadium  Délka poupéte (mm) Cytologicka charakteristika

1 13-16 L. pylova mitosa
2 17-21 mladé¢ vakuolisované pylové zrno
3 26-31 pocatek ukladani Skrobu
vétSina vegetativni buriky je vyplnéna cytoplasmou
4 36-45 zrno zcela vyplnéno Skrobem
sféricky tvar vegetativniho jadra
5 48-51 zrno zcela vyplnéno skrobem
vietenity tvar vegetativniho jadra
6 52-57 témer zralé pylové zrno, jeden den pied anthesi

Tab 4.1. Charakteristika vyvojovych stadii nezralého pylu tabaku (ptevzato z Tupy et al., 1983b)
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Nezraly pyl byl ziskavan z prasnikti 20 kvéta (Tupy, 1982). Isolované prasniky
byly jemné rozmackany v tfeci misce s 300 pl 6% sacharosy. Po pfidani 4 ml 6%
sacharosy byl obsah misky preveden do vétsi zkumavky. Pylova zrna byla vyplavena z
rozbitych prasnikli intenzivnim tficetisekundovym tfepanim na vortexu a oddélena do
10 ml odmérného valce filtraci pfes jemnou tkaninu. Suspenze ve valci byla doplnéna
6% sacharosou na objem 10 ml. 200 pl suspenze bylo poté odebrdno do 1,5 ml
mikrozkumavky a uschovano v -80°C pro pozdéjsi cytologickou analyzu pylu. Pyl
zbyly ve valci byl od roztoku sacharosy oddélen filtraci za snizeného tlaku pies filtraéni
papir Whatman 3MM, bezprostfedné po isolaci zamrazen na povrchu suchého ledu a
skladovan v -80°C. Zraly pyl byl isolovan z prasnikii pravé otevienych kvétd v
aseptickém prostiedi flow-boxu (Petrt et al., 1964; Tupy et al., 1977a). Skladovan byl v
-20°C.

4.2.2 Kultivace pylovych lacek in vitro

SMM-MES medium:

175 mM sacharosa

1,6 mM H;BO;,

3 mM Ca(NO),.4H,0
0,8 mM MgS0,.7H,0

1 mM KNO;

25 mM MES

pH roztoku bylo upraveno na 5,9 pomoci 3 M KOH.
Medium bylo sterilisovano 40 minut pii 100°C.

Pylové lacky byly asepticky kultivovany ve 100 ml Erlenmeyerovych baiikach v
10 ml SMM-MES media jako submerzni tfepana kultura pii 27°C. Mnozstvi pouzitého
pylu zaviselo na délce kultivace. Pro kratkodobé kultivace do 6 hodin byla pocatecni
koncentrace pylu 1 mg/ml suspenze, pro delsi byla snizena na 0,25 mg/ml.

Pyl prosty mikrobialni kontaminace byl skladovan pfti -20°C. Pfed pouZitim byl
nejméné 5 minut temperovan pii pokojové teploteé. Poté byl 4 minuty intenzivné tiepan
v mediu (koncentrace 50 pg/ul) pro dosazeni skute¢né¢ homogenni suspenze. 200 pl této
suspenze, pii dlouhodobych kultivacich 50 pl, bylo pfepipetovano do kazdé kultivacni
baiiky jiz obsahujici 10 ml SMM-MES media. B€hem prvnich tii hodin kultivace bylo
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vy$§i intensitou tfepani (160 min™) nutno piedejit usazovani kli¢icich pylovych zrn na
dné. Po uplynuti této doby byla frekvence tiepani snizena na 60 min', aby nedochazelo
k mechanickému poskozovani lacek.

Po skonceni kultivace byly lacky oddéleny od media filtraci za snizeného tlaku
(Tupy et al., 1977a), zvaZzeny a ithned zamrazeny na povrchu pevného CO,. Lacky byly
skladovany v -80°C.

4.3 Kultivace a uchovavani bakterii

4.3.1 Média pro péstovani bakteridlnich kultur

Pro kultivaci bakterii (Escherichia coli) byla pouzivana nasledujici média:

Médium dle Luria-Bertoni (LB médium)

10g bakto-trypton
5¢g kvasinkovy extrakt
10 g NaCl

Komponenty byly rozpustény ve vodé, nasledné bylo pomoci 1 M NaOH upraveno pH
na hodnotu 7,0, byla doplnéna voda na objem 1 I a médium bylo vykldvovéano

2xYT médium
16 g bakto-trypton
10g kvasinkovy extrakt
5¢g NaCl

Komponenty byly rozpustény ve vodé, nasledné bylo pomoci 1 M NaOH upraveno pH
na hodnotu 7,0, byla doplnéna voda na objem 1 I a médium bylo vykldvovéano

2xXL médium
Médium 2xYT obsahujici 1m1/100 ml 18% glukosy

NZY médium
10g kasein hydrolyzat
S5¢g kvasinkovy extrakt
5¢g NaCl
2 g MgSO4

Komponenty byly rozpustény ve vod¢, nasledné bylo pomoci 1 M NaOH upraveno pH
na hodnotu 7,5, byla doplnéna voda na objem 1 I a médium bylo vykldvovano
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Pevnd média byla pfipravena rozpuSténim 1,5% agaru v tekutém médiu a
vyklavovanim. Top-agar byl podobné pfipraven rozpusténim 0,7% agarosy v NZY
médiu.

4.3.2 Kmeny a genotypy

4.3.2.1 Escherichia coli

XLI-Blue (Stratagene, kat.c. 200268): recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17, supE44,
relAl, lac, {F’ proAB, Lacl?, ZDM15,Tn10, (tet")} (Bullock et al., 1987).

SOLR (Stratagene, kat.c. 200298): el4'(McrA’), A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171, sbcC,
recB, recl, uvrC, umuC::Tn5(Kan'), lac, gyrA96, relAl, thi-1, endAl, AR {F’> proAB,
lacl?, AM15, Tn10 (Tet")} Su” (non-suppressing).

4.3.2.2 Lambda vektor

AZAPIL: AsbhlA®, chiA131 (T, amp, ColE1, ori, LacZ, T3 promotor-polycloning site-
T7 promotor), I, srlA3°, clts857, srlA4°, nin5, srIA5°, Sam100.

4.3.3 Antibiotika pro selekci bakterii

Pokud byly kultury Escherichia coli péstovany v selektivnim prostiedi, d¢lo se

tak za pritomnosti ndsledujicich antibiotik v uvedenych koncentracich.

Antibiotikum Koncentrace (ug/ml)
Ampicilin 50
Kanamycin 30
Tetracyklin 10
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4.3.4 Kultivace bakterii

Dobfe ohrani¢end kolonie byla pomoci sterilniho paratka pievedena z pevné
plotny do 5 ml tekut¢ho média obsahujiciho piisluSnou koncentraci selektivniho
antibiotika (viz. Kap. 4.3.3). Kultura byla péstovana pies noc v orbitalni tiepacce (250
ot./min) s termostatem (37°C).

Jednotlivé kolonie byly ziskany ponotfenim sterilniho platinového ocka do tekuté
kultury a néslednym rozetfenim nabranych bakterii po povrchu pevné plotny obsahujici
selektivni antibiotikum. Médium bylo pfed pfidanim antibiotika a nalitim ploten
vychlazeno na 50°C. Plotny byly kultivovany dnem vzhiru v pfislusné teploté (vétSinou
37°C) dokud se neobjevily kolonie. Kultury byly kratkodob& uchovéavany na plotnach
ve 4°C.

4.3.5 Uchovavani bakterialnich kultur

750 pl tekuté kultury bylo v mikrozkumavce smichdno s 250 pl sterilniho 100%
glycerolu, bleskové zmrazeno ponofenim do tekutého dusiku a skladovano v -80°C.
Skladované bunky byly oziveny pfevedenim ¢asti zmrazené kultury do tekutého média
pomoci sterilniho platinového ocka a jejich kultivaci, jak je popsano vyse (viz. Kap.

43.4).

4.4 Klonovani DNA

4.4.1 Isolace plasmidové DNA

Roztok I
50 mM sacharosa
25 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM EDTA, pH 8,0
Roztok II
0,2M NaOH
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1% SDS
Roztok IIT
3M KOAc
11,5% Kyselina octova

Metoda isolace plasmidové DNA byla z vétsi ¢asti pievzata ze Sambrook et al.
(1989). 1,5 ml tekuté bakteridlni kultury bylo pfevedeno do mikrozkumavky a
centrifugovano (10 000 g, 5 min, 4°C). Bakterialni sediment byl resuspendovan ve 100
ul roztoku I. Poté bylo pfidano 200 pl roztoku II. Bunky byly zlyzovany jemnym
promichanim obsahu mikrozkumavky. Po pfidani 150 pl neutraliza¢niho roztoku III a
promichani byly zbytky bakteridlnich bunék sedimentovany (10 000 g, 5 min, 4°C).
Supernatant byl extrahovan stejnym objemem smési fenol/chloroform/isoamyl alkohol
(25:24:1). Svrchni vodna faze byla prevedena do nové mikrozkumavky a plasmidova
DNA byla precipitovana ptidanim 2,5 objemu ethanolu. DNA byla sedimentovana (12
000 g, 5 min, 4°C), promyta 70% ethanolem a rozpu$téna ve 25 ul ddH,0. Obvykle bylo

5 ul roztoku DNA pouzito pro restrik¢ni analyzu.

4.4.2 Stépeni DNA restrikénimi endonukleasami

Restrikéni  endonukleasy byly zakoupeny spolu s patiicnymi 10 x
koncentrovanymi reakénimi pufry a byly pouzivany podle instrukci vyrobce. Obvykle
byly az dva mikrogramy plasmidové DNA inkubovany s restrikénim enzymem a
ribonukleasou A v celkovém objemu 30 pl, jak je naznaceno v nésledujici typické

reakci.

DNA x ul
10 x reak¢ni pufr 3ul
restrikéni endonukleasa* (10 U/ul) 1 pl
ribonukleasa A (10 mg/ml) 1 ul
ddH»0 do 30 ul

Reakce probihala vétSinou v 37°C (fid&eji v 30 nebo 55°C) po dobu 2-16 hodin.

* Bylo-li pouzito vice nez dvou restrikénich enzyml soucasné, byl celkovy
objem reakce zvysSen tak, aby koncentrace glycerolu nepiesdhla 5%, nebot
piekroCeni této hodnoty miize u nékterych restrikénich endonukleas vést k
nespecifickému St€peni DNA.
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4.4.3 Déleni DNA pomoci gelové elektroforesy

TAE pufr
0,4 M Tris-acetat, pH 8,0
10 mM EDTA
10 x nanaSeci pufr
0,25% Orange G
20% glycerol

Fragmenty DNA byly déleny podle velikosti pomoci elektroforézy v
agarosovém gelu. Gely byly pfipravovany rozpusténim ptisluSného mnoZzstvi agarosy v
TAE pufru. Vyslednd koncentrace se pohybovala mezi 0,7 a 4% podle velikosti
oc¢ekavanych fragmentti DNA. Roztok agarosy byl kratce povaien, vychlazen na 55°C a
po pfidani ethidium bromidu v koncentraci 0,2 mg/ml nalit do tanku, kde ztuhl v gel.
Vzorky DNA byly smichdny s 1/9 objemu 10 x nanaSeciho pufru a spolu s markerem
molekulovych hmotnosti naneseny na gel ponoifeny v TAE pufru. Elektroforesa
probihala za stalého napéti 80 V dokud oranZova barvicka nedosahla okraje gelu.

Fragmenty DNA byly zviditelnény pomoci UV transiluminatoru.

4.4.4 Purifikace DNA z agarosovych geli

Fragmenty DNA byly pouzivany bud’ pro klonovdni nebo pro syntézu
radioaktivné ¢i neradioaktivné znacenych sond. Proto bylo nutné tyto po elektroforéze
oddélit od agarosy a vycistit. K tomu ucelu byly pouzivany dva komer¢ni kity. Pro
purifikaci fragmenti DNA delSich nez 200 bp byl uréen “Geneclean II DNA
Purification kit” (Bio 101 Ltd.), kratSi fragmenty byly isolovany pomoci kitu
“MERmaid DNA Purification Kit” (Bio 101 Ltd.). V obou pfipadech byla purifikace
fragmentd DNA zaloZzena na principu jejich navazdni na mikroskopické c¢astice
silikonisovanisovaného skla v koncentrovaném roztoku soli, o¢isténi od zbytkli agarosy
a nasledné eluci do vody. Pfi pouzivani obou kiti byly s vyhodou dusledné
respektovany pokyny vyrobce. Piecisténé fragmenty DNA byly pfipraveny pro ligaci do

vektoru nebo pro enzymatickou modifikaci pted touto ligaci.
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4.4.5 Purifikace oligonukleotidii

Syntetisované oligonukleotidy pouzivané pro klonovani DNA byly ptecistény
metodou precipitace butanolem (butan-1-ol) podle Sawadoga a Van Dyka (1991). 100
ul alikvota oligonukleotidu byla v mikrozkumavce smichdna s 1 ml butanolu, 15 sekund
michéna na vortexu a centrifugovana (14 000 g, 1 min, 4°C). Pellet byl opét rozpustén
ve 100 pul ddH,0 a smichan s 1 ml butanolu. Po nezbytném vortexovani byly
oligonukleotidy sedimentovany (14 000 g, 1 min, 4°C). Po vysuSeni za sniZzeného tlaku
byly oligonukleotidy rozpustény ve 100 pul ddH,0 a zjisténa jejich koncentrace. 1 pl
roztoku oligonukleotidii byl rozpustén ve 200 ul ddH,0 a byla zméfena hodnota ODg.

Koncentrace pak byla vypoctena podle vzorce

¢ [ng/ml] = ODg6 x 20 x fedéni

4.4.6 Navazani 5’ terminalnich fosfatovych skupin na oligonukleotidy

Oligonukleotidy byly syntetisovany bez 5° termindlnich fosfatovych skupin.
Tyto byly pfed klonovanim ptidany za pouziti T4 polynukleotidové kinasy.

Byla pfipravena nasledujici reakéni smés o celkovém objemu 30 pl:

Tris-HCI, pH 7,5 50 mM
MgCl, 10 mM
DTT 5 mM
oligonukleotid 1-10 pg
ATP 1 mM
T4 polynukleotidové kinasa 20U
BSA 50 ng/ul

T4 polynukleotidova kinasa byla inaktivovana ptidanim 70 ul ddH,0 a 100 pl
smési @/CH/IAA. Smés byla vortexovana a centrifugovana (14 000 g, 5 min, 4°C).
Svrchni vodnd faze byla prevedena do nové mikrozkumavky a oligonukleotidy
precipitovany po piidani 10 ul 5 M NaOAc, pH 5,2 a 220 pl ethanolu. Po promichéani na
vortexu byly oligonukleotidy sedimentovany (14 000 g, 20 min, 4°C). Pellet byl promyt
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70% ethanolem, jesté jednou centrifugovan (14 000 g, 5 min, 4°C), vysuSen a rozpustén

A% ddeO

4.4.7 Priprava vektoru

Za ucelem snizeni Gcinnosti religace linearisovaného vektoru bez pozadovaného
insertu byly odstranény fosfatové skupiny na 5° koncich S$tépené¢ho plasmidu. K
uvedené reakci byla pouzita alkalickd fosfatasa isolovana z telecich sttev (CIP, “calf
intestinal alkaline phosphatase”) a popsand metoda byla vhodnd pro vektory
linearisované vSemi restrikénimi endonukleasami zanechavajicimi presahujici 5° konce.

Ptiblizné 5-6 pg plasmidové DNA bylo inkubovéno s restrikénim enzymem pies

noc v 37°C v celkovém objemu 60 pl

Plasmidova DNA (6 pg) 6 ul
10 x reak¢ni pufr 6 ul
Restrik¢ni endonukleasa (20 U) 2 ul
ddH,0O 46

Uspésnost linearisace byla ovéfena rozdélenim 10 pl restrikéni smési na gelové

elektroforese (Kap. 4.4.3).

Ke zbyvajicim 50 pul restrikéni smési bylo ptidano

CIP (0,5 U) 1l
10 x fosfatasovy pufr S5ul
ddH,O 44 ul

a reakce probihala ve vodni 1azni pfi teploté 37°C po dobu 30 minut. CIP a restrik¢ni
endonukleasa byly inaktivovany pfidanim stejného objemu smési ¢/CH/IAA a
vortexovanim. Po centrifugaci (14 000 g, 5 min, 4°C) byla horni vodna faze pievedena
do nové 1,5 ml mikrozkumavky a DNA byla precipitovéna pfidanim 10 pl 3 M NaOAc,
pH 5,2 a 220 ul ethanolu. Smés byla vortexovana a srazend DNA sedimentovana
centrifugaci (14 000 g, 20 min, 4°C). DNA pelet byl promyt 70% ethanolem a po kratké

centrifugaci a vysouseni rozpus§tén v 30 ul ddH,O.
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4.4.8 Ligace fragmentii DNA

Rekombinantni plasmidy byly vytvoreny ligaci fragmenti DNA pomoci T4
DNA ligasy. V liga¢ni reakci bylo pouzito 25 ng plasmidové DNA. Mnozstvi insertu
pak vychazelo z poméru vektor:insert = 1:3 a bylo vypocteno z nasledujiciho vztahu:

insert [ng] = vektor [ng] x (3/1) x (délka insertu/délka vektoru)

Standardni liga¢ni reakce byla sestavena, jak je popsano nize a inkubovana pies

noc v 10°C.

vektor x ul

insert y ul

10 x reak¢ni pufr 2 ul

10 mM ATP 1wl

T4 DNA ligasa (5 U/ul) 1l
ddH,O do 10 ul

Kontrolni reakce postradala insert:

vektor x ul

10 x reak¢ni pufr 2 ul

10 mM ATP 1wl

T4 DNA ligasa (5 U/ul) 1l
ddH,0O do 10 ul

4.4.9 Transformace E. coli plasmidovou DNA

Predpokladem uspé$né transformace byla pfiprava kvalitnich kompetentnich
bunék. Tyto byly poté transformovany rekombinantni plasmidovou DNA ziskanou

ligaci (Kap. 4.4.8).

4.4.9.1 Priprava kompetentnich bunék
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Roztok Ca*'Mn*"

40 mM NaOAc
100 mM CaCl,
70 mM MIIC12

pH bylo pomoci 1 M HCI upraveno na hodnotu 5,5 a roztok byl vysterilisovan filtraci.

Kompetentni bunky Escherichia coli pro klonovani rekombinantnich plasmida
byly pfipraveny za pouziti nasledujiciho protokolu. 25 ml média 2XL broth (Kap. 4.3.1)
obsahujiciho tetracyklin (Kap. 4.3.3) bylo inokulovano jednou kolonii E. coli (Kap.
4.3.4) a bylo kultivovano ptes noc v 37°C v orbitélni tiepacce pti 250 ot./min. 1 ml této
kultury bylo pfidano do 100 ml média 2XL broth ohfatého na 37°C a opét péstovano v
37°C v orbitalni tiepacce pfi 250 ot./min. Kultura byla péstovana, dokud jeji ODggo
nedosahla hodnoty 0,2, pak byl ptidan sterilni 1M MgCl, do kone¢né koncentrace 20
mM. Kultura byla déle péstovana, jak bylo popsano vyse, az do hodnoty ODggo 0,45-
0,55. Poté byla ponechana na ledu po dobu 2 hodin. Bakterie byly sedimentovany
centrifugaci (3000 g, 5 min, 4°C). Bakterialni pellet byl resuspendovan v 50 ml roztoku
Ca**Mn?", pfedem ochlazeného na 4°C, a ponechan na ledu po dobu dalsich 45 minut,
aby doslo plisobenim chemikalii k zeslabeni bunéénych stén. Nyni kompetentni buiiky
byly opét sedimentovany (3000 g, 5 min, 4°C) a resuspendovany v 5 ml ledového
roztoku Ca**Mn*" obsahujiciho 15% glycerol. Bunééna suspenze byla rychle rozdélena
na 0,2 ml alikvoty v 1,5 mikrozkumavkach. Tyto byly bleskové zmrazeny v tekutém

dusiku a skladovany v -80°C, kde byly butiky zivotaschopné nejméné po dobu 2 mésica.

4.4.9.2 Vlastni transformace

Pro ovéteni, Ze kvalita kompetentnich bunék Escherichia coli ptipravenych v
kapitole 4.4.9.1 byla dostatecna pro klonovani rekombinantnich plasmidi, byla zmétena
a spoctena transformacni UspéSnost transfekci znamého mnozstvi kontrolni plasmidové
DNA. Spolu s touto transformaci byla provedena i kontrolni reakce v nepfitomnosti
DNA, aby byla vylouc¢ena kontaminace plasmidovou DNA béhem pfipravy.

0,2 ml alikvéta kompetentnich bun¢k byla pomalu rozmrazena na ledu. K ni
bylo pfidano 10 pg kontrolni plasmidové DNA v celkovém objemu 25 pl ddH,O a
suspense byla jemné promichana. V kontrolni reakci bylo pouzito pouze 25 ul ddH;O.

Buriky byly spolu s DNA inkubovéany 30 minut na ledu a poté tepelné Sokovany v 37°C
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po dobu 5 minut. Po Soku byly buiiky pfidany do sterilni zkumavky obsahujici 775 pl
LB média (Kap. 4.3.1) a kultivovany v 37°C v orbitalni tfepaéce pii 250 ot./min po
dobu 1 hodiny pro osvojeni resistence vii¢i selekénimu antibiotiku. Byl-li jako selekéni
agens uzit ampicilin, bylo mozno tento krok vynechat. Alikvoty byly rozetfeny na
pevnych LB agarovych plotnach (Kap. 4.3.1) obsahujicich selek¢ni antibiotikum (Kap.
4.3.3), plotny byly ususeny a kultivovany pfes noc v inkubatoru pfi teploté 37°C.

Transformacni uspéSnost byla vypocitana nésledujicim zptisobem:

Pocet kolonii x fedéni x 1ug _
mnozstvi pouzit¢ DNA

Vedla-li kultivace 100 pl transformacéni smési k vytvofeni 10 kolonii, byla

transformacni uspésnost rovna hodnot¢:

10x10x10°=1x 107

Byla-li vypoctena transformacni Gsp€sSnost kompetentnich bun¢k v intervalu 1 x
10° a 1 x 107, byla tato shledana dostate¢nou, a neobjevily-li se 7adné kolonie v
kontrolnich reakcich bez DNA, byly kompetentni buiikky povazovany za vhodné k

pouziti pro transformaci rekombinantnimi plasmidy.

Transformace kompetentnich bunék rekombinantnimi plasmidy vytvoienymi
ligaci (Kap. 4.4.8) probihala v zésadé¢ podle vyse uvedeného protokolu. Jedinym
rozdilem bylo, ze 2 ul liga¢ni smési bylo smichano s 23 pl ddH,O a pfidano k 50 pl

kompetentnich bunék.

4.4.10 Identifikace rekombinantnich plasmidii v transformovanych koloniich

Pouziti vektor pBluescript a pBluescript II pro klonovani rekombinantni DNA
umoznovalo rozlisit bilé kolonie transformované vektorem s insertem od modrych

kolonii transformovanych jen vektorem bez insertu pomoci aktivity -galaktosidasy,
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metodou vyuZzivajici fenomenu o-komplementace (Sambroke et al., 1987). Protein [3-
galaktosidasa, kédovany cistronem LacZ operonu Lac, muze byt rozdélen na dva
fragmenty, N-koncovy a-fragment a C-koncovy m-fragment. Kazdy zvlast zminéné
fragmenty nevykazuji Zadnou enzymatickou aktivitu, ale pfitomnost obou, at’ uz v
pozici cis v kompletnim cistronu LacZ nebo v pozici trans, v buiice vede k obnoveni
aktivity B-galaktosidasy. V kmenech E. coli pouzivanych pro modrobilou selekei, jako
je kmen XL1-Blue, je Lac operon odstranén a je v nich pfitomen jen o-fragment
cistronu LacZ. Vektory pUC19, pCRII a pBluescript obsahuji a-fragment cistronu LacZ
a jsou tedy po uspéSné transformaci schopné obnovit B-glukosidasovou aktivitu v
hostitelskych bunkéch XL1-Blue. Zviditelnénim obnovené aktivity cistronu LacZ je
modra barva transformovanych kolonii rostoucich na LB agarové plotné obohacené 10
ul 2% (w/v) IPTG (Isopropyl-1-thio-B-D-galaktosid) a 50 pl 2% (w/v v
dimethylformamidu) X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indoly-galaktosid). IPTG funguje jako
derepresor syntézy -peptidu a X-Gal je slouCenina, kterd se po pusobeni [3-
galaktosidasy zbarvi modfe. Ve vSech tfech zminénych vektorech je polylinker
(multiple cloning site, MCS) vlozen do mista kédujiciho a-fragment a tedy klonovani
jakéhokoli fragmentu DNA znemoZzni syntézu o-peptidu. Dusledkem uvedeného je
skuteCnost, Ze builkky transformované rekombinantnim plasmidem nevykazuji -
galaktosidasovou aktivitu a zlistavaji tedy bilé 1 na plotnach obohacenych IPTG a X-
Gal. Ptitomnost insertu v bilych koloniich byla jesté ovéfena restrikéni analyzou (Kap.

4.4.2) po isolovani plasmidové DNA (Kap. 4.4.1)

4.5 Subcelularni frakcionace

4.5.1 Polysomalni profily

Polysomalni pufr
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200 mM Tris-HCI, pH 9,0
400 mM KCl1

50 mM EGTA

60 mM MgOAc
Gradientovy pufr

50 mM Tris-HCI, pH 8,5

100 mM KClI

5 mM MgOAc

Pro ziskani polysomalnich profili zkoumané tkané byla pouzita metoda
rozdéleni ribonukleoproteinovych komplexti pfitomnych v postmitochondridlnim
supernatantu jeho centrifugaci v sacharosovém gradientu (Honys a Capkova, 2000).

Nejprve byl pripraven sacharosovy gradient. Do ultracentrifuga¢ni zkumavky
OptiSeal™ (Beckman Instruments, kat. ¢. 362185) obsahujici 2,3 ml 60% sacharosy v
gradientovém pufru bylo opatrné ptidano 2,3 ml 10% sacharosy v gradientovém pufru.
Zkumavka byla uzaviena, polozena na bok a ponechana 3 hodiny v chladové mistnosti.
Tato doba byla shleddna dostateCnou k vytvofeni linearniho gradientu 10-60%
sacharosy (Davies a Abe, 1995). Vzhledem k nevhodnosti autokldvovani roztokl
obsahujicich sacharosu byly tyto pfipravovany cerstvé s pouzitim specialni sacharosy
prosté RNas (Fluka, kat. ¢. 35579).

100 mg rostlinné tkdn¢ bylo homogenisovano v 200 pl polysomalniho pufru,
pievedeno do 10 ml polyethylenové centrifugacni zkumavky, objem homogenatu
doplnén polysomalnim pufrem na 2 ml. Vzorek byl poté centrifugovan (400 g, 2 000
rpm, 13 min, 4°C). Supernatant byl pfeveden do nové zkumavky a znovu centrifugovan
(22 800 g, 17 400 rpm, 13 min, 4°C). Timto postupem byl ziskan postmitochondrialni
supernatant.

Sacharosovy gradient byl v centrifugacni zkumavce prevrstven 200 pl
postmitochondridlniho supernatantu, zkumavka byla pevné¢ uzaviena a centrifugovana
(rotor Beckman NVT90, 100 200 g, 35 500 rpm, 3 h, 4°C). Po ukonceni centrifugace
byl gradient rozebran pomoci systému Econo System ™ (Bio-Rad Laboratories, kat.c.
731-8101). Zkumavka byla na dn¢ napichnuta jehlou a jeji obsah byl odveden ptes
peristaltickou pumpu a UV monitor pfipojeny k zapisovaci ke sbéraci frakci. VéEtSinou

bylo zachyceno 10 frakci o objemu 0,5 ml.

4.5.2 Separace polysomalnich a postpolysomalnich ribonukleoproteinovych ¢astic

85



Vzorkovy pufr STM

50 mM Tris-HCI, pH6,8
10 % glycerol

2% SDS

5% BME

Metoda separace polysomalnich a postpolysomdlnich ribonukleoproteinovych
partikuli je zaloZena na tom, ze rostlinnd tkan je drcena v osmoticky silném extrakénim
pufru, kdy se nerozpadaji ribonukleoproteinové komplexy. Dilezitym krokem extrakce
je pak centrifugace post-mitochondridlniho supernatantu pies polstarek 60% sacharosy,
pfi niZ dojde o oddéleni tézSich polysomu, které polStitkem projdou a oddéli
polysomalni sediment, od lehéich postpolysomalnich RNP, jez se =zarazi pred
sacharosovou piekdzkou, jsou obsazeny v tzv. post-polysomdlnim supernatantu a
sedimentovany naslednou centrifugaci. Pouzitd metoda vychazi z publikovaného
protokolu (Honys ef al., 2000).

Celkem bylo pouzito 5 polysomalnich a 5 gradientovych pufrt, odliSenych
¢islem a charakterisovanych v tabulkach 4.2 a 4.3.

100 mg rostlinné tkan¢ bylo homogenisovano v 200 pl roztoku polysomalniho
pufru, ptfevedeno do 10 ml polyethylenové centrifuga¢ni zkumavky, objem homogenatu
doplnén roztokem PB na 7 ml. Vzorek byl poté centrifugovan (400 g, 2 000 rpm, 13
min, 4°C). Supernatant byl pieveden do nové zkumavky a znovu centrifugovan (22 800
g, 17 400 rpm, 13 min, 4°C). Timto postupem byl ziskan postmitochondrialni
supernatant. Mezitim byl v 10 ml polykarbonatové ultracentrifugaéni zkumavce
(Beckman Instruments, kat. ¢. 355651) pfipraven 1,5 ml polstaiek 60% sacharosy v
roztoku gradientového pufru. Tento polstafek byl pievrstven postmitochondrialnim
supernatantem a ultracentrifugovan (220 000 g, 50 000 rpm, 3:20 h, 4°C, rotor Beckman
75 Ti). Sediment obsahoval polysomalni ribonukleové castice. Postpolysomalni
ribonukleové céastice prfitomné v supernatantu byly sedimentovany néslednou
centrifugaci (220 000 g, 50 000 rpm, 18 h, 4°C, rotor Beckman 75 Ti). Z obou
sedimentli byla posléze isolovana RNA a/nebo bilkoviny. Celkova RNA byla isolovana
metodou podle Chomczynského a Sacchi (1987, viz. Kap. 4.6.1), pii isolaci bilkovin byl
sediment povafen v piislusném mnozstvi vzorkového pufru STM. V pfipadé spolecné

isolace RNA 1 bilkovin byl pouzit komeréné dostupny pufr TRI-Reagent (viz. Kap. 4.8).

86



LS HS HS+E HS+P HS+EP
Tris-HCI, pH 9,0 200 mM 200 mM 200 mM 200 mM 200 mM
KCI 25 mM 400 mM 500 mM 500 mM 500 mM
MgOAc 60 mM 60 mM 2 mM 2 mM 2 mM
DTT 2 mM 2 mM 2 mM 2 mM 2 mM
PMSF 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM
PTE 1 % 1 % 1 % 1 % 1 %
Cykloheximid 1 mM 1 mM - - -
EDTA, pH 8,0 - - 50 mM - 50 mM
Puromycin - - - 0,2 mM 0,2 mM
Sacharosa 250 mM 250 mM 250 mM 250 mM 250 mM

Tab 4.2. Slozeni polysomalnich pufrti pouzitych pfi subcelularni frakcionaci.

LS HS HS+E HS+P HS+EP
Tris-HCI, pH 8,5 40 mM 40 mM 40 mM 40 mM 40 mM
KCI 15 mM 100 mM 200 mM 200 mM 200 mM
MgOAc 30 mM 30 mM I mM I mM I mM
DTT 2 mM 2 mM 2 mM 2 mM 2 mM
PMSF 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM
Cykloheximid 1 mM 1 mM - - -
EDTA, pH 8,0 - - 50 mM - 50 mM
Puromycin - - - 0,2 mM 0,2 mM

Tab 4.3. Slozeni gradientovych pufri pouzitych pti subcelularni frakcionaci.

4.5.3 Magneticka isolace genové specifickych ribonukleoproteinovych ¢astic

Extrakéni pufr

Promyvvaci pufr I

Promvvaci pufr II

Eluéni pufr PEB

100 mM
400 mM
30 mM
2 mM
0,5 mM
250 mM

10 mM
100 mM
20 mM

10 mM
500 mM
20 mM

Tris-HCI, pH 7,8
NaCl

MgOAc

DTT

PMSF

sacharosa

Tris-HCI, pH 7,8
NaCl
MgOAc

Tris-HCI, pH 7,8
NaCl
MgOAc
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10 mM Tris-HCI, pH 7,8

2M LiCl
10 mM EDTA
Vzorkovy pufr STM
50 mM Tris-HCI, pH6,8
10 % glycerol
2% SDS
5% BME
2x STM
100 mM Tris-HCI, pH 6,8
20 % glycerol
4% SDS
10 % BME

Genove¢ specifické ribonukleoproteinové castice byly isolovany metodou afinitni
chromatografie. Prezentovand metoda byla odvozena od metody magnetické isolace
mRNA vyuzité systémem “Poly(A)Tract mRNA Isolation System IV* (Promega Corp.,
kat. ¢. Z5310, Kap. 4.6.2), kterd byla rozsifena i pro isolaci bilkovin asociovanych s
molekulami mRNA a pfi pouziti genové specifické sondy také pro bilkoviny navazané
na ntp303 mRNA.

100 mg rostlinné tkané bylo drceno tlou¢kem v teci misce s tekutym dusikem s
1 ml extrakéniho pufru. Homogenat byl pieveden do sterilni 1,5 ml mikrozkumavky,
ponechdn 15 minut na ledu za ucelem rozvolnéni bunécnych struktur a dvakrat
centrifugovan (21 000 g, 12 min, 4°C). Tim byl ziskan postmitochondrialni supernatant.

Pro isolaci ribonukleoproteinovych castic byly uzity dvé
oligodeoxyribonukleové sondy, biotinylované na svém 5° konci: oligo(ntp303), 5’-
ATAGTGAGCTTGCTTGGGTCGGCCG-3’ a oligo(dT),s. 50 pmol biotinylované
sondy bylo pfidano k postmitochondridlnimu supernatantu a vSe bylo inkubovédno 5
minut a ledu. Po pfidani 0,6 ml paramagnetickych Castic s asociovanym streptavidinem,
SA-PMP (Streptavidin-MagneSphere Particles, Promega Corp.), rozpusténych v
extrakénim pufru inkubace na ledu pokracovala po dobu dalSich 5 minut. Navazané
RNP byly promyty promyvacimi roztoky I a II. Bilkoviny byly z RNA uvolnény a
denaturovany povatenim ve vzorkovém pufru STM. Druhou moZnosti bylo uvolnéni
bilkovin pomoci elu¢niho pufru PEB a jejich nésledné smichani s pufrem 2xSTM. V
tomto piipad¢ zlistala mRNA navazana na SA-PMP a byla nakonec eluovana 1 mM

EDTA 5 minut pfi 90°C.
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4.6 Isolace a analyza RNA

4.6.1 Isolace celkové RNA

Vzorkovy pufr

4 M guanidinium thiokyanat
25 mM Na-citrat, pH 7,0
0,1 M BME

Celkovd RNA byla isolovana metodou upravenou podle Chomczynského a
Sacchi (1987). 100 mg rostlinné tkdn¢ bylo drceno spolu s 0,5 ml vzorkového pufru
tlouckem v tfeci misce s tekutym dusikem a pfevedeno do sterilni 1,5 ml
mikrozkumavky. Po ptidani 0,1 ml 3M NaOAc, pH 5,2 byl homogenat vortexovan.
Byla pfiddna smés ¢/CH/IAA, vzorek byl poté inkubovan 15 minut na ledu a
centrifugovan (12 000 g, 20 min, 4°C). Svrchni vodna faze byla pifevedena do nové
mikrozkumavky a RNA byla precipitovana po pfidani stejného objemu isopropanolu v -
20°C po dobu nejméné jedné hodiny. RNA byla sedimentovana (12 000 g, 20 min, 4°C),

promyta 70% ethanolem a po vysuSeni rozpusténa v piisluSném mnozstvi ddH,O ¢i

formamidu.
4.6.2 Purifikace mRNA
20 x SSC
3M NaCl
0,3M Na-citrat, pH 7,0

mRNA byla purifikovana z celkové RNA pomoci komeréné dostupného kitu
“Poly(A)Tract mRNA Isolation System IV* (Promega Corp., kat. ¢. Z5310). Postup
purifikace byl upraven podle pokyntli vyrobce.

0,1 - 1 g celkové RNA bylo rozpusténo ve sterilni 1,5 ml mikrozkumavce v
kone¢ném mnozstvi 100 ul ddH,0O a zahiato 10 minut na teplotu 65°C. Byl ptidan 1 ul
biotinylované oligo(dT) sondy a 2,5 ul 20 x SSC. VSe bylo jemné promichéno a
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inkubovano 5 minut v pokojové teploté. Mezitim byly pfipraveny paramagnetické
¢astice s asociovanym streptavidinem (SA-PMP). 200 pl roztoku SA-PMP bylo ttikrat
promyto vzdy 100 ul 0,5 x SSC a nakonec rozpusténo v 50 ul 0,5 x SSC. Suspense
promytych SA-PMP byla pfidana k RNA s navazanou sondou a inkubovana 10 minut v
pokojové teploté. Paramagnetické Castice s navazanou mRNA byly ctyfikrat promyty
roztokem 0,1 x SSC. Molekuly mRNA byly z SA-PMP eluovéany do vody po zahtati na
68°C po dobu 2 minut.

4.6.3 Kvantifikace nukleovych kyselin pomoci spektrofotometrie

Koncentrace nukleovych kyselin byla urcovéana spektrofotometricky, méfenim
UV absorbance fedénych vzorki DNA ¢i RNA v kyvetach z kiemenného skla pii
vlnové délce 260 nm. Hodnota ODys=1 odpovidala koncentraci 50 pg/ml
dvojtetézcové DNA, 40 pg/ml jednofetézcové DNA a RNA a konecné ptiblizné 20
ng/ml jednofetézcovych oligonukleotidi. Cistota vzorki byla odhadovana pomoci
absorbance pfi vinové délce 280 nm a vypocitdnim poméru OD60/OD,so. Vzorek byl
povazovan za dostate¢né Cisty, pohyboval-li se uvedeny pomér v intervalu hodnot 1,8 a

2,0. Kontaminace bilkovinami ¢i fenolem zptisobila rasantni pokles sledované hodnoty.

4.6.4 Déleni RNA pomoci gelové elektroforésy

Vzorkovy pufr

1x MOPS

50 % formamid

22M formaldehyd
Elektrodovy pufr

1 x MOPS

10 x MOPS - zasobni roztok
200 mM MOPS

50 mM NaOAc

10 mM EDTA
5 x RNA nanaS$eci pufr

50 % glycerol
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0,2 mM EDTA
0,08 % BPB

RNA byla délena pomoci elektroforesy v 1,2 % agarosovém gelu v 1 x MOPS
elektrodovém pufru (Ausubel et al., 1989).

1,2% agarosovy gel byl pfipraven rozpusténim a kratkym povatenim 0,6 g
agarosy v 50 ml elektrodového pufru. Jesté vrouci roztok byl nalit do elektroforetického
tanku. Béhem tuhnuti gelu byly pfipraveny vzorky RNA. 5-20 ug celkové RNA bylo
rozpusténo v 5 ul ddH,O. K roztoku RNA bylo postupné ptidano 10 ul formaldehydu,
3,2 ul 37% formaldehydu a 2 pl roztoku 10 x MOPS. Po promichani byla RNA
denaturovana 2 minuty pti 68°C. Denaturovand RNA byla rychle ochlazena na ledu a
bylo k ni pfiddno 5 pul 5 x nandSeciho pufru a 1 pl roztoku ethidium bromidu (10
mg/ml). Po pifevrstveni ztuhlého gelu elektrodovym pufrem a naneseni vzorkii byla
spusténa elektroforesa (I=80 mA). Po rozdéleni byla RNA zviditelnéna prosvicenim

gelu UV svétlem.

4.6.5 Northern blotting

20 x SSC - blotovaci roztok

3M NaCl
0,3 M Na-citrat, pH 7,0

RNA rozdélena gelovou elektroforesou byla pied hybridisaci immobilisovana na
nylonové membrané (Hybond N+, Amersham Pharmacia Biotech, kat.c. RPN203B).

Na filtraéni papir (Whatman 3MM), ktery byl v kontaktu s blotovacim
roztokem, byl poloZzen gel. Tento byl piekryt rozmérové mu piesné odpovidajici
membranou tak, aby mezi gelem a membranou nebyly zadné vzduchové bubliny.
Membrana byla pievrstvena nékolika filtraénimi papiry a na tento sendvi¢ byla nakonec
umisténa hygienické vlozka (Libresse Clip 8 mm).Vlozka byla zatizena tfeci miskou. Za
téchto podminek byla RNA blotovdna pfes noc v pokojové teploté. Po skonceni
blotovani byl sendvi¢ rozebran a membrana oplachnuta v 2 x SSC. Po osuseni byla
RNA na membrané fixovana osvicenim UV svétlem (UV Stratalinker 2400,
Stratagene). Nakonec byla membrana zbavena zbytki soli oplachnutim ve sterilni vodeé,

osusena a skladovéana az do doby hybridisace.
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4.6.6 Priprava radioaktivné znacenych DNA sond

Radioaktivné znacené dvojietézcové DNA sondy, pouzivané pii northern blot
hybridisacich, byly pfipraveny metodou “random priming” (Feinberg a Vogelstein,
1983) pfi pouziti komeréné dostupného kitu “PrimelT™ II Random Primer Labelling
Kit” (Stratagene, kat.¢. 300385). Nahodné nonamery byly pouzity jako primery pro
syntézu DNA mutantnim Klenow fragmentem DNA polymerasy I s vytazenou 3’-
exonukleasovou aktivitou. P¥i syntéze byl inkorporovan [o**P]dCTP a takto pfipravené
100-1000 bp dlouhé DNA sondy se vétSinou vyznacovaly specifickou aktivitou
priblizné 1 x 10° dpm/pg. Neinkorporované nukleotidy byly po syntéze odstrandny
béhem purifikace sond pomoci kolon “NucTrap™ Probe Purification Columns”

(Stratagene, kat.¢. 400701).

4.6.7 Hybridisace Northern bloti radioaktivné znac¢enymi DNA sondami a detekce

signalu

Hybridisa¢ni roztok

0,25M Na-fosfat, pH 7,2
7 % SDS

Promyvaci roztok 1
20 mM Na-fosfat, pH 7,2
5% SDS

Promyvaci roztok 11
20 mM Na-fosfat, pH 7,2
1% SDS

Membrany s immobilisovanymi molekulami RNA byly za ucelem jejich
rovnomérného zvlhéeni prehybridisovany v hybridisacnim roztoku (Church a Gilbert,
1984) po dobu 30 minut pfi teploté 40, 55 nebo 65 °C. Teplota byla zvolena podle
pozadované stringence hybridisace. Radioaktivni DNA sonda (Kap. 4.6.6) byla
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povarena, ptfidana do hybridisacniho roztoku a membrana byla hybridisovéna ptes noc
pii patficné teploté. Po hybridisaci byly membrany promyty dvakrat 30 minut
promyvacim roztokem I pti hybridisacni teploté. Nasledovala dvé promyti promyvacim
roztokem II za stejnych podminek. Membrany s navazanymi sondami byly osuSeny,
zabaleny do folie SaranWrap™ a exponovany na rentgenovy film (Hyperfilm MP,
Amersham) v -80°C po dobu 2-16 hodin. Druhou moznosti byla detekce signalu
syst¢tmem Phosphorlmager™ spolecnosti Molecular Dynamics a jeho kvantifikace

programem ImageQuant™ od téhoz vyrobce.

4.6.8 Priprava neradioaktivné znacenych DNA sond

Neradioaktivni sondy znac¢ené digoxygeninem (DIG) byly pfipravovany pomoci

polymerasové fetézcové reakce (PCR). Typickd reakéni smés byla sestavena, jak je

uvedeno v nasledujicim:

DNA templat 50-100 ng
primer(y) (1-10 mM) 1l

10 x PCR pufr Sul

25 mM MgCl, 4 ul

4 mM dATP, dCTP, cGTP 2,5 ul

2 mM dTTP 1l

0,4 mM DIG-dUTP 1l

Taq DNA polymerasa (5U/ul) 1 ul
ddH,O do 50 ul

Reakéni smés byla pievrstvena kapkou mineralniho oleje (Sigma, kat.c. M-5904) a

DNA byla amplifikovana za pouziti termocykleru Techne Progene v nasledujicich

podminkach:
95°C 3 minuty
34 cykli
94°C 2 minuty
65°C 1 minuty
72°C 2 minuty
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75°C 10 minut

Vysledkem PCR reakce bylo az 500 ng jedno- ¢i dvojtetézcového produktu; v zavislosti

na pouziti jednoho nebo dvou primerd.

4.6.9 Hybridisace Northern bloti neradioaktivné znacenymi DNA sondami a

detekce signalu

Hybridisaéni roztok

20 x SSC

Promvvaci roztok I

Promyvaci roztok 11

Pufr 1

Pufr2

Pufr 3

Promyvaci roztok 111

50 % formamid
5x SSC
50 mM Na-fosfat, pH 7,2
1 % Blocking reagent
(Roche Biochemicals, kat. ¢. 1096 176)
0,1 % lauroylsarcosine
7% SDS
3M NaCl
0,3 M Na-citrat, pH 7,0
2 x SSC
0,1 % SDS
0,1 x SSC
0,1 % SDS
100 mM kyselina maleinova
150 mM NaCl
pH 7,5

1 % Blocking reagent rozpusténé v pufru 1

100 mM Tris-HCI, pH 9,5
100 mM NaCl
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0,3 % Tween-20 rozpustény v pufru 1

Pouzity hybridisaéni protokol popsali Neuhaus-Url a Neuhaus (1993).
Membrany s navazanymi molekulami RNA prehybridisovany v hybridisaénim roztoku
po dobu 15 minut pii teploté 40, 55 nebo 65 °C. Teplota byla zvolena podle pozadované
stringence hybridisace. Poté probéhla hybridisace v hybridisacnim roztoku s
rozpusténou sondou v koncentraci 20-50 ng/ml pies noc pii patiicné teploté. Po
ukonceni hybridisace byly membrany omyty dvakrat 10 minut promyvacim roztokem I
pii laboratorni teploté a dvakrat 15 minut promyvacim roztokem II pti hybridisaéni
teploté. Poté byly membrany oplachnuty pufrem 1 a blokovany pufrem 2 po dobu 40
minut. Tento a vSechny nasledujici kroky probihaly ve 30°C. Blokované membrany
byly inkubovany 30 minut s protilatkou rozeznéavajici DIG s navazanou alkalickou
fosfatasou fedénou v pufru 2 v poméru 1:10000. Nespecificky navazané protilatky byly
odstranény trojim omytim membran promyvacim roztokem III trvajicim 15 minut a
poslednim omytim pufrem 1. Nakonec byly membrany ekvilibrovany 5 minut v pufru 3
a inkubovany také 5 minut s chemiluminescentnim substratem pro alkalickou fosfatasu
fedénym v poméru 1:100 v pufru 3. Substratem byl CSPD™ (Tropix, kat.c. CD010)
nebo CDP-Star™ (Tropix, kat.. MS010). Mebrany byly zabaleny do folie
SaranWrap™ a exponovany na autoradiograficky film po dobu 10 minut az nékolik

hodin.

4.6.10 Translace v in vitro systému

QOdbarvovaci roztok

1M NaOH
2% H,0,
Scintilaéni roztok T2
0,7 % PPO
v toluenu
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Spektrum bilkovin kédovanych urcitou frakci molekul mRNA bylo zjistovano
metodou translace v in vitro systému; radioaktivné znaCené bilkoviny byly
syntetisovany na zakladé¢ matric mRNA isolovanych nékterou z metod popsanych v
kapitolach 4.5 a 4.6. K proteosyntéze byl pouzit heterologni translacni systém, kit
“Rabbit Reticulocyte Lysate System” (Promega); bilkoviny byly radioaktivné znaceny
[>>S]methioninem (Amersham Pharmacia Biotech, kat.¢. SJ1515). Pro pfesngjsi analyzu
spektra mRNA asociovanych s polysomy byl vyvinut semihomologni systém, kdy byly
krali¢cimu lysatu nabidnuty jako matrice misto molekul mRNA celé polysomy (Kap.
4.5.2).

4.6.10.1 In vitro translace RNA

mRNA byla nejprve denaturovana 10 minut pfi 68°C a poté byly v 1,5 ml

mikrozkumavce smichdny slozky transla¢ni reakce:

lysat 17,5 Wl

RNasin (Promega) 0,5 pl

smés aminokyselin bez methioninu 0,5 pl

[**S]methionin (560-740 kBq) 1-2 ul

RNA 5-10 pg celkové
nebo

0,2-2 ng mRNA
ddH,O do 25 pul

Transla¢ni smés byla inkubovana 1 hodinu v 30°C a po probéhnuti reakce byly
vzorky skladovany v -80°C. Soucasti kazdého pokusu byly dvé kontrolni reakce,
negativni kontrola bez dodani mRNA pro zjisténi endogenni translacni aktivity systému
a positivni kontrola, kdy je translatovan 1 ng mRNA pro luciferasu (doddno vyrobcem).

Kvantitativni analyza de novo syntetisovanych bilkovin, tj. kolikrat vétsi byla
inkorporace [*°S]-methioninu ve vzorcich s RNA ve srovnani s negativni kontrolou.

Pro toto stanoveni byly vzdy 4 pl reakéni smési inkubovany 15 minut ve
zkumavce s 1 ml ddH,O a 0,5 ml odbarvovaciho roztoku ve 45°C. Bilkoviny byly poté,
po pfidani 0,5 ml 50% TCA, precipitovany 30 minut na ledu. Precipitat byl zachycen
filtraci vzorku za sniZzeného tlaku pies sklenéné filtry GF/A (Whatman) Kazdy vzorek

byl proplachnut 20 ml 8% TCA a 3 ml acetonu. Ptfes noc ususeny filtr byl ve scintila¢ni
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lahvicce ptevrstven 7,5 ml scintila¢niho roztoku T, a jeho radioaktivita pak byla

zmeéfena scintilaénim pocitacem.

4.6.10.2 In vitro translace polysomii

Reakce probihala podle protokolu popsaného v kapitole 4.6.10.1, jen s tim
rozdilem, Ze celkovd RNA ¢i mRNA byla nahrazena polysomdlnimi pellety
isolovanymi postupem popsanym v kapitole 4.5.2. Nejprve byla spektrofotometricky
zmeétena koncentrace RNA v rozpusténych polysomalnich sedimentech (Kap. 4.6.3).

Pro translacni reakci bylo pouzito 5-10 pg polysomalni RNA.

4.7 Isolace a analyza bilkovin

4.7.1 Mikroextrakce bilkovin

Extrakéni pufr
100 mM Tris-HCI, pH 8,0

5SmM EDTA
5SmM DTT

2x STM
100 mM Tris-HCI, pH 6,8
20 % glycerol
4% SDS
10 % BME

500 mg rostlinné tkané bylo drceno tlouckem v tfeci misce s tekutym dusikem
spolu s 90 pl extrakéniho pufru. Homogenat byl pteveden do sterilni 1,5 ml
mikrozkumavky, vortexovan 15 sekund a opakované extrahovan smési ¢/CH/IAA,
dokud nebyla interfaze zcela Cistd. Supernatant byl smichan se stejnym objemem

vzorkového pufru 2xSTM, povaien 3 minuty a skladovan v -20°C.

4.7.2 Priblizna kvantifikace bilkovin pomoci Coomassie Brilliant Blue
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Barvi¢ka Coomassie

0,1 %
25 %
10 %

Odbarvovaci roztok

25 %
10 %

Coomassie Brilliant Blue
methanol
kyselina octova

methanol
kyselina octova

Koncentrace bilkovin byla pied elektroforesou odhadnuta barvenim Coomassie

Brilliant Blue (CBB). Vzdy 1ul vzorku v nékolika fedénich od 1:1 do 1:49 byl blotovan

na filtracni papir Whatman 3MM, usuSen a barven 5 minut v roztoku barvicky. Poté byl

filtracni papir odbarvovan az do uplného zbéleni pozadi a vzorek byl porovnan se

standardy tvorenymi 1-10 mg/ml BSA.

4.7.3 Rozdéleni bilkovin pomoci SDS-PAGE

Vzorkovy pufr STM

50 mM
10 %
2 %
5%

Elektrodovy pufr

25 mM
192 mM
0,1 %

Délici gel (10-15 %)

10-15 %
500 mM
0,1 %
0,05 %
0,027 %

Zaostfovaci gel (3 %)

3%

125 mM
0,1 %
0,16 %
0,056 %

Tris-HCI, pH 6,8
glycerol

SDS

BME

Tris-base
glycin
SDS

akrylamid/bisakrylamid (38:1)
Tris-HCI, pH 8,8

SDS

Temed

(NH4),2S,05

akrylamid/bisakrylamid (38:1)
Tris-HCI, pH 6,8

SDS

Temed

(NH4)2S,05
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Pted elektroforesou byly vzorky denaturovany povarenim a k takto pfipravenym
vzorklim byly ptidany 2 pul 0,001 % bromfenolové modii.

Denaturované bilkoviny byly déleny na vertikalni elektroforese v systému SDS-
PAGE. Zaostfovaci gel mél charakteristiky C=2,7 a T=3, d¢lici gel C=2,7 a T=10-15,
vétSinou 12,5 (Laemmli, 1970). Béhem zaostfovani probihal gelem proud 15 mA, pii
vlastnim dé€leni byl zvysSen na 30 mA.

Byly-1i separovany radioaktivné znacené bilkoviny, byl gel po skonceni
elektroforesy 30 minut fixovan ve smési methanol/kyselina octova/ddH,0 (45:10:45).
Poté byl gel ponechan ptes noc v 7 % kyseliné octové a pred susenim nékolikrat promyt
vodou. Byl suSen 2 hodiny ve vakuu pii teploté 80°C. Poloha bilkovin byla detekovana

autoradiograficky, film byl exponovan 1-30 dni v -80°C.

4.7.4 Zviditelnéni rozdélenych bilkovin

Neradioaktivni bilkoviny byly po elektroforese (Kap. 4.7.3) zviditelnény

barvenim bud’ Coomassie Brilliant Blue nebo stiibrem.

4.7.4.1 Barveni bilkovin Coomassie Brilliant Blue

Barvici roztok CBB
0,1 % CBB (Sigma, kat.¢. B-7920)
45 % methanol
10 % kyselina octova
Odbarvovaci roztok 1
40 % ethanol
3% kyselina octova

Odbarvovaci roztok 2
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30 % ethanol

3,5% kyselina octova
Odbarvovaci roztok 3

20 % ethanol

4% kyselina octova
Odbarvovaci roztok 4

5% kyselina octova

Po skonceni elektroforesy byly délici gely pieneseny do cerstvého barviciho
roztoku CBB ve fixacni smési a tfepany do druhého dne, kdy byly postupné
odbarvovany odbarvovacimi roztoky 1-4, vzdy 2 x 15 minut pro gely silné 1 mm a 2 x
30 minut pro gely silné 1,5 mm. V ¢isté 5 % kyselin€ octové byly gely tfepany az do
uplného odbarveni pozadi a také skladovany zatavené v polyethylenovych saécich v

lednici.

4.7.4.2 Barveni bilkovin stfibrem

Fixace
50 % methanol
12 % kyselina octova

Impregnace |
0,865 mM Na28203.5H20

Impregnace 11
12 mM AgNO;3

Vyvijeci roztok

570 mM N212CO3
0,079 mM  Na,S,03.5H,0
0,05 % formaldehyd

Druhou moznosti zviditelnéni bilkovin po SDS-PAGE bylo obarveni stiibrem
(Blum et al., 1987), vyznacujicim se ve srovnani s barvenim CBB vétsi citlivosti.
Bilkoviny byly v gelu ihned po skonceni elektroforesy 30 minut fixovany. Tento a
vSechny nasledujici kroky se odehravaly na kyvacce pii laboratorni teploté. Fixovany

gel byl tiikrat promyt 50 % ethanolem, vZdy po dobu 15 minut. Poté nasledovala prvni
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impregnace (1 min), kratké promyti vodou a druha impregnace stiibrem (10 min). Po
dal§im proplachnuti byly bilkoviny na gelu zviditelnény pomoci vyvijeciho roztoku. Po
dosaZeni pozadované intensity prouzku byl gel premistén opét do fixacniho roztoku pro

zastaveni vyvijeci reakce. Gely byly skladovany ve vode¢.

4.7.5 Elektroblotovani bilkovin po elektroforese

10 x Tris-glycin

250 mM Tris-base

1,92 M glycin
Blotovaci pufr
I x Tris-glycin
20 % methanol
TBST
20 mM Tris-HCI, pH 7,4
150 mM NaCl
0,05 % Tween 20
Blokovaci pufr
1% NGS
2-5% BSA
2% CEA (tato slozka je zbytna)
v TBST
Roztok Ponceau S
0,2 % Ponceau S
3% TCA

Bilkoviny rozdélené¢ SDS-PAGE (Kap. 4.7.3) byly pomoci blotovaciho zatizeni
“Trans-Blot Cell” (Bio-Rad Laboratories, kat.¢. 170-3939) pieblotovany na
nitrocelulosovou membranu (Hybond-C, Amersham Pharmacia Biotech, kat.c.
RPN203E). Bezprostiedné po skonceni elektroforesy byl délici gel ekvilibrovan dvakrat
10-15 minut (délka ekvilibrace se odvijela od tloustky gelu) v blotovacim roztoku.
Mezitim byla membrana zvlh¢ena blokovacim roztokem, po dobu 5 minut. Z gelu,
membrany a filtracnich papirt Whatman 3MM byl sestaven blotovaci sendvi¢ a tento
byl umistén do blotovaciho zatizeni. Vlastni transfer probihal ptes noc pti 20 V/cca 160
mA; cely systém byl chlazen na 5°C. Po ukonceni pfenosu byla membrana oplachnuta 3

minuty ve vodé. UspésSnost prenosu bilkovin byla ovéfena kratkym reversibilnim
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obarvenim membrany roztokem Ponceau S a naslednym odbarvenim vodou. Poté byla

membrana ekvilibrovana 10 minut v TBST.

4.7.6 Imunodetekce specifickych bilkovin

AP pufr (pufr pro alkalickou fosfatasu)
100 mM Tris-HCI, pH 9,5
100 mM NaCl
5 mM MgCl,

AP detekéni roztok

300 pg/ml NBT
150 pg/ml  BCIP
v AP pufru

Specifické proteiny byly na membrané¢ detekovany vétSinou bezprostiedné po
ukonceni blotovani (Kap. 4.7.5). Filtr byl ekvilibrovan v blokovacim pufru (Kap. 4.7.5)
po dobu nejméné 1 hodiny. Tento a vSechny nasledujici kroky se odehravaly na kyvacce
pti teplot¢ 30°C. Poté byla membrana kratce oplachnuta TBST (Kap. 4.7.5) a
inkubovéna 1-2 hodiny s primarni protilatkou rozpusténou v blokovacim pufru.
Protilatky byly fedény v poméru 1:5 az 1:1500 podle vyrobce a typu protilatky.
Nasledovalo promyti TBST, ctyfikrdt 10 minut, a jednohodinovd inkubace se
sekundarni protildtkou konjugovanou s alkalickou fosfatasou v TBST doplnéném 1 %
BSA. Nakonec byla membrana kratce ekvilibrovana v AP pufru a navazané protilatky
byly zviditelnény inkubaci v AP detekénim roztoku. Visualisace byla zastavena vodou a

oplachnuta a ususend membrana byla skladovéana na suchém misté.

4.8 Soucasna isolace RNA a bilkovin pomoci TRI-Reagent™

Metoda soucasné isolace RNA, DNA v jediném kroku pomoci TRI-Reagent™
(Chomczynski, 1993) je zdokonalenim vySe popsané metody isolace celkové RNA
(Kap. 4.6.1; Chomczynski a Sacchi, 1987). 100 mg rostlinné tkané bylo drceno spolu s
1 ml TRI-Reagent™ (Sigma, kat. ¢. T-9424) tlouckem v tfeci misce s tekutym dusikem

a prevedeno do sterilni 1,5 ml mikrozkumavky. Po pifidani 0,2 ml chloroformu byl
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homogenat vortexovan. Vzorek byl poté inkubovan 15 minut v laboratorni teploté a
centrifugovan (12 000 g, 20 min, 4°C). Svrchni vodna faze byla pievedena do nové
mikrozkumavky a RNA byla precipitovana po pfidani stejného objemu isopropanolu v -
20°C po dobu nejméné jedné hodiny. RNA byla sedimentovana (12 000 g, 20 min, 4°C),
promyta 70% ethanolem a po vysuSeni rozpusténa v pfisluSném mnozstvi ddH,O ¢i
formamidu.

Pro precipitaci DNA bylo k fenolické fazi a k interfazi ptidano 0,3 ml ethanolu,
smés byla promichana a centrifugovana (2 000 g, 5 min, 4°C). Supernatant, obsahujici
bilkoviny, byl pieveden do sterilni zkumavky a bylo k nému piidano 1,5 ml
isopropanolu. Po nezbytném promichani byly vzorky inkubovdny 10 minut v
laboratorni teploté a centrifugovany (12 000 g, 10 min, 4°C). Bilkovinny sediment byl
tiikrat promyt 0,3 M guanidin hydrochloridem rozpu$ténym v ethanolu a poctvrté
¢istym ethanolem. Bilkoviny byly nakonec rozpustény ve vzorkovém pufru STM (Kap.

4.7.3) a po povaieni ptipraveny k elektroforéze.

4.9 Identifikace bilkovin vazanych na n#p303 mRNA

Pro identifikaci bilkovin vazanych na NTP303 mRNA byla zvolena metoda
northwestern blot hybridisace, tedy hybridisace denaturovanych a renaturovanych
bilkovin rozdélenych podle hmotnosti a immobilisovanych na membrané s radioaktivné

znacenou RNA sondou v posmérné orientaci.

4.9.1 Rozdéleni a elektroblotovani bilkovin

Katodovy pufr

25 mM Tris-HCI, pH 9,5

40 mM glycin

10 % methanol
Anodovy pufr |

300 mM Tris-HCI, pH 10,4

10 % methanol
Anodovy pufr 11

103



25 mM Tris-HCI, pH 10,4
10 % methanol

Bilkoviny urené pro northwestern blot hybridisaci byly rozdéleny podle
velikosti metodou SDS-PAGE (Kap. 4.7.3) a pfeneseny na nitrocelulosovou membranu
(Hybond-C, Amersham Pharmacia Biotech, kat.¢. RPN203E). Z ¢asovych divodi byla
v tomto piipad¢ dana prednost polosuché metode¢.

Pted zapocetim blotovani byla piipravena nitrocelulosovda membrana a 6 kust
filtracniho papiru Whatman 3MM, vSe velikosti pfesné odpovidajici blotovanému gelu.
Tti papiry byly ekvilibrovany v katodovém pufru, dva papiry v anodovém pufru I a
jeden papir a membrdna v anodovém pufru II. Poté byl na katod¢ vybudovéan sendvic¢
postupn¢ sestavajici ze tii filtratnich papird namocenych v katodovém pufru, gelu,
membrany, papiru obsahujiciho anodovy pufr II a dvou zbyvajicich papiri
vykoupanych v anodovém pufru I. Po pfipojeni anody byly bilkoviny pfenaSeny za
pouziti stadlého proudu po dobu 1 hodiny. Byl-li blotovan jeden gel, byl aplikovan proud
100 mA, pii souasném blotovani dvou gelii bylo pouzito 150 mA. Uspé&snost prenosu
bilkovin byla opét ovéfena kratkym reversibilnim obarvenim membrany roztokem

Ponceau S (Kap. 4.7.5) a naslednym odbarvenim vodou.

4.9.2 Denaturace a renaturace bilkovin

SB pufr
15 mM HEPES, pH 7.9
50 mM KCl
0,1 % Ficoll 400-DL
0,1 % PVP-40
0,01 % PTE
0,1 mM MnCl,
0,1 mM ZnCl,
0,1 mM EDTA
0,5 mM DTT.
StB (Stripping buffer)
StB1 6 M guanidinium hydrochlorid (GHC) v
RB
StB2 3M GHC vRB
StB3 1,5M GHC vRB
StB4 0,75 M GHC vRB
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StB5 0,375 M GHC v RB
StB6 0,187 M GHC v RB
RB (Renaturing buffer)

200 mM TEA, pH 7,5
500 mM KCl
1 mM DTT

Bilkoviny byly po pfenosu na membranu podrobeny denaturacnimu a
renaturacnimu cyklu. Aplikace tohoto cyklu zlepsila vazebnou schopnost bilkovin pro
RNA a zlepsila pomér signalu vic¢i pozadi (Vinson et al., 1988). Membrana byla
dvakrat 20 minut promyta pufrem StB1 a poté vzdy 10 minut postupné pufry StB2-6.
Na zavér byla membrana oplachnuta 10 minut v pufru RB a poté renaturovana pies noc

v pufru SB.
4.9.3 Priprava radioaktivné znacenych RNA sond

Radioaktivné znacené sondy byly pfipraveny metodou run-off transkripce na
zaklad¢ matrice DNA prost¢ RNAs za pouziti transkripéniho kitu MAXIScript™
(Ambion Inc., kat.¢. 1308). Zakladem byla spravna volba RNA polymerasy tak, aby

vysledny transkript byl v posmérné orientaci.

Byla tedy vytvofena transkripéni smés:

DNA templat 1 pg

10 x reak¢ni pufr 2 ul

rATP 500 uM
rCTP 500 uM
rUTP 500 uM
[a-*?P] rtGTP cca 50 pCi
GMP 1 mM
inhibitor RNas 20U
T3/T7 RNA polymerasa 1U
ddH,O do 20 ul

Tato byla inkubovéana 30 minut pfi 37°C. Po pfidani 1 ul DNasy I prosté RNas

byla inkubovéana dalSich 15 minut pii stejné teploté. Neinkorporované nukleotidy byly
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po syntéze odstranény béhem purifikace sond pomoci kolon “NucTrap™ Probe

Purification Columns” (Stratagene, kat.¢.400701).

4.9.4 Elektroforetické ovérovani kvality radioaktivné zna¢ené RNA

10 x TBE
0,9M Tris
0,9M kyselina borita
20 mM EDTA
NandSeci pufr
95 % formamid
0,025 % xylen cyanol FF
0,025 % bromfenolova modf
0,5 mM EDTA

0,025 % SDS

Elektrodovy pufr
1x TBE
Délici gel
5% akrylamid/bisakrylamid (38:1)
8M mocovina
1 x TBE
0,08 % (NH4)2S,0s
0,12 % Temed

Intaktnost in vitro transkribovanych RNA sond znacenych [**P] byla ov&fovana
elektroforeticky v polyakrylamidovém gelu. Vzorek RNA sondy byl nanesen v
nanaSecim pufru a rozdélen v prostiedi elektrodového pufru pii napéti 230 V po dobu
pfiblizné 20 minut.

Po rozdéleni bylo odstranéno svrchni sklo a spacery, gel obsahujici radioaktivni
RNA byl ptekryt folii a exponovan na autoradiograficky film. VétSinou byla vzhledem

k sile signalu dostate¢na doba exposice n¢kolik minut.

4.9.5 Northwestern blot hybridisace

Prehybridisaéni pufr

0,1 mg/ml kvasinkova blokovaci RNA

106



v pufru SB (Kap. 4.9.2)
Hybridisaéni pufr

0,1 mg/ml kvasinkova blokovaci RNA
0,25-0,5x 10° cpm/ml radioaktivni RNA sonda
v pufru SB

Membréana byla prehybridisovana 30 minut v prehybridisaénim roztoku a poté
inkubovana 2 hodiny v hybridisaénim pufru, v8e pfi 26°C. Nespecificky navazana sonda
byla odmyta pufrem SB, ctyfikrat po dobu 5 minut. Omyta membrana byla osusena,
zabalena do folie SaranWrap™ a exponovana na rentgenovy film (Hyperfilm MP,
Amersham Pharmacia Biotech, kat.¢. RPN2115H) v -80°C po dobu 2-16 hodin. Druhou
moznosti byla detekce signdlu systémem Phosphorlmager™ spole¢nosti Molecular

Dynamics a jeho kvantifikace programem ImageQuant™ od téhoz vyrobce.

4.10 Screenovani cDNA knihovny

Pro své pokusy jsem pouzival cDNA knihovnu ziskanou na zaklad¢ celkové
mRNA isolované ze zralého pylu tabaku (Nicotiana tabacum var. Samsun), kterd mi
byla laskavé zapijCena Prof. Davidem Twellem z University of Leicester, Leicester,
U.K. Tato expresni knihovna byla vytvofena v Lambda ZAPII vektoru (Stratagene,
kat.¢. 236211) a jejim autorem byl Dr. Justin P. Sweetman (Sweetman, 1996).

4.10.1 Nalévani cDNA knihovny

Bunky Escherichia coli (kmen XL1-Blue), kompetentni pro adsorpci
bakteriofagli, byly namnoZeny po inokulaci 50 ml média NZY obsahujiciho 0,2 %
maltosu a 10 mM MgSO4 (Kap. 4.3.1) jednou kolonii ze zdsobni plotny. Kdyz kultura
dosahla hodnoty ODgpp=0,5, byly buiiky sedimentovany (1 000 g, 10 min) a rozpustény
v 50 ml 10 mM MgSO,. Takto oSetfena kultura byla v lednici stabilni nejméné po dobu
5 dni. Pfedem zméteny titr bakteriofaga A, v nasem piipadé 10 000 pfu, byl smichén s 3
ml kompetentnich bunék a inkubovan 15 minut pfi 37°C za G¢elem adsorpce fagl na
povrch bakterii. Poté bylo k suspenzi bunék a fagh ptiddno 30 ml NZY top-agaru
piedehtatého na 50°C a v8e bylo nalito na povrch NZY agaru ptipraveného ve tvercové
Petriho misce o délce strany 22,5 cm. Po usuSeni byly Petriho misky obraceny dnem

vzhiru a inkubovany 8-16 hodin pti 37°C.
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4.10.2 Screenovani cDNA knihovny jednoretézcovou DNA sondou

Denaturacéni roztok

0,5M NaOH
1,5M NaCl
Neutraliza¢ni roztok
0,5M Tris-HCI, pH 7,4
3M NaCl
20 x SSC
3M NaCl
0,3 M Na-citrat, pH 7,0
Hybridisaéni roztok
0,25M Na-fosfat, pH 7,2
7 % SDS
Promyvaci roztok I
20 mM Na-fosfat, pH 7,2
5% SDS
Promyvaci roztok 11
20 mM Na-fosfat, pH 7,2
1 % SDS

Plotny (Kap. 4.10.1) byly vychlazeny na 4°C v lednici pro zpevnéni top-agaru
pfed pfenosem plakli na membrdnu. Plotny byly pfevrstveny ctverci membrany
Hybond-N+ (Amersham Pharmacia Biotech, kat.c. RPN203B) na dobu 2 minut. Behem
této doby byla presné oznacena poloha filtrii viici Petriho miskdm. Po pfenosu byla
DNA 7 minut denaturovdna polozenim membran na filtra¢ni papir Whatman 3MM
zvlhéeny denaturacnim roztokem. Stejnym zplUsobem byly membrany oSetieny
neutralisaénim roztokem, dvakrat 3 minuty. Po oplachnuti roztokem 2 x SSC byla DNA
na membranich immobilisovana zapeCenim ve vakuu pti 80°C po dobu 30 minut.
Membrany byly prehybridisovany v hybridisaénim roztoku po dobu 30 minut pfi teploté
40, 55 nebo 65 °C. Teplota byla zvolena podle pozadované stringence hybridisace.
Radioaktivni DNA sonda (Kap. 4.6.6) byla povaiena, pfidana do hybridisa¢niho roztoku
a membrana byla hybridisovana pfes noc pifi patficné teploté. Po hybridisaci byly
membrany promyty dvakrat 30 minut promyvacim roztokem I pti hybridisacni teploté.

Nésledovala dvé promyti promyvacim roztokem II za stejnych podminek. Membrany s
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navazanymi sondami byly osuSeny, zabaleny do folie SaranWrap™ a exponovany na
rentgenovy film (Hyperfilm MP, Amersham Pharmacia Biotech, kat.. RPN2115H) v -
80°C po dobu 2-16 hodin.

Po vyvolani filmu byla uréena poloha positivnich klond, tyto byly isolovany
(Kap. 4.10.4) a podstoupily proceduru sekundarniho a ve vétSiné€ ptipadu i tercialniho
screeningu za stejnych podminek, jen s nizsi hodnotou pfu na plotnu. Ugelem takového

jednani byla purifikace ptivodné pravdépodobné ne zcela Cistych a homogennich klonii.

4.10.3 Screenovani expresni cDNA knihovny RNA sondou

Plotny byly nality zpiisobem popsanym v kapitole 4.10.1 a po naliti byly
inkubovany v 37°C do objeveni se prvnich plakt viditelnych prostym okem, coz trvalo
nejdéle 8 hodin. Plotny byly poté piekryty nitrocelulosovou membranou (Hybond-C,
Amersham Pharmacia Biotech, kat.¢. RPN203E) impregnovanou 30 minut v 20 mM
roztoku IPTG. IPTG pusobilo jako induktor exprese cDNA kloni. Plotny byly spolu s
membranami kultivovany ptes noc v 37°C. Po oznaceni polohy byly membrany opatrné
stiaty z ploten, osuSeny 15 minut na filtraénim papiru a pieblotované bilkoviny poté
podstoupily denatura¢ni/renaturaéni cyklus s pouzitim pufrid popsanych v kapitole 4.9.2.
Membrany byly tfepany 30 minut v denatura¢nim pufru StB1, poté 10 minut v pufru
StB2 a vzdy 5 minut v pufrech StB3-6. Nasledovalo omyti zbytki GHC v renatura¢nim
pufru RB a tficetiminutovd renaturace opcét v pufru RB. Membrany byly dale
prehybridisovany 30 minut v 26°C v prehybridisacnim pufru SB (Kap. 4.9.2)
obohaceném o 0,2 mg/ml blokovaci kvasinkové RNA. Hybridisace membran probihala
v hybridisa¢nim pufru SB s 0,2 mg/ml kvasinkové RNA a radioaktivné znacenou RNA
sondou 2 hodiny v 26°C. Poté byly membrany omyvany a zbyly specificky signal byl
detekovan na rentgenovy film zptisobem popsanym v kapitole 4.9.5.

Po vyvolani filmu byly identifikovany positivni klony, které byly isolovany
(Kap. 4.10.4) a dale purifikovany béhem sekundarniho a tercidlniho screeningu za

podminek popsanych v ¢asti vysledkl v kapitole 5.6.

4.10.4 Uchovavani isolovanych bakteriofagi A
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Pufr SM
100 mM NaCl

17 mM MgSO4
50 mM Tris-HCI, pH 7,5
0,01 % zelatina

Positivni  klony (Kap. 4.10.2) byly isolovdny pfenesenim top-agaru v
inkriminované oblasti sterilni Pasteurovou pipetou do 1,5 ml mikrozkumavky
obsahujici 500 pl pufru SM a 20 pl chloroformu pro zabranéni riistu bakterii. Tato

suspenze bakteriofaga A je v lednici stabilni po dobu nékolika let.

4.10.5 In vivo excise plasmidu pBluescript
Zasobni suspenze bakteriofaga A (Kap. 4.10.4) byla po isolaci positivniho klonu

vortexovana a inkubovana 1-2 hodiny v laboratorni teploté, ¢imz dosSlo k difusi

fagovych Castic z agarosy.

Poté bylo ve sterilni 50 ml centrifugacni zkumavce smichano

XL1-Blue (OD600:1) 200 ul
zasobni suspenze faga A 100 pl
pomocny fag ExAssist™ 1wl

(Stratagene, kat. ¢. 200253)

Smés byla inkubovana 15 minut pfi 37°C. Po uplynuti této doby nezbytné pro
adsorpci fagovych partikuli na povrch bakterii byly ptfidany 3 ml média 2xYT a kultura
byla inkubovana 2 hodiny pii 37°C v orbitalni tfepacce (200 ot./min). Nasledné byla
kultura zahfata 20 minut na 70°C a centrifugovana (4000 g, 15 min). Supernatant
dekantovany do sterilni zkumavky ptedstavoval zasobu faga a byl skladovan pti 4°C. 1
ul tohoto roztoku bylo pouzito pro infekci 200 pl bakterii E. coli (kmen SOLR,
ODgoo=1) v 1,5 ml mikrozkumavce. Smés byla opét inkubovana 15 minut pti 37°C. 100
ul infikovanych bunék bylo pouzito pro kultivaci na LB agarovych plotnach (Kap.
4.3.1) obohacenych ampicilinem (Kap. 4.3.3). Kolonie, které¢ se po n€¢kolika hodinach
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inkubace v 37°C objevily, obsahovaly dvojietézcovy fagemid pBluescript SK(-), ktery
byl nositelem resistence viici ampicilinu. Bakteridlni kmen SOLR neni pfili§ vhodny
pro dalsi praci s plasmidem, proto byl tento prenesen do odolnéjsich bun¢k kmene XL 1-
Blue. Dobfe ohrani¢ena kolonie SOLR buné¢k byla pfes noc namnozena ve 3 ml LB
média obsahujiciho ampicilin (Kap. 4.3.3 a 4.3.4). Z takto narostlych bunék byla
vyisolovana plasmidovda DNA (Kap. 4.4.1), ktera byla po ovéfeni délky insertu (Kap.
4.4.2) pouzita pro transformaci kompetentnich bun¢k XL1-Blue (Kap. 4.4.9).

4.11 Sekvenovani DNA

Dvojtetézcovd DNA obsazena v klonech isolovanych pii screenovani cDNA
knihovny (Kap. 4.10) byla automaticky sekvenovana za pouziti procedury ABI

Prism™.,

4.11.1 Priprava templatu pro automatické sekvenovani

Pro spravny vysledek sekvenovaci reakce bylo tieba, aby plasmidova DNA byla
kvalitni a velice Cista. Standardni protokol uzivany pro jeji isolaci (Kap. 4.4.1) nemohl
pozadovanou kvalitu zaru€it a proto byl pro isolaci templatu pouzivan kit “QIAGEN
Plasmid Mini Kit” (Qiagen, kat.¢. 12123).

4.11.2 Vlastni reakce

Komponenty automatické sekvenovaci reakce byly smichany v 0,5 ml

mikrozkumavce:

ABI Prism™ Terminator Premix 8 ul
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dsDNA templat (0,2 pg/ul) 2wl
primer (3,2 pmol) I ul
ddH,0O 9oul
Reakéni smés byla prevrstvena kapkou mineralniho oleje (Sigma, kat.c. M-

5904) a DNA byla amplifikovana za pouZiti termocykleru Perkin-Elmer Cetus Model
480 v nasledujicich podminkach:

25 cyklii

96°C 30 sekund
50°C 15 sekund
60°C 4 minuty

Reakéni produkty byly purifikovany po pievedeni do 1,5 ml mikrozkumavky
obsahujici 2ul 3 M NaOAc, pH 5,2 a 50 pl 95% (v/v) ethanolu. VSe bylo vortexovéana a
inkubovéano 10 minut na ledu. Precipitované reakéni produkty byly centrifugovany (14
000 g, 20 min, laboratorni teplota). Sediment byl promyt 70 % ethanolem a suseny za
snizeného tlaku. Piecisténé reakéni produkty byly analysovany pomoci gelové
elektroforesy (ABI 373) spolecnosti PNAL Services (University of Leicester, Leicester,
U.K)).

4.11.3 Zpracovani dat

Ziskané sekvence byly uchovany a analysovany na pocita¢i Apple Macintosh

pomoci programi GeneJockey II (BioSoft) a DNA Strider.
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Cist 5

Vysledky
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5.1 Zmény v distribuci RNA mezi polysomy a postpolysomalnimi
ribonukleoproteinovymi ¢asticemi v procesu zrani pylu a béhem rustu

pylové lacky

5.1.1 Uvod

Prvni kapitola vysledkii navazuje na diplomovou praci (Honys, 1995); v ni
publikované poznatky jsou na tomto misté rozSiteny a prohloubeny. Cilem bylo popsat
a) formovani zasobnich mRNP a potvrdit pfitomnost skladovanych mRNA v nezralém
pylu tabdku prave v této forme; b) derepresi skladovanych mRNA béhem aktivacni faze
a kliceni pylu; a konecné c) pfitomnost volnych mRNP jako dostupného zdroje
translatovatelné mRNA béhem rustu pylové 1ac¢ky. Pro zodpovézeni uvedenych otazek
byly sledovany kvantitativni a kvalitativni zmény v populacich translacné aktivnich a
skladovanych mRNA v nezralych a zralych pylovych zrnech a v rostoucich pylovych

lackach.

5.1.2 Existence volnych mRNP a redistribuce mRNA mezi volnymi mRNP a
polysomy

Pro ziskdni polysomalnich profili zkoumanych vzorkd byla pouZita metoda
rozdéleni ribonukleoproteinovych komplexi pfitomnych v postmitochondridlnim
supernatantu jeho centrifugaci v linearnim 10-40% sacharosovém gradientu (Kap.
4.5.1). Pfi rozebirani gradientu, béhem né&hoz byl zapsan jeho absorpéni profil pii
monosomum a postpolysomalnim mRNP.

Situace v nezralém pylu je znazornéna na obrazku 5.1. Mikrospory ve stadiu I.
pylové mitosy (St. 1) obsahovaly jen velmi malé mnoZstvi RNA. Omezeny pocet
polysomi odpovida jejich dfive publikované nizké translacni aktivite (Tupy et al.,
1983b). Na druhou stranu jiz detekovatelné mnozZstvi RNA ve frakci postpolysomalnich
RNP ukézalo na pocatek syntézy zadsobnich mRNA na samém pocatku vyvoje pylu.

Nezraly pyl v po¢atecnich fazich ukladani skrobu (St. 3) vykazuje nejvyssi miru syntézy
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bilkovin 1 RNA (Tupy et al, 1983b). Toto poznani bylo potvrzeno na urovni
subcelularni distribuce mRNA dvéma vrcholy v pozicich odpovidajicich polysomim a
monosomum. ZvysSujici se podil RNA v postpolysomalnich RNP ukézal na pokracujici
syntézu zasobni mRNA. Pro pozdni stadia dozravani pylovych zrn (St. 5) je
charakteristicky pokles jejich transkripéni a translacni aktivity (Tupy ef al., 1983b).
Uvedeny jev byl doprovazen redistribuci RNA z polysomi do volnych RNP.

1,00

Nezraly pyl
3380 Stadium 1 Stadium 3 Stadium 5
£ 0,601 L L
j=
o
&
< 0,40+ - -
0,20F H -
0,00
0 Polysomy Monosomy ~ RNP 0 Polysomy Monosomy ~ RNP 0 Polysomy Monosomy ~ RNP
-—Sedimentace -—Sedimentace -—Sedimentace

Obr. 5.1. Absorpcni profily postmitochondridlni frakce ze tfi stadii nezralého pylu centrifugované v
linearnim sacharosovém gradientu. Vrcholy odpovidajici polysomiim, monosomim a postpolysomalnim
RNP jsou vyznacéeny.

Kli€ici pyl, 5 min Kli€ici pyl, 15 min
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Obr. 5.2. Absorp¢ni profily postmitochondridlni frakce centrifugované v linearnim sacharosovém
gradientu. Postmitochondridlni supernatant byl ziskan z pylovych zrn kli¢icich po dobu 5 a 15 minut a z
pylovych lacek kultivovanych in vitro 1 a 12 hodin. Vrcholy odpovidajici polysomim, monosomdm a
postpolysomalnim RNP jsou vyznaceny.
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Rehydratace pylového zrna po kontaktu s bliznou piedstavuje jeho aktivacni fazi
(Heslop-Harrison, 1992), ktera piedchazi vykli¢eni v pylovou lacku a jejimu
naslednému ristu. Béhem prvnich deseti minut imbibice asociuje zdsobni mRNA
s ribosomdlnimi podjednotkami za vzniku polysomil a umoznuje tak syntézu bilkovin
nezbytnych pro rist pylové lacky (Tupy et al., 1977b). Proporéni zastoupeni polysomi
se pii kultivaci pylovych lacek in vitro zvySuje, aby dosahlo svého maxima po Ctyfech
hodinach ristu. Vysledky uvedené na tomto misté potvrzuji silny nartst mnoZzstvi
polysomil béhem imbibice a v pocatecnich fazich ristu pylové lacky a ukazuji také, ze

tento nartst je doprovazen poklesem na urovni mRNP (Obr. 5.2, 5 min a 15 min).

Relativni zastoupeni RNA

SCNEEE e I b I L

<« 80
> 60 O RNP
(=)
% 40 B PS
J
O\ 20 -
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1h 12h 48h
Délka kultivace

Obr. 5.3. Relativni zastoupeni cytosolické RNA v postpolysomalni a polysomalni frakci v pylovych
lackach kultivovanych in vitro.

RNP, postpolysomalni frakce obohacena mRNP casticemi; PS, polysomalni frakce.

Rozdily mezi sedimentacnimi spektry RNA v pylovych la¢kach kultivovanych
po dobu 1 a 12 hodin je znidzornéno na obrdzku 5.2 (1 h a 12 h). Polysomdlni a
monosomalni vrcholy svou vyskou ukazovaly na podobné kvantitativni zastoupeni obou
typt komplexii, ale vrcholy odpovidajici RNP byly ve dvanactihodinovych lackach
piekvapivé vyssi nezli v 1ackach jednohodinovych. Pro potvrzeni tohoto zjiSténi byl
postmitochondrialni supernatant centrifugovan pies polstarek tvofeny 60% sacharosou
pro oddéleni polysomalniho sedimentu od postpolysomélniho supernatantu
obohaceného volnymi RNP. Absolutni hodnoty mmnozstvi RNA odpovidaly dfive
publikovanym vysledkim (Tupy, 1982). Relativni zastoupeni RNA v polysomalni a

postpolysomalni frakci je znazornéno na obrazku 5.3 a ukazuje na tendenci k pomalg,
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ale neustalé redistribuci RNA z polysomalni frakce do frakce postpolysomalni a tento
proces je spojeny s poklesem translacni aktivity v rostouci pylové lacce za danych

kultiva¢nich podminek.

5.1.3 Informacni obsah studovanych populaci mRNA

Kvalitativni rozdily mezi populacemi mRNA pfitomnymi ve studovanych
podbunéénych frakcich byly studovany metodou translace in vitro. RNA
z postpolysomalni frakce obohacené mRNP a z polysomii byla ze samc¢iho gametofytu
tabdku v jednotlivych vyvojovych stadiich isolovana metodou centrifugace
postmitochondrialniho supernatantu pies polStafek tvoreny 60% sacharosou (Kap.
4.5.2). RNA z téchto frakci byla dale translatovana in vitro v heterolognim systému
z krali¢ich retikulocytti (Kap. 4.6.10) a radioaktivné znacené de novo syntetisované
polypeptidy byly pak rozd€leny pomoci jednorozmérné SDS-PAGE (Kap. 4.7.3; Obr.
5.4).

Rozdily mezi spektry bilkovin odpovidajicimi obéma frakcim mRNA,
polysomalni a postpolysomalni, byly vyznamnéjsi v nezralych zrnech nezli v pylovych
la¢kach. V pribéhu vSech zkoumanych stadii ontogenese samc¢iho gametofytu byla
vétSina mRNA nalezena v obou frakcich. Navic byly popsany mRNA ptitomné
specificky nebo pfednostné v postpolysomalni frakci ¢i naopak ve frakci polysomalni
(Obr. 5.4, viz. Sipky).

Béhem rehydratace pylu dochéazelo krychlé translokaci mRNA z frakce
z4dsobnich mRNP do polysomalni frakce (Obr. 5.2). Zajimavych zmén doznavala
dynamika asociace jednotlivych mRNA s polysomalnimi komplexy (Obr. 5.5). VétSina
typt mRNA byla navdzana na polysomech jiz po péti minutdch imbibice a v dal$im
obdobi nedochdzelo ke zménam jejich zastoupeni. Tyto typy jsou reprezentovany
mRNA kodujici nascentni polypeptid s molekulovou hmotnosti 45 kDa. K asociaci
jinych mRNA dochéazelo pomaleji. Ptiklady takovych messengerti mohou byt mRNA
kodujici bilkoviny s molekulovou hmotnosti 41 a zejména 42 kDa. V populaci mRNA
isolovanych z volnych RNP nebyly béhem prvnich 15 minut kli¢eni pozorovany Zadné
kvalitativni zmény.

Transla¢ni aktivita mRNA isolované z postpolysomdlni frakce a z polysoml

byla v heterolognim in vitro systému nizsi ve srovnani se vzorky, kde byla jako templat
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Obr. 5.4. Rozdily v informa¢nim obsahu mRNA isolované z polysomalni a postpolysomalni frakce.
Radioaktivné znacené polypeptidy byly syntetisovany in vitro podle matrice 10 pg cytosolické RNA.
Bilkoviny syntetisované podle mRNA vykazujici rozdilnou distribuci mezi zkoumanymi frakcemi jsou
oznaceny Sipkami.

RNP, postpolysomalni frakce obohacena mRNP casticemi; PS, polysomalni frakce; 83, stadium 3
nezralého pylu; S5, stadium 5 nezralého pylu; 1H, pylové lacky kultivované in vitro po dobu 1 hodiny;
4H, pylové lacky kultivované in vitro po dobu 4 hodin,; 12H, pylové lacky kultivované in vitro po dobu 12
hodin.

Obr. 5.5. Dynamika asociace mRNA s polysomalnimi komplexy béhem bobtnani pylu. Radioaktivné
znacené polypeptidy byly syntetisovany in vitro podle matrice 10 pg cytosolické RNA (A). Bilkoviny
odpovidajici Sesti vybranym konkrétnim mRNA jsou oznaceny Sipkami a jejich relativni abundance ve
ttech Casech bobtnani je vynesena v grafu (B). Tato byla vypoctena integraci vrchold na
densitometrickém scanu fluorogramu.

RNP, postpolysomalni frakce obohacena mRNP Ccasticemi; PS, polysomalni frakce; 5, pyl bobtnajici 5
minut; 10, pyl bobtnajici 10 minut; 15, pyl bobtnajici 15 minut.

Obr. 5.7. Semihomologni in vitro translaéni systém. Porovnani in vitro translaéni aktivity v zavislosti na
pouzitém templatu.

mRNA, polysomalni mRNA, celkovd RNA, cytosolickd RNA isolované z polysomalni frakce; polysomy,
intaktni polysomy; 5, pyl bobtnajici 5 minut; 10, pyl bobtnajici 10 minut, 15, pyl bobtnajici 15 minut.



pouzita celkovd RNA (Obr. 5.6). To mohlo byt zplisobeno urcitou mirou represe
translace v heterolognim translaénim systému (Minich et al, 1989). Ve snaze urcit
mozny vliv heterolognich transla¢nich faktorii pfitomnych v lysatu zkréli¢ich
retikulocyti byl tento translacni systém porovnan se systémem semihomolognim, ve
kterém byla jako templat translacni reakce pouzita cela polysomalni frakce bez
pfedchozi purifikace RNA. Vysledkem byla n¢kolikandsobné vyssi translacni aktivita,
vyjadfena mirou inkorporace zna¢enych aminokyselin do syntetisovanych polypeptida,
ve srovnani se vzorky, kde byla jako templat pouzita pteiSttna RNA a dokonce 1
kontrolni mRNA kodujici luciferasu (Obr. 5.6). Spektra prekladanych mRNA nedoznala
dramatickych zmén (Obr. 5.7), ale relativni intensita n€kterych bandl se v pouZitych
translacnich systémech liS§ila. mRNA kodujici bilkovinu s molekulovou hmotnosti 45
kDa byla nejucinngji translatovdna v semihomolognim systému. Naproti tomu bandy
odpovidajici n€kolika jinym polypeptidim byly v tomto systému slab$i nez v systému
heterolognim (Mw 37, 54, 60 kDa) nebo dokonce zcela zmizely (Mw 81 kDa v pylu
kli¢icim 5 minut). Tyto bilkoviny, u kterych byla intensita syntézy zteteln¢ ovliviiovana
translaénim systémem, jsou s velkou mirou pravdépodobnosti kddovany mRNA, jejichz

exprese je regulovana na transla¢ni tirovni.

Inkorporace [35S]M ethioninu
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Obr. 5.6. Kvantitativni vyjadieni translaéni aktivity vyjadiené jako inkorporace [*°S]Methioninu
vynesené jako funkce pouzitého templatu.

T, celkova RNA; RNP, cytosolicka RNA isolovana z postpolysomalni frakce obohacené mRNP casticemi,
PS, cytosolicka RNA isolovana z polysomalni frakce; polysomy, intakini polysomy, luciferasa, kontrolni
mRNA kédujici luciferasu, endo, bez templatu.
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5.1.4 Diskuse

Vysledky popsané v prvni kapitole potvrdily difive publikovany nartst syntézy
RNA ve vyvijejicim se pylu tabaku, kde se uvadi, ze v obdobi od prvni pylové mitosy
az do stadia zralosti, kdy se objem pylového zrna zvétSuje dvakrat, zatimco obsah jeho
celkové RNA vzristd téméi sedmkrat (Tupy, 1982) a obsah poly(A)' RNA dokonce
tiinact- (Schrauwen et al., 1990) az dvacetkrat (Tupy, 1982), v zavislosti na pouzitém
zdroji dat. Tvorba cytoplasmy vegetativni buiiky je spojena s rychlou aktivaci syntézy
RNA a bilkovin a tim 1 s formovanim novych ribosomt, jejichz celkové mnozstvi se
vuvedeném obdobi zvySuje pfiblizné desetkrat. NejveétSi intensity dosahuje
proteosyntéza, podobné jako syntéza RNA, ve fazi maximalniho vyplnéni vegetativni
buiiky cytoplasmou s pocinajicim ukldddnim Skrobu (stadium 3; Tupy et al., 1983b).
Tomu odpovida 1 zjistény nejvetsi podil polysomdlnich komplexi, velké mnozstvi RNA
v oblasti odpovidajici monosomiim a zfetelné narlstajici mnoZstvi postpolysomalnich
RNP (Obr. 5.1). Jiz v tomto vyvojovém stadiu je lze zaznamenat i kvalitativni rozdily
mezi populacemi mRNA v polysomélni a postpolysomalni frakeci, coz ukazuje na
pocatek syntézy zdsobnich mRNA urcenych k translaci v pozdéjsich fazich zrani pylu a
zejména v pylovych lackach (Obr. 5.4).

Uvedenou metabolicky nejaktivnéj$i fazi vrcholi obdobi vyvoje pylu a nastupuje
obdobi zrani, charakteristické vypliiovanim vegetativni buiikky Skrobem, doprovéazené
snizenim syntézy RNA a disociaci polysomt (Tupy et al., 1983b). Populace mRNA
v polysomalni frakci nedoznava v tomto obdobi tak vyznamnych zmén jako populace
skladovanych mRNA (Obr. 5.4), coz napovida, Ze v obdobi zrani jsou piednostné
syntetisovany zasobni mRNA. Také redistribuce RNA zoblasti odpovidajicich
polysomiim a monosomtim do oblasti postpolysomalnich RNP (Obr. 5.1) je stimto
konstatovanim v souladu.

Aktivace pylového zrna spojena s jeho rehydrataci izce souvisi s redistribuci
mRNA v opa¢ném sméru, z volnych RNP na polysomy. K té dochazi velice rychle, jiz
béhem prvnich péti minut po pocatku rehydratace je patrny zietelny nartst
polysomalniho vrcholu (Obr. 5.2). Toto nasedani jednotlivych mRNA na polysomy
neprobihd ndhodné, nybrz je precisné regulovdno, jak dokumentuje selektivni
redistribuce mRNA z postpolysomdlni frakce do frakce polysomalni (Obr. 5.5). Je
pravda, Ze translace in vitro v heterolognim systému neposkytuje Gplné€ ptesny obrazek

o situaci v kli¢icim pylu, jak ukazuji rozdily ve spektrech translacnich produkt
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vzajemné odpovidajicich frakei isolovanych identickym zplisobem, jen ptekladanych
v heterolognim a semihomolognim systému (Obr. 5.7). Nalezené rozdily mezi obéma
translaénimi systémy, pravdépodobné zptlisobené pfitomnosti rostlinnych, ¢i snad
dokonce pylové specifickych, positivné a negativné pusobicich regulacnich faktort
v semihomolognim systému, vedly zejména ke kvantitativni proménlivosti v zastoupeni
translacnich produkti jednotlivych mRNA a v naprosté vétSiné piipadi nikoli k uplné
represi translace.

Pylové lacky kultivované in vitro v médiu SMM-MES vykazuji vysokou
rychlost proteosyntézy po dobu prvnich 12 hodin riistu (Capkova et al., 1983). Po tomto
obdobi dochazi k postupnému poklesu transla¢ni i rastové aktivity laek a tento pokles
je zptisoben vy¢erpanim endogennich zdrojii aminokyselin (Capkové, osobni sdélen).
Dikazy zmén translacniho apardtu a distribuce RNA zpiisobenych sloZenim
kultivacniho média poskytl Tupy et al., (1986). Snizovani podilu polysomti v obdobi
mezi jednou hodinou a dvanacti hodinami kultivace pylovych lacek je patrné i
z obrazku 5.2. Tato stagnace translace po delsi dob¢ kultivace pylovych lacek se
neprojevila na spektru translatovanych mRNA (Obr. 5.4) isolovanych z polysomalni
frakce, po dvanacti hodinach vSak dosSlo ke zfetelnému vycCerpani zasob skladované

RNA ve frakci postpolysomalnich RNP.

5.1.5 Zavér

Zéasobni mRNA syntesisovand béhem zrani pylu je ukladéna ve formé volnych
mediatorovych ribonukleoproteinovych castic. Aktivace pylového zrna po kontaktu
s vlhkou bliznou je tizce spojena s rychlou asociaci mRNA s polysomy a naslednou
translaci. Rozdily v dynamice asociace jednotlivych mRNA napovidaji, Ze procesu
aktivace pylu se mimo rehydratace ucastni i1 jiné regulacni mechanismy. Zasobni
mRNA je vyuzivana béhem rastu pylové 1aCky, kdy je translaéné reprimovana mRNA
postupné aktivovana a redistribuovdna z volnych mRNP na polysomy. Rozdily
v populacich mRNA isolovanych zvolnych mRNP a polysomii dokumentuji, ze
redistribuce mRNA v pylovych lackach je predmétem peclivé regulace. Na rozdil od
jinych znamych transla¢né regulovanych systémi (vajicka, embrya), je llohou volnych
mRNP v sam¢im gametofytu zejména udrzeni translacni aktivity pylovych lacek po

zastaveni transkripce.
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5.1.6 Podékovani

Prace popsana v této kapitole byla podporovana grantem 204/94/0654 Grantové
agentury Ceské republiky, grantem A5038801 Grantové agentury Akademie véd Ceské
republiky a grantem VS 96145 Ministerstva $kolstvi, mladeZe a télovychovy Ceské
republiky a vysla jako samostatna publikace ,,Honys, D., Capkova, V. 2000. Temporal
changes in the RNA distribution between polysomes and postpolysomal
ribonucleoprotein particles in tobacco male gametophyte. Biologia Plantarum 43(4):

517-522.%
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5.2 Prubéh distribuce a redistribuce pylové specifického transkriptu

ntp303 béhem vyvoje pylu

5.2.1 Uvod

Logickym pokra¢ovanim studia samc¢iho gametofytu tabaku popsaného v minulé
kapitole, charakterisace dvou zdkladnich populaci mRNA, polysomalni a
postpolysomalni obohacené volnymi mRNP, jejich kvantifikace a nasledné analyzy
jejich informacéniho obsahu, bylo sledovéani vyskytu transkriptii kédujicich konkrétni
geny ve zkoumanych podbunécnych frakcich.

Takovym konkrétnim genem se stal pylové specificky gen ntp303 (Weterings et
al., 1992) kédujici (Wittink et al., 2000) sténovy glykoprotein p69 (Capkova et al.,
1987; 1988) podrobné popsany v kapitole 2.4.4. Kontrolou byl dalsi pylové specificky
gen lat52 (Twell et al., 1989) pfedstaveny v kapitolach 2.2.2,2.3.2,2.3.3.2.1 a2.4.3.

Hlavnimi otazkami v souvislosti s genem ntp303 jsou 1) jakym zpisobem je
jeho tak abundantni mRNA v nezralém pylu reprimovdna a nasledné 2) jak je jeji
translace aktivovana po vykliceni. Tato kapitola je vénovana prvni otazce, je popsano
zavedeni metodiky subcelularni frakcionace a jeji pouZiti pro zkoumani distribuce
ntp303 mRNA ve vyvijejicim se pylu. Ukazeme, ze béhem zrani pylu jsou n#p303 a
ntp52 (homolog lat52 isolovany z tabdku; Twell, osobni sdéleni) mRNA pfitomny
pfedevSim v polysomdlni frakci. Navic byla v polysomdlni frakci popsdna nova
subfrakce castic kosedimentujicich s polysomy, ale resistentnich vi¢i plsobeni
podminek bézn¢ polysomy destabilisujicich. Tato subfrakce obsahuje zna¢né mnozstvi
ntp303 mRNA, ale témét viitbec neobsahuje ntp52 mRNA. Specificka distribuce ntp303
mRNA v resistentni frakci je diskutovana ve vztahu k navrzenému modelu jeji

translacni represe.

5.2.2 ntp303 mRNA je prednostné uloZena v polysomalni frakci

Subceluldrni distribuce n#p303 mMRNA bcéhem mikrogametogenese byla

zkouméana ve dvou podbunéénych frakcich obsahujicich RNA, polysomdlni a
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postpolysomalni, oddé€lenych centrifugaci postmitochondridlniho supernatantu ptes
polstaitek 60% sacharosy v pufru HS. Oddéleni obou frakci a Uc¢innost ocisténi
polysomil od zbytkii cytosolu bylo ovéfovano pomoci imunodetekce mitochondrialniho
50 kDa proteinu mezi celkovymi bilkovinami, v cytoplasmatické frakci a v obou
zkoumanych subfrakcich isolovanych z nezralého pylu ve vyvojovém stadiu 5 (Obr.
5.8). 50 kDa protein je jaderné kddovana mitochondrialni bilkovina, soucast komplexu
cytochrom c¢ reduktasy, jeho core protein 2. Uvedena bilkovina, syntetisovana v
cytoplasmé, byla nalezena ve vSech cytosolickych (sub)frakcich  vcetné
postpolysomalni, nikoli vSak ve frakci polysomalni. Uvédomime-li si postup separaci
jednotlivych frakei, kdy centrifugaci postmitochondrialni, tedy cytoplasmatické frakce
pies sacharosovy polstafek sedimentujeme polysomy a pii ndsledné centrifugaci z
postpolysomdlniho  supernatantu  oddélime frakci postpolysomélni obsahujici
ribonukleoproteinové Castice 1 jiné cytoplasmatické makromolekularni komplexy, které
se metabolismu RNA viibec neti¢astni, miZzeme tvrdit, Ze polysomalni frakce isolovana
popsanym postupem, je dostatecné konsistentni, oddélené od postpolysomadlnich Castic a
obsahuje polysomy nezneciSténé obecnymi cytoplasmatickymi proteiny.

Ve stiedn¢ a pozdné dvojbunééném pylu (stadia 3 a 5) bylo 28%
cytoplasmatické RNA nalezeno v postpolysomalni frakci a 72% v polysomalnim
sedimentu. Profily mRNA pfitomnych v separovanych frakcich byly zkoumany pomoci
translace in vitro. 10 ug cytoplasmatické RNA isolované z polysomalni a
postpolysomalni frakce ze stadii 3 a 5 bylo translatovano v in vitro podminkach v lysatu
z krali¢ich retikulocytli a radioaktivné znacCené translacni produkty byly rozdé€leny
pomoci jednorozmérné SDS-PAGE (Obr. 5.9). V kazdém zkoumaném vyvojovém
stadiu byly patrné rozdily mezi obéma frakcemi. Hlavnim vysledkem pokusu vSak bylo
piekvapivé zjisténi, Ze za pouzitych podminek (extrakéni pufr HS) byla naprosta vétSina
v tomto stadiu translaén¢ inaktivni mRNA kodujici protein s Mw 58 kDa, takto
prekursoru p69 (Capkova et al., 1994; Storchova et al., 1994; Capkova et al., 1997),
pfitomna v polysomalni frakci.

Toto zjisténi bylo dale ovéfovano pomoci northern blot hybridisace, kdy byla
ntp303 mRNA detekovana mezi celkovou RNA a RNA isolovanou z polysomalni a
postpolysomalni frakce (Obr. 5.10). K detekci byla pouzita sonda homologni s 300 bp
dlouhym fragmentem kodujici oblasti genu ntp303 znacena digoxigeninem. Isolovana
RNA byla kvantifikovdna spektrofotometricky a nandsena na agarosovy gel. Z divodu

rozdilného obsahu rRNA, tRNA a mRNA v jednotlivych frakcich byla pro kazdé
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Obr. 5.8. Western blot imunodetekce 50 kDa jadern¢ koédovaného proteinu 2 jadra komplexu
mitochondrialni cytochrom c reduktasy ve Ctyfech subcelularnich frakcich isolovanych ze stadia 5
nezralého pylu.

T, celkové bilkoviny, C, cytosolicka frakce; pPS, postpolysomalni frakce; PS, polysomalni frakce.

Obr. 5.9. Translace in vitro polysomalnich a postpolysomalnich mRNA isolovanych pomoci extrakéniho
pufru HS ze stadii 3 a 5 nezralého pylu. Sipka ukazuje pozici 58 kDa prekursoru p69.

C, kontrolni reakce bez pridani mRNA, pPS, postpolysomalni frakce,; PS, polysomalni frakce; T, celkova
RNA.

Obr. 5.10. Northern blot hybridisace polysomalni a postpolysomalni mRNA isolované pomoci
extrakéniho pufru HS ze stadii 3 a 5 nezralého pylu s ntp303 ¢cDNA sondou neradioaktivné znacenou
digoxygeninem. Zptisob nanaSeni RNA je popsan v textu.

83, stadium 3 nezralého pylu; S5, stadium 5 nezralého pylu; pPS, postpolysomalni frakce; PS,
polysomalni frakce.

Obr. 5.12. SDS-PAGE bilkovin isolovanych ze stadia 5 nezralého pylu z postpolysomalni a polysomalni
frakce pomoci péti extrakénich pufra.

LS, extrakcni pufr s nizkou hladinou soli; HS, extrakcni pufr s vysokou hladinou soli; HS+E, extrakcni
pufr s vysokou hladinou soli doplnény EDTA; HS+P, extrakcni pufr s vysokou hladinou soli dopinény
puromycinem,; HS+EP, extrakcni pufr s vysokou hladinou soli doplneny EDTA a puromycinem.



sledované vyvojové stadium naniSena ve stejném proporénim poméru mezi
polysomalni a postpolysomalni frakci, jaky byl pfedtim zméfen a spocitdn. V tomto
konkrétnim ptipad¢é se jednalo o naneseni 10 ug polysomdlni RNA a 3,9 ug RNA
z postpolysomalni frakce, coz korespondovalo s pomérem 72%:28%. Uvedeny zplsob
nanaseni vzorkl ndm navic umoznil sledovat distribuci ntp303 mRNA mezi obéma
frakcemi pfimo na blotu bez slozitého pfepocitavani. Piitomnost 98% ntp303 mRNA v
polysomalni frakci ve stadiu 3 a 79% ve stadiu 5 potvrdila vysledky translace in vitro
(Obr. 5.9), Ze za pouzitych experimentalnich podminek se zkoumand mRNA nalézd v

nezralém pylu pfednostné v polysomadlni frakci.

5.2.3 Detailnéjsi subcelularni frakcionace

Ptekvapivé vysledky popsané v predchozi kapitole (Obr. 5.9 a 5.10) nas piimély
vyvinout ucinnéj§i metodu subcelularni frakcionace schopnou rozliSit v ramci
polysomalni frakce dal$i kompartmenty obsahujici mRNA. VSechna data uvadéna v této
kapitole byla ziskana analyzou nezralé¢ho pylu ve vyvojovém stadiu 5, tedy stadiu
pozdné dvojbunééném. Tento fakt nebude v pribéhu kapitoly dale zminovan. Pfti

pokusech bylo porovnavano pét riiznych extrakénich pufri,

1) LS; s nizkou hladinou soli (“low salt™),

2) HS; s vysokou hladinou soli (“high salt”) a

puftr s vysokou hladinou soli doplnény latkami destabilisujicimi polysomy,

3) HS+E; HS doplnény 50mM EDTA,

4) HS+P; HS doplnény 0,1 mM puromycinem nebo

5) HS+HEP; HS doplnény obéma latkami, 50 mM EDTA 1 0,1 mM puromycinem.

V ptitomnosti latek destabilisujicich polysomy (Infante a Graves, 1971; Mansfield a
Key, 1988; Pastori a Schonenberg, 1993) nebyly patrné zmény ve velikosti
postpolysomalni frakce ani v mnoZstvi RNA v ni obsazené. Naproti tomu polysomalni
frakce byla znateln€ mensi s malym mnoZstvim RNA (podrobné viz. dale), ale nikdy
zcela nevymizela. To ukazuje na  pravdépodobnou existenci  tézkych

ribonukleoproteinovych komplexti resistentnich k pisobeni EDTA a puromycinu (Obr.
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5.11). Toto zjiSténi bylo potvrzeno analyzou bilkovin isolovanych z polysomalni a
postpolysomalni frakce pomoci vSech pufri na jednorozmérné SDS-PAGE (Obr. 5.12).
Porovnani bilkovinnych spekter ukéazalo, Ze jak EDTA tak puromycin pusobici
samostatn¢ jsou schopné zplsobit disociaci polysomtli. Kazda latka pasobi jinym

mechanismem; EDTA chelatuje hofecnaté ionty (Wensel a Meares, 1983) a

postmitochondrialni postpolysomaini
supernatant supernatant
<
S s
® o S
[@)) ()]
() o
8 S <
S N S
<o) o
o Al
N v «
postPS
LS - | supernatant
stabilisace PS
i sediment

HS+EP
destabilisace PS

Obr. 5.11. Princip pouzité metody subcelularni frakcionace. Detaily jsou popsany v Casti “Material a
metody” v kapitole 4.5.2. V podminkach nizké koncentrace soli dochazelo k sedimentaci polysomt i EPP
Castic pres sacharosovy polstafek a setrvani postpolysomalnich RNP ¢&astic v supernatantu. Zvyseni
koncentrace soli a oSetfeni vzorkt latkami destabilisujicimi polysomy vedlo k uvolnéni ribosomalnich
podjednotek do supernatantu a sedimentace samotnych c¢astic EPP.

LS, extrakcni pufr s nizkou hladinou soli; HS+EP, extrakcni pufr s vysokou hladinou soli doplnény EDTA

a puromycinem,; RNP, postpolysomdalni RNP; PS, polysomy; EPP, EDTA/puromycin resistentni castice.

jejich nedostatek je pticinou rozpadu ribosomalnich podjednotek, zatimco puromycin se
jako analog 3" konce aminoacyl-tRNA navaze na A misto ribosomu a blokuje tak pfijeti
dalSich aminokyselin (viz. Vazquez, 1974). Tento rizny mechanismus u¢inku ovliviiuje
1 stupenn rozpadu polysomalnich ribonukleoproteinovych komplexi pod vlivem
aplikovanych latek. Po ptisobeni EDTA dochazi k obohaceni postpolysomalnich
bilkovinnych spekter o ribosomalni bilkoviny. To ukazuje na prosté¢ oddéleni malé a
velké podjednotky a jejich dalsi sedimentaci s postpolysomalnimi ¢asticemi. Po aplikaci
puromycinu, bez ohledu, zda samotného ¢i v kombinaci s EDTA, ktakové
kosedimentaci ribosomdlnich bilkovin s bilkovinami postpolysomalnich RNP
nedochazi. Ribosomy jsou patrné rozpadlé do té miry, Ze je tvofici bilkoviny nebo jejich
komplexy zlstavaji v supernatantu i po sedimentaci postpolysomalnich RNP. Céstice

kosedimentujici s polysomy, ale resistentni vac¢i plisobeni EDTA a puromycinu

pravdépodobné predstavuji samostatnou frakci, kterd byla definovana na zakladé jejich
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Obr. 5.13. Northern blot hybridisace mRNA isolované pomoci péti extrakénich pufri ze stadia 5
nezralého pylu z polysomalni a postpolysomalni frakce s ntp303 cDNA sondou neradioaktivné znacenou
digoxygeninem. Zpusob nanaseni RNA je stejny jako u obrazku 5.10 a je popsan v textu.

PPS, postpolysomalni frakce; PS, polysomalni frakce; T, celkova RNA; LS, extrakcni pufr s nizkou
hladinou soli; HS, extrakcni pufr s vysokou hladinou soli; HS+E, extrakcni pufr s vysokou hladinou soli
doplnény EDTA; HS+P, extrakcni pufr s vysokou hladinou soli doplnény puromycinem; HS+EP,
extrakcni pufr s vysokou hladinou soli doplnény EDTA a puromycinem.

Obr. 5.14. Translace in vitro polysomalni RNA a polysomalnich RNP ¢astic ziskanych ze stadia 5
nezralého pylu pomoci téi extrakénich pufri. V RNA drahach byla jako templat pouzita purifikovana
polysomalni RNA; v RNP drahach byly pouzity celé polysomalni RNP ¢astice bez pfedchozi purifikace
RNA. Sipka ukazuje pozici 58 kDa prekursoru p69.

LS, extrakcni pufr s nizkou hladinou soli; HS, extrakcni pufr s vysokou hladinou soli; HS+EP, extrakcni
pufr s vysokou hladinou soli doplnény EDTA a puromycinem.

Obr. 5.15. Translace in vitro polysomalnich RNP ¢astic ziskanych ze stadia 5 nezralého pylu pomoci
extrakénich pufrd HS a HS+EP. V RNA draze byla jako templat pouzita purifikovana polysomalni RNA;
v RNP drahéch byly pouzity celé polysomalni RNP ¢astice bez predchozi purifikace RNA. V HS:HS+EP
drahach byly polysomalni RNP ¢&astice isolované pomoci pufrit HS a HS+EP pied vlastni translacni
reakci smichany v uvedenych pomérech. Sipka ukazuje pozici 58 kDa prekursoru p69.

T, celkova RNA; HS, extrakcni pufir s vysokou hladinou soli; HS+EP, extrakcni pufr s vysokou hladinou
soli doplnény EDTA a puromycinem.



bilkovinného slozeni. Uvedené Castice vykazovaly po elektroforetickém rozdé€leni na
gelech barvenych stiibrem (Kap. 4.7.3 a 4.7.4) charakteristicky bilkovinny profil a byly
nazvany EDTA/puromycin resistentni ¢astice (EPP). Bilkovinny profil resistentni frakce
se podobal vice profilu postpolysomalnich ¢astic nez polysomiim, ale nebyl identicky
ani s jednémi z nich.

Distribuce ntp303 mRNA mezi vSemi isolovanymi frakcemi byla sledovana
pomoci northern blot hybridisace (Obr. 5.13). V podminkich nizkych i1 vysokych
koncentraci soli (LS a HS) a v pfitomnosti cykloheximidu (inhibitor translace, latka
stabilisujici polysomy; viz. Vazquez, 1974), byla vétSina ntp303 mRNA opét nalezena
v sedimentované polysomalni frakci. Pisobeni EDTA 1 puromycinu vedlo k redistribuci
¢asti ntp303 mRNA do postpolysomalni frakce. Po pouziti EDTA a puromycinu ztstalo
jen 12% cytoplasmatické RNA v resistentni frakci EPP kosedimentujici s polysomy, ale
tato subfrakce obsahovala vice nez 50% signalu odpovidajictho n#p303 mRNA.
Uvedena data ukazuji, ze frakce EPP je vysoce obohacena skladovanou ntp303 mRNA.

Toto zjisténi bylo oveéfovano pomoci translace in vitro, kde byla porovnavana
translatabilita a informacni obsah populaci mRNA isolovanych z polysomalni frakce
pufry LS, HS a HS+EP (Obr. 5.14). Spektra de novo syntetisovanych bilkovin byla ve
vSech tfech vzorcich velice podobnd, jen band odpovidajici 58 kDa polypeptidu,
prekursoru p69 (Capkova et al., 1994; Storchova et al., 1994; Capkova et al., 1997), byl
znateln¢ vyraznéjsi v resistentni frakci. Tento fakt je v souladu s minulymi vysledky a
op¢t ukazuje na obohaceni frakce EPP zasobni np303 mRNA.

Translatabilita vySe pouzitych mRNA byla porovnavéna i s translatovatelnosti
odpovidajicich stejnych mRNA ve form¢ celych ribonukleoproteinovych ¢astic, bez
piedchozi purifikace RNA (Obr. 5.14), tedy v semihomolognim systému popsaném
v kapitole 5.1.3. Translatabilita polysomalnich RNP isolovanych pufry LS a HS byla
srovnatelnd s translatovatelnosti korespondujicich precisténych mRNA, ale RNP
pritomné v resistentni frakci EPP nebyly translatované vibec. Podobné translacné
neaktivni byly i postpolysomdlni RNP castice isolované jakymkoli pufrem (Obrazek
prazdnych drah pro nedostatek zajimavosti vynechan), ac¢ tyto také obsahuji
translatovatelnou mRNA (Obr. 5.9). Aby byl vylou¢en mozny inhibi¢ni vliv zbytka
puromycinu, ktery je silnym inhibitorem translace (viz. Vazquez, 1974), ptetrvavajiciho
v translaéni smési z extrakéniho pufru, vzorky obsahujici smé€s EPP a polysomalnich
RNP isolovanych s pufrem HS byly piekladany dohromady (Obr. 5.15). Vzorky

obsahujici alespont jednu desetinu polysomélnich RNP byly ptfekladany uspésné a
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spektra de novo syntetisovanych bilkovin nevykazovala zadnych kvalitativnich zmén
oproti kontrole. Uvedeny pokus vylouc€il moznost, Ze translacni represe RNA v EPP
frakci je zplsobena kontaminaci puromycinem. Skutecnost, Ze RNP castice tvofici
resistentni frakci EPP, jsou transla¢né inhibovany asociovanymi bilkovinami (Obr.
5.14) spolecné s jejich bilkovinnym slozenim (Obr. 5.12) zfetelné naznacuje, ze frakce
ribonukleoproteinovych ¢astic kosedimentujicich s polysomy a resistentnich viici
pusobeni EDTA a puromycinu muze byt povazovana za samostatny bunécny
kompartment, ktery neobsahuje translatovatelné polysomy, ale spiSe mRNA transla¢né

reprimované navazanymi bilkovinami.

5.2.4 Vyvojova regulace subcelularni distribuce nzp303 mRNA

Na zékladé experimentalnich dat publikovanych v minulé kapitole byly popsany
tf1 cytoplasmatické kompartmenty obsahujici mRNA, 1) polysomélni komplexy, 2)
postpolysomalni ribonukleoproteinové castice a 3) ribonukleoproteinové Castice
resistentni vi¢i plsobeni EDTA a puromycinu kosedimentujici s polysomy. Pro
kvantitativni hodnoceni byly postpolysomalni RNP sedimentujici v pufru LS
definovany jako postpolysomalni RNP. RNP ¢astice sedimentujici v pufru HS+EP
v polysomalni frakci byly definovany jako EDTA/puromycin resistentni castice (EPP).
RNP castice sedimentujici v polysomalni frakei v pufru LS minus EPP byly definovany
jako polysomy.

V této vyvojové studii byla subcelularni distribuce ntp303 mRNA porovnavana
s distribuci mRNA kodujici dalsi pylové specificky translaéné regulovany gen ntp52
pomoci northern blot hybridisace s cDNA sondami znagenymi [*2P] (Obr. 5.16). Ve
vSech sledovanych vyvojovych stadiich vedla extrakce v pufru s vyssi koncentraci soli
(HS) k mirnému zvySeni obsahu cytoplasmatické RNA v postpolysomalni frakci ve
srovnani s mén¢ koncentrovanym pufrem LS. Uvedené zvySeni se pohybovalo
vrozsahu 3% aZz 19% celkové RNA. Oproti tomu aplikace pufru HS+EP
destabilisujiciho polysomy vedla k mnohem dramatictéjSim zménam v distribuci
cytoplasmatické RNA. Za téchto podminek bylo dalSich 31-48% RNA uvolnéno
z polysomdlni frakce a relativni obsah RNA v polysomech sensitivnich k EDTA a
puromycinu béhem vyvoje s ¢asem klesal. Toto zjiSténi je v souladu s ptedchozimi

poznatky o poklesu celkové translaéni aktivity v pozdé¢jSich stadiich vyvoje pylu (Tupy
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Obr. 5.16. Vyvojova regulace subcelularni distribuce ntp303 a ntp52 mRNA v nezralém i zralém pylu v
zéavislosti na pouzitém extrakénim pufru. Prvni skupina sloupcti ukazuje v kazdém stadiu distribuci na
urovni cytoplasmatické RNA, dalsi pak distribuci nzp303 a ntp52 mRNA zjisténou kvantifikaci signdlu na
pripojenych northern blotech. Pro northern blot hybridisaci bylo nanaSeno 10 ug RNA isolované z vétsi
frakce. RNA isolovand z mensi frakce pak byla vi¢i ni nanasena v poméru uréeném z distribuce celkové
RNA odpovidajiciho vzorku. Piesnéjsi popis je v textu. Membrany byly hybridisovany radioaktivné
znacenymi ntp303 a ntp52 cDNA sondami. Signal kvantifikovany pomoci Phosphorlmageru™ pomaha
zviditelnit relativni distribuci sledovanych transkriptti mezi postpolysomalni a polysomalni frakci.

DPPS, postpolysomalni frakce; PS, polysomalni frakce; LS, extrakcni pufr s nizkou hladinou soli; HS,
extrakcni pufr s vysokou hladinou soli; HS+EP, extrakcni pufr s vysokou hladinou soli doplnény EDTA a
puromycinem.
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et al., 1983b). Na druhou stranu pomér RNA ptitomné v EDTA/puromycin resistentnich
Casticich zustaval po celou sledovanou dobu velice stabilni a pohyboval se v rozsahu od
12% do 16% celkové RNA.

Ve stadiu 3 byla naprostd vétSina ntp303 mRNA piitomna v polysomalni frakei,
a to v obou pufrech stabilisujicich polysomy, 99% v LS a 98% v HS. Extrakce pufrem
HS+EP vedla k uvolnéni 44% ntp303 mRNA z polysomalni do postpolysomalni frakce
a ponechala 54% této mRNA v resistentni frakci EPP. Ve stadiich 5 a 6, blize ke stavu
plné zralosti, obsah ntp303 mRNA v postpolysomalni frakci postupné stoupal az na
hodnotu 23%, ale v resistentni frakci zstaval staly a vysoky, 50% ve stadiu 5 a 56% ve
stadiu 6. Obsah ntp303 mRNA v resistentni frakci dosahl svého maxima v suchém pylu,
kde bylo v této forme¢ 86% zkoumané mRNA a jen 14% bylo nalezeno ve strukturach
sensitivnich k EDTA a puromycinu.

Pribéh subcelularni distribuce ntp52 mRNA byl béhem vyvoje pylu zcela
odliSny. Ve srovnani s ntp303 mRNA byla v postpolysomalni frakci vzdy ve vétSim
mnozstvi v rozsahu 32-49%; minimalni hodnoty dosdhla ve stadiu 5. OSetieni vzorka
EDTA a puromycinem u¢inn¢ uvolnilo naprostou vétSinu ntp52 mRNA z polysomi a
zanechalo jen obtizné€ detekovatelné mnozstvi v resistentni frakei.

Vysledky popisované v predchéazejicich odstavcich jsou shrnuty na obrazku
5.17, kde je relativni obsah cytoplasmatické RNA ve vSech tfech zkoumanych
subcelularnich frakcich ve ¢tyfech vyvojovych stadiich pylu porovnan s distribuci
ntp303 1 ntp52 mRNA. Tento obrazek na trovni celkové RNA piesvédcivé ukazuje
relativné stabilni EDTA/puromycin resistentni frakci a vzrastajici podil cytoplasmatické
RNA ptitomné v postpolysomalni frakci a doprovdzeny odpovidajicim poklesem na
urovni polysomt. Naprosta vétSina ntp52 mRNA byla nalezena ve strukturach citlivych
k EDTA a puromycinu, rozdélena mezi postpolysomalni a polysomdlni frakci. Naproti
tomu ntp303 mRNA plvodné rovnomérné rozdélena mezi polysomalni a resistentni
frakci byla v posledni fazi dozravani pylu redistribuovana do frakce resistentnich ¢astic

EPP.
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Obr. 5.17. Shrnuti obrazku 5.16; Porovnani relativni distribuce ntp303 a ntp52 mRNA s distribuci
celkové RNA mezi tfemi zkoumanymi RNA obsahujicimi podbunéénymi frakcemi ve tfech stadiich
nezralého pylu a ve zralych pylovych zrnech.

RNP, postpolysomalni RNP; PS, polysomy; EPP, EDTA/puromycin resistentni castice; 83, stadium 3
nezralého pylu; 835, stadium 5 nezralého pylu; S6, stadium 6 nezralého pylu; ZP, zraly pyl.

5.2.5 Diskuse

Dtive publikované studie zabyvajici se tématikou skladovanych mRNA
v rostlinnych bunikach (Pramanik et al., 1992; Beltran-Pena et al., 1995; Rincon-
Guzman et al, 1998) nas inspirovaly khleddni  postpolysomalnich
ribonukleoproteinovych ¢astic (mRNP) ve vyvijejicim se pylu tabaku. K tomu byly
pouzity metody subcelularni frakcionace pro separaci  cytoplasmatickych
postpolysomélnich RNP od polysomalnich komplexti na zikladé rozdilnych
sedimentacnich charakteristik obou typi ¢astic. Pfedpokladanym vysledkem bylo
nalezeni vyznamného podilu RNA v postpolysomdlni frakci ve stadiich 3 a 5.
Bilkovinné slozeni postpolysomdlnich RNP ¢astic se liSilo od slozeni polysomalnich
RNP (Obr. 5.12) a polysomalni frakce nebyla kontaminovana obecnymi
cytoplasmatickymi bilkovinami (Obr. 5.8). Ob& frakce obsahuji translatovatelnou
mRNA a rozdilna spektra bilkovinnych produktii in vitro translace ukazuji na rozdilné

populace mRNA v téchto kompartmentech (Obr. 5.9). V semihomolognim in vitro
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transla¢nim systému byly translacné aktivni jen polysomy (Obr. 5.14), zatimco translace
postpolysoméalnich RNP byla zcela reprimovana. mRNA v nich pfitomna byla s nejvetsi
pravdépodobnosti translacné reprimovana asociovanymi bilkovinami, nebot’ sama o
sob¢ v heterolognim in vitro translatnim systému si svou translatovatelnost zachovala
(Obr. 5.9). Tato postpolysomalni frakce se jevi byti dobrym kandidatem na funkci
zasobniho kompartmentu pro mRNA.

Dalsi pokusy byly zaméteny na detailnéjsi separaci polysomalni frakce. OSetieni
polysomi pufrem obsahujicim latky je destabilisujici, EDTA a puromycin, vedlo
k nalezeni tfettho kompartmentu obsahujiciho mRNA, kompartmentu EDTA/puromycin
resistentnich castic kosedimentujicich s polysomy (EPP). EPP ptedstavuji samostatny
kompartment, jak ukazuje jejich bilkovinné slozeni (Obr. 5.12), a obsahuji
translatovatelnou mRNA (Obr. 5.14). Ribonukleoproteinové castice ptritomné
v polysomalni frakci isolované pufry LS a HS byly translatovatelné v semihomolognim
in vitro systému (Obr. 5.14, 5.15), zatimco EPP ¢astice byly translacné neaktivni. Na
zaklad€ podobnosti bilkovinného sloZeni EPP castic a postpolysomalnich RNP a represe
translace asociovanych mRNA v obou typech castic se domnivame, ze EPP ve
vyvijejicim se pylu piedstavuji vice ¢1 méné organisované agregaty postpolysomalnich
RNP.

V pufru HS byla naprostd vétSina translatné neaktivni n#p303 mRNA
(Weterings et al., 1992; Storchova et al., 1994) ve stadiich 3 a 5 prekvapivé piitomna
v polysomalni frakci (Obr. 5.10). Existence polysomt obsahujicich translaéné neaktivni
mRNA jiZz byla dfive pospana ve stresovanych hlizach bramboru (Crosby a Vayda,
1991). MizZeme se domnivat, Ze na konecnd stadia zrani pylu zahrnujici jeho
dehydrataci je lze nahlizet jako na urcity druh stresu. Toto stanovisko by potvrzovala i
vysoka hladina volného prolinu ve zrajicim pylu (Stanley a Linskens, 1974; Schwacke
et al., 1999) stejn¢ jako vzrast osmotického tlaku po hydrolyze Skrobu v pylovych
zrnech (Tupy et al., 1992). Za téchto podminek by bylo pro kli¢ici pyl, ktery je vitalné
zavisly na masivni syntéze bilkovin bezprostiedné po rehydrataci (Twell, 1994),
vyhodné mit vétSinu dulezitych mRNA jiz asociovanych s polysomy a piipravenych ke
startu translace. Cast nfp303 mRNA pivodné piitomna v polysomalni frakci byla
uvolnéna zvySenim koncentrace soli v pfitomnosti cykloheximidu. EDTA 1 puromycin,
polysomalnich komplexi, ale jako daleko nejucinnéj$i se jevila kombinace obou. Za

téchto podminek bylo pomoci northern blot hybridisace (Obr. 5.13) a translace in vitro
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(Obr. 5.14) prokazano, Ze frakce EPP je vysoce obohacena ntp303 mRNA. Toto zjiSténi
naznacuje mnohem komplikovangj$i mechanismus regulace translace zkoumaného
transkriptu béhem vyvoje a zrani pylu, ktery zahrnuje vSechny tfi popsané subcelularni
kompartmenty.

Distribuce n#p303 mRNA mezi tfemi sledovanymi kompartmenty béhem vyvoje
pylu byla dale zkoumana pomoci northern blot hybridisace a porovndvana s distribuci
dalSiho pylové specifického transkriptu nep52. Bylo publikovano, ze od stadia stfedné
dvojbunééného pylu (stadium 3) do stavu plné zralosti stoupd mnozstvi celkové RNA
2,5 krat z 90 pg/buiiku na 230 pg/buitku (Tupy, 1982). Nejvyssi nartst byl popsan mezi
stadii 3 a 5, kdy pylova zrna obsahovala 210 pg RNA/bunku. ZvySeni obsahu celkové
RNA je nutno pficist pfedevSim na vrub rRNA, ale soucasné zvyseni hladiny mRNA
z 22 na 450 fg/bunku (Tupy, 1982) ukazuje na zvySovani podilu v téchto vyvojovych
stadiich. VétSina RNA, 56-60%, byla skute¢né nalezena v polysomalni frakci (Obr.
5.17). Uvedena data dobie koresponduji s difive publikovanou nejvyssi translacni
aktivitou vegetativni buniky v tomto obdobi (Tupy et al., 1983b). BliZe zralosti je spolu
s poklesem translacni aktivity RNA postupné redistribuovana do postpolysomalni
frakce. Relativni velikost této frakce vzristd mezi stadii 3 a 5 témét dvakrat.
EDTA/puromycin resistentni frakce je v pylu pfitomna jiz ve stadiu 3 a jeji relativni
velikost byla béhem celého obdobi vyvoje pylu shleddana velice stalou na turovni
ptiblizné 15% celkové RNA.

Oba pouzité pyloveé specifické transkripty, ntp303 1 ntp52, vykazovaly béhem
vyvoje a zrani pylu zcela odlisné distribucni profily (Obr. 5.17). Ntp303 mRNA byla ve
stadiu 3 rovnomérné rozdélena mezi polysomy sensitivni k EDTA/puromycinu a EPP
castice. V obdobi mezi stadii 3 a 5 dochazi ziejmé& ke zformovani vSech polysomi
asociovanych s ntp303 mRNA, protoze pozd¢ji byl tento transkript ukladan jen
do postpolysomalnich RNP a do EPP castic. Behem posledniho kroku zrani byla
naprosta vétSina ntp303 mRNA redistribuovana z obou zbyvajicich kompartment do
EPP castic. Gen lat52 vykazuje typiCtéjsi profil své exprese; lat52 mRNA je
akumulovéna ve vyvijejicim pylu a je v nezralém pylu jak skladovana tak i G¢inné
translatovana (Twell et al., 1989). Jeji 5’-UTR obsahuje silny zesilovac translace, ktery
je schopen vyznamné zvysit vytézek translace zejména v pozdé¢jSich fazich dozravani
(Bate et al., 1996). Transkript ntp52 byl ve formé EPP (¢éstic nalezen jen
v zanedbatelném mnozstvi na samé hranici citlivosti pouzit¢é metodiky detekce

radioaktivniho signdlu. Jeho distribuce mezi polysomy a postpolysomdlnimi RNP
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Casticemi nasledovala translacni profil, kdy mnozstvi ntp52 mRNA asociované
s polysomy dosahlo maximalni hodnoty ve stadiu 6 (Obr. 5.17). Ve zralém pylu byla
ntp52 mRNA piitomna 1 v polysomech sensitivnich k ptisobeni EDTA/puromycinu.

stadium 3 -> 5
Obr. 5.18. Predpokladany model
\ EPP vyvojové regulace distribuce a
redistribuce np303 mMRNA béhem

mRNP
/ \ vyvoje a zrani pylu tabaku. Nové

syntetisovana  n#p303 mRNA je
uvolnéna z jadra v transportni formé
volnych mRNP c¢astic. V obdobi mezi
stadii 3 a 5 je rozd€lena rovhomérné
polysomy mezi polysomy a EPP. VsSechny
ntp303 mRNA obsahujici polysomy
jsou vytvoreny jiz v tomto obdobi a

[@J jsou transla¢né neaktivni. EPP jsou
mRNP volné mRNP EPP uvazovany jako kompartment pro

— @J — e dlouhodobé skladovani nzp303 mRNA

tvofeny agregaty jednotlivych
postpolysomélnich  ntp303 mRNP
¢astic pravdépodobné¢ s  dalSimi
bilkovinami. Mezi stadii 5 a 6 jsou
polysomy obsahujici nzp303 mRNA
stale pfitomny ve vegtetetivni bunce,
stadium 6 -> zraly pyl jejich mnozstvi vSak neroste. ntp303
mRNA syntetisovanad v tomto obdobi

g EPP setrvava v docasné podobé “volnych”

volne RN mRNP, jejich? jen minoritni st

L@J asociuje do formy EPP. V zavérecné

fazi dozravani pylu mezi stadiem 6 a

/ zralym zrnem je ukonCena syntéza

ntp303 mRNA a tato je nasledovana

jeji masivni redistribuci z “volnych”
polysomy mRNP a polysomi do EPP.

stadium 5 -> 6

polysomy

Na zavér uvadime hypoteticky model distribuce a redistribuce ntp303 mRNA
béhem vyvoje a zrani pylu tabaku ( ). Model ptedstavuje nové popsany
cytoplasmaticky  kompartment EDTA/puromycin  resistentnich  ¢astic  jako
pravdépodobny agregat jednotlivych postpolysomalnich RNP. mRNA se jevi byti
redistribuovanou z polysomii a postpolysomdlnich RNP do EPP c¢astic tésné pied
dosazenim plné zralosti nebo chceme-li maximalni dehydratace. Pfedpokladame, Ze
davodem vytvoteni EPP je pomoc skladovanym mRNA prtezit nepftili§ vlidné prostredi
suché¢ho pylového zrna. Za zminku stoji skute¢nost, ze ntp52 mRNA se v téchto
strukturach nevyskytuje.

Prekvapivé nalezeni polysoml s navazanou mRNA v suchém pylu naznacuje

alternativni mechanismy skladovani mRNA v pylu. Dva mozné zasobni kompartmenty
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pro mRNA, kterd je aktivné translatovdna v obdobi pied vyklicenim pylu, jako nip52
mRNA, jsou postpolysomalni mRNP a polysomy citlivé k ptisobeni EDTA a
puromycinu. Jednotlivé mRNA mohou byt skladovany v asociaci s polysomalnimi
komplexy pfipravené k rychlému zacatku translace bezprostiedné po zacatku kliceni.
V ptipadé ntp303 mRNA se ukazuje byt dilezitym najit regulacni faktory plisobici cis- 1
trans-mechanismem a ovliviujici jeji rekrutovani ve frakci translaéné neaktivnich

polysomii a naslednou redistribuci do EPP.

5.2.6 Zavér

Byla zavedena metodika subcelularni frakcionace umozZiujici rozliSit tii
cytoplasmatické kompartmenty obsahujici mRNA, postpolysomdlni RNP, polysomy a
nove popsané EDTA/puromycin resistentni ¢astice EPP. V téchto kompartmentech byl
sledovan distribu¢ni profil dvou pylové specifickych transkriptd, ntp303 a ntp52. Ve
vSech stadiich vyvoje pylu tabaku byla ntp303 mRNA nalezena ve vSech tiech
sledovanych kompartmentech. VétSina této translacné neaktivni mRNA byla prekvapive
pfitomna v polysomalni frakci a v EPP cCasticich, zatimco ntp52 mRNA byla rozdélena
mezi postpolysomalni RNP a polysomy a téméf nedetekovatelna v EPP. Nakonec je
pfedstaven hypoteticky model model distribuce a redistribuce ntp303 mRNA béhem

vyvoje a zrani pylu tabaku jako piesné regulovaného procesu.
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5.3 Identifikace novych klonu pribuznych genu n#p303 screenovanim

c¢DNA knihovny

5.3.1 Uvod

Analyzy 1-D a 2-D elektroforetogramt bilkovin isolovanych z pylu a pylovych
lac¢ek tabaku vedly k popsani glykoproteinti p66 a p69 vykazujicich vysokou miru
biochemické i funkéni piibuznosti (Capkova et al., 1987; 1988; Tupy et al., 1992). Obé
bilkoviny jsou nekovalentné¢ vazany ke sténé pylové lacky a v ni patii mezi nejvice
abundantni (Capkova et al., 1987). Jejich umisténi a rychld akumulace po vykli¢eni
pylového zrma (Capkova et al., 1994) ukazuji na pravdépodobnou funkci b&hem
formovani bunécné stény. Ta byla potvrzena experimenty s inhibitory glykosylace,
tunikamycinem a castanosperminem, které ukézaly, Ze odstranéni ¢i modifikace cukerné
slozky sice neovlivni lokalisaci bilkovin, ale ma za nésledek vyrazné
naruieni formovani kalosové slozky bunééné stény (Capkova et al., 1997).

Az potud jsme mohli o obou sténovych glykoproteinech hovoftit jednim dechem.
Rozdily vyvstaly spolu se snahou nalézt pro obé& bilkoviny odpovidajici geny.
Porovnani jejich expresnich profilll s profilem genu n#p303 a zejména mikrosekvence
N-konce p66 a p69 (Tab..5.1; Twell, osobni sdéleni; Wittink, 1998; Wittink et al., 2000)
potvrdilo, ze p69 je kodovan genem ntp303 (Wittink et al., 2000).

p66 S/K D P F/Y L Y F
p69 E D P Y L F/YF N
NTP303 E D P Y L Y F N

Tab. 5.1. Mikrosekvence N-konce bilkovin p66 a p69 a sekvence odpovidajici ¢asti predpokladaného
translacniho produktu genu ntp303.

Gen ntp303 je jednim z péti dosud znamych ¢€lent genové rodiny n#p (Weterings
et al., 1992; 1995; Wittink, 1998). Porovnani mikrosekevnce p66 s aminokyselinovymi
sekvencemi putativnich transla¢nich produktii ostatnich ¢lenii genové rodiny ntp
ukéazalo, ze zkoumany glykoprotein neni kodovany ani jednim znich. Pravé tato
skutecnost spolu s totoznou molekulovou hmotnosti nascentni podoby obou
glykoproteinti, 58 kDa, dale s napadnou shodou jejich ¢astecnych peptidovych map

(Fidlerova et al., in prep.) a nakonec i s evidentni sekvencni ptibuznosti p66 a p69 nas
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vedla k pokusu rozsifit pocet znamych ¢lenti genové rodiny ntp a isolovat gen kodujici

p66.

5.3.2 Vybér sondy a vlastni screen

Po porovnani sekvenci péti znamych ¢lenti rodiny genti ptibuznych genu ntp303
byl pro ptipravu cDNA sondy pro screen vybran BamHI/Asp718 (isoschisomer Kpnl)
fragment genu n#p201 dlouhy 221 basi (Obr. 5.19). O vybéru tohoto fragmentu rozhodla
jeho vhodna délka a zejména poloha na 5’-konci otevieného Cteciho ramce, ktera davala
nadéji na isolaci dlouhych klon obsahujicich i 5°-UTR, v idedlnim ptipad¢é klona
kompletnich. Gen ntp201 byl ze zkoumanych kandidatii vybran proto, Ze byl na svém
5’-konci Stépen vhodnym enzymem, konkrétné BamHI v pozici 95. Zvolena sonda
vykazovala vyraznou sekvencni homologii s dalSimi ¢leny genové rodiny nep (Tab. 5.2,

Obr. 5.20).

A 200 400 (=10 ]H] 200 1000 1200 1400 1600
I ] ] I I I ]
I
BamH1 95 | BamH1 762 |
Epnl 216 BamH1 1085

B 5'-GATCCTTACCTCTTCTTTGAGTGGAATGTCACCTACGGGACTATTGCTCCATTGG
GTGTGCCACTACAGGGCATCCTCATAAACGGGAAGCTTCCAGGGCCCAGGATCAA
CTGCACCTCCAATAACAACATAGTTGTCAATGTCTTCAACAATCTAGACGACCCC
TTGCTCTTAACCTGGAACGGTGTCCAACAAAGGAAGAACT CGTGGCAAGATGGTAC-3"

Obr. 5.19. Poloha (A) a sekvence (B) BamHI/Kpnl fragmentu genu nip201 pouzitého jako sonda pro
screenovani pylové cDNA knihovny.

Gen Homologie s ntp201 sondou
[%o]
ntpl01 85,1
ntp302 85,1
ntp303 81,5
ntp805 95,9

Tab. 5.2. Mira homologie zndmych ¢lenti genové rodiny ntp s odpovidajicim usekem sondy np201.

Pro screenovani byla pouzita cDNA knihovna syntetisovana na zaklad€ matrice

celkové mRNA isolované ze zralého pylu tabdku (Nicotiana tabacum var. Samsun),
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zapujcena Prof. Davidem Twellem. Autorem knihovny je Dr. Justin P. Sweetman
(Sweetman, 1996).

Nejprve bylo nutno urcit titr knihovny, jehoz znalost je nezbytnd pro ziskéani
zvolené hustoty plakil. Hodnota titru byl zmé&fena jako 1,1*10° pfu/ul knihovny. Pro
vlastni screen bylo pouzito péti velkych ploten o rozmérech 25*25 cm, coZz pii zvolené
hustoté 3500 plakli na plotnu umoznilo analysovat 17-18 000 klond. Uvedend hustota se
pro vice az stfedn¢ abundantni geny, které jsme ocCekavali, jevila byti vice nez

dostate¢nou.

10 20 30 40 50 60
| | | | | |
Contig# 1 GA A GAV GGAA G CACC ACGGDACAA G A GGG GV
ntp201 GA A GAG GGAA G CACC ACGGGAC A G A GGG GG
ntp101 GA A GAATGGAATGT TACCTACGGTACAAT TG A GGG G
ntp302 GA A GAATGGAATGT TACCTACGGTACAAT TG A GGG G
ntp303 GA A A AACTGGAATGTCACCTATGGAACAATTG ATTGGG G A
ntp805 GA A GAG GGAA G CACC ACGGGACAA G A GGG GG
70 80 90 100 110 120
| | | | | |
Contig# 1 ACAACAAGGCA ATAAACGGGCAGC HCCVGGGCCBAGAA CAA T GCA
ntp201 ACTACAGGGCA ATAAACGGGAAG AGGGCCCAGGA CAAC GCA
ntp101 AACAAGGCA ATAAACGGGCAGCTACCGGGCCCGAGAATCAAT TGCACA
ntp302 AACAAGGCA ATAAACGGGCAGCTACCGGGCCCGAGAATCAAT TGCACA
ntp303 ACAACAAGGTA ATCAATGGTCAG GGGCCTAGAAT TAATTGTA
ntp805 ACTACAGGGCA ATAAACGGGCAA AGGGCCCAGGA CAAC GCA
130 140 150 160 170 180
| | | | | |
Contig# 1 AACAACAACA G G CAA G AACAATCTAGACGAG G ACC GG
ntp201 AATAACAACATAGT TGICAATG AACAATCTAGACGA G AACC GG
ntp101 AACAATAATAT TGT TGTCAATGTCTACAATAACCTAGACGAG G ACC GG
ntp302 AACAATAATAT TGT TGTCAATGTCTACAATAACCTAGACGAG G ACC GG
ntp303 AACAACAACAT TGT TGTGAATG AACAAT T TGGACGAGCCA ACA GG
ntp805 AATAACAACATAGT TGICAATG AACAATCTAGATGAG G GACC GG
190 200 210
| | |
Contig# 1 AACGG G CCAACAAAGGAAGAAC CG GGCAAGA GG A
ntp201 AACGG G CCAACAAAGGAAGAAC CG GGCAAGA GG A
ntp101 AATGGTATCCAACAAAGGAAGAACTCGTGGCAAGATGGTA
ntp302 AATGGTATCCAACAAAGGAAGAACTCGTGGCAAGATGGTA
ntp303 AACGG G CCAACA T AGGAAGAAC CA GGCAAGA GG A
ntp805 AACGG G CCAACAAAGGAAGAAC CG GGCAAGA GG A

Obr. 5.20. Porovnani sekvence zvolené sondy, BamHI/Kpnl fragmentu genu nip201, s odpovidajicimi
sekvencemi dalSich ¢lenti genové rodiny nip.
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Nylonové membrany byly po pienosu bakteriofagli hybridisovany s
popsanou ntp201 cDNA sondou a po exposici a reexposici bylo isolovano 51

positivnich klond, jejichz vyskyt na jednotlivych plotnéach je popséan v tabulce 5.3.

Plotna Pocet positivii Cislovani
1 17 DH1-17
2 7 DH29-35
3 8 DH36-43
4 11 DH18-25, DH44-46
5 8 DH26-28, DH47-51

Tab. 5.3. Vyskyt positivnich klonl na jednotlivych screenovanych agarovych plotnach.

Positivni plaky byly isolovany a excisovanymi fagemidy pBluescript SK(-)
s jednotlivymi klony, vlozenymi ve form& EcoRI/Xhol fragmentd, byly transformovany
SOLR bunky a posléze stabilnéjsi buiiky XL1-Blue. Pfed sekundarnim screenem byla
enzymy EcoRI a Xhol provedena restrikéni analyza pro urceni délky inserti (Obr.
5.21). Sekundarni screen byl provadén jen u vzorkl s dlouhymi inserty, u nichz byla

vetsi pravdépodobnost ziskani intaktnich klont.

15
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Obr. 5.21. Délky insertl positivnich klontt DH1 - DH51 ziskanych pfi prvnim screenu urcené Stépenim
konstruktii restrikénimi endonukleasami EcoRI a Xhol. Cislo 500 oznaCuje vyrazn&j$i prouzek
molekulového markeru o délce 500 bp.
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Pti sekundarnim screenu se procedura kratce popsand v minulém odstavci
opakovala a po dalsi restrikéni analyze bylo vysledkem celého snazeni deset positivnich
kloni, jez byly posléze sekvenovany. Byly to klony DH4, 5, 12, 17, 23, 24,27, 37,42 a
43.

5.3.3 Identifikace nové nalezenych klonii a jejich sekvenovani

Pti1 konstrukci cDNA knihovny byly jednotlivé klony vkladany do polylinkeru
vektoru pBluescript SK(-) v restrikénich mistech rozezndvanych endonukleasami EcoRI
a Xhol. cDNA knihovna byla orientovana, tj. 5’-konec kazdého klonu byl v EcoRI
misté, 3’-konec v Xhol mist¢.

Isolované positivni klony byly sekvenovany z obou stran soucasné a pro prvni
kolo sekvenovani byly pouzity standardni vnéjs$i primery F (forward) a R (reverse)

homologni k okrajovym sekvencim polylinkeru pouzitého vektoru (Tab 5.4).

Kolo Primer Sekvence 5°->3’

1. F(orward) GTAAAACGACGGCCAGT
R(everse) ACAGGAAACAGCTATGACCTT

2. 5°-450 GTTGTCAATGTCTTCAACAATC
3’-KNYNLVD ATCCACCAAGTTGTAGTTCTT

3. 5°-710 GTTCCTTTTGATAACCCTGCCG
3°-810 TTCAGCAAGCTTGAATGGGGTTTC

Tab. 5.4. Primery pouzité pro sekvenovani ve vSech tfech kolech.

Po prvnim kole byl zdalSich pokusti vyloucen klon DHI11. Divodem byla
neuspokojiva kvalita ziskané sekvence. Na zdklad¢ vysledk prvniho kola byly po
porovnani sekvenci jednotlivych klonii navrzeny vnitini primery pro druhé kolo, 5°-450
a 3’-KNYNLVD, a nésledné¢, po jeho skonceni, odpovidajicim zplisobem 1 pro kolo
tieti, 5°-710 a 3°-810 (Tab. 5.4).

Sekvence ziskanych béhem vSech kol sekvenovani byly spojeny a jejich
porovnanim bylo zjiSténo, Zze mezi deseti zkoumanymi klony bylo Sest novych
unikatnich sekvenci, kloni DH4, 12, 23, 24, 37 a 42, vykazujicich zna¢nou miru
homologie s diive popsanymi klony ntp201 a ntp805 (Weterings et al., 1995). Sekvence
zbyvajicich Ctyt klonti se ukazaly byti identickymi s nékterymi jinymi. Konkrétné klon
DH43 byl totozny s klonem DH24 a klon DHS5 s klonem DH37. Porovnani okrajovych

sekvenci vzajemné si odpovidajicich kloni ukazalo na jejich vysoce pravdépodobny az
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jisty vznik béhem jedné klonovaci udalosti. Posledni klony DH17 a 27 byly kopiemi
klonu DH12. O spoleéném vzniku béhem jedné klonovaci udélosti vSak mulZeme
hovofit jen u klonit DH12 a 27, klonu DH17 chybi na 5’-konci fetézec o délce ptiblizné
100 part basi. Kjeho ztrat¢ mohlo dojit pravé pii prepisu mRNA reversni
transkriptasou do prvniho fetézce cDNA béhem konstrukce cDNA knihovny.

5.3.4 Porovnani sekvenci pivodnich a novych klonu

Vsech Sest zkoumanych klonli vykazovalo na trovni sekvence DNA ¢1 RNA
zna¢nou miru homologie s dosud popsanymi ¢leny genové rodiny ntp (Tab. 5.5, 5.6,
Obr. 5.22 v piiloze této kapitoly). Percentudlni vyjadieni miry homologie bylo ziskano
na pocitaci pomoci programu Jellyfish 1.1 (Biowire.com), vlastni srovnani sekvenci
bylo provedeno pomoci programu GeneJockey II (Biosoft, Cambridge, U.K.).
Vz4jemnad ptibuznost jednotlivych cCleni genové rodiny ntp je znazorn€éna na
dendrogramu na obrazku 5.23. Dendrogram byl vypracovan pomoci programti Clustal
W (http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:933 1/multialign/Options/clustalw.html), Phylip 3.5
(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html) a Phylodendron (http://iubio.bio.
indiana.edu/treeapp/treeprint-form.html). Z uvedenych dat je patrné, ze nové ziskané
klony jsou nejpifibuznéj$i genlim n#p201 a ntp805, coz je skutenost s ohledem na
pouzitou sondu nepfili§ prekvapujici. Také bylo moZno zkoumané klony rozdélit do
dvou podskupin, a to podskupin klonti podobnéjSich genu ntp201 a klont ptibuznéjSich
genu ntp805. Do prvni podskupiny patii klony DH4, DH23 a DH42, do druhé klony
DH12, DH24 a DH37.

DH4 DHI12 DH23 DH24 DH37 DH42
DH4 100 94,4 93,6 92,7 91,5 98,9
DHI12 94,4 100 90,1 93,3 93,9 94,4
DH23 93,6 90,1 100 94,7 91,6 93,5
DH24 92,7 93,3 94,7 100 92,4 92,8
DH37 91,5 93,9 91,6 92,4 100 91,6
DH42 98.9 94,4 93,5 92,8 91,6 100

Tab. 5.5. Mira homologie na urovni sekvence DNA mezi nové popsanymi ¢leny genové rodiny ntp
vyjadiend v procentech.

Ntp101 Ntp201 Ntp302 Ntp303 Ntp805
DH4 77,0 90,7 75,5 76,9 92,2
DHI2 76,6 87,3 74,2 77,8 93,4
DH23 74,2 96,9 77,4 73,5 94,5
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DH24 74,5 92,1 78,1 74,7 98,5
DH37 74,2 91,5 75,2 74,7 93,5
DH42 76,9 90,7 75,6 76,7 92,3

Tab. 5.6. Mira homologie na urovni sekvence DNA mezi zndmymi a nové popsanymi ¢leny genové
rodiny ntp vyjadiena v procentech.

Exprese genu ntp303 je velmi vyrazné regulovana na translacni urovni.
Mechanismus této regulace neni znam. Ani o regulaci exprese dalSich ¢lenti genové
rodiny nfp se nevi nic. Je znamo, Ze vétSina kontrolnich cis-elementi se naléza v
nepiekladanych oblastech na 5- a 3-koncich molekul mRNA. Z tohoto diivodu byly
porovnany nepieklddané oblasti vSech ¢lenti genové rodiny ntp a ukazalo se, ze vyse
uvedené rozdéleni sledovanych nové popsanych klonti do podskupin plati 1 pro
nepieklddané oblasti. Dale bylo zjiSténo, ze leadery vSech zkoumanych gen jsou

bohaté adeninem a uracilem (61-73%). Na zaklad¢ sekvenci byly vytvofeny pocitacové
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0,0004 DH24
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Ssa52-P805
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——=nnp7——DH12
0,0138 0,0007
0,003 DH37
0,0917 0’()Tntpzm
1 0,002
— 0012 DH23
00135
o000 DH42
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—ooocs DH4
01222 ntp303

Obr. 5.23. Dendrogram znazoriiujici vzajemnou piibuznost jednotlivych pivodnich i novych clent
genové rodiny ntp. Dendrogram byl vypracovan pomoci programi Clustal W, Phylip 3.5 a Phylodendron.

modely sekundédrni struktury neptekladanych oblasti mRNA (Program mFold;
http://mfold2.wustl.edu/~mfold/rna/forml.cgi; Zuker et al., 1999; Mathews et al.,

1999). Pro kazdy klon bylo navrZzeno 1 aZ 7 moznych uspotadani liSicich se svymi
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energetickymi charakteristikami. Celkem bylo porovnano 27 struktur a ukazalo se, Ze
vSechny leadery bez rozdilu zaujimaji vyraznou sekundarni strukturu, jejiz ptitomnost je
charakteristickym znakem gent, exprese kterych je regulovdna na translacni drovni.
Modeliim leadert vSech genli byla spole¢na existence dvousroubovicové oblasti o délce
14-30 part basi bezprostiedné ptedchazejici iniciacnimu kodonu AUG. Navic byly
piitomny jedna az dvé krat$i vlasenky se smycCkou, ovSem jejich vyskyt nebyl tak
pravidelny. Ptiiklady zkoumanych model jsou znazornény na obrazku 5.24.
Nepiekladané oblasti na 3° konci molekul mRNA byly variabilnéj$i neZ na 5’ konci, ale

u vSech gent byly nalezeny jedna az tfi vlasenky rtiznych délek se smyckami.
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Obr. 5.24. Piiklady dvou modeld sekundarni struktury 5’ neptekladanych oblasti klont DH4 a DH12
ziskané pomoci programu mFold.

Putativni transla¢ni produkty kloni DH byly opét velice podobné jak sobé¢
navzajem tak diive charakterisovanym gentm ntp (Tab. 5.7, 5.8, Obr. 5.25 v ptiloze
této kapitoly). Percentualni vyjadieni miry homologie bylo opét ziskdno na pocitaci
pomoci programu Jellyfish 1.1 (http://www.biowire.com), vlastni srovnani sekvenci

bylo provedeno pomoci programu GeneJockey II (Biosoft, Cambridge, U.K.).
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DH4 DH12 DH23 DH24 DH37 DH42

DH4 100 95,5 99,2 95,5 93,2 98,2
DHI12 95,5 100 95,8 99,6 97,3 94,8
DH23 99,2 95,8 100 96,2 93,9 98,9
DH24 95,5 99,6 96,2 100 97,6 95,1
DH37 93,2 97,3 93,9 97,6 100 92,8
DH42 98,2 94,8 98,9 95,1 92,8 100

Tab. 5.7. Mira homologie na Urovni sekvence predpokladanych translaénich produkti mezi noveé
popsanymi ¢leny genové rodiny n#p vyjadfena v procentech.

Ntp101 Ntp201 Ntp302 Ntp303 Ntp805
DH4 86 99,2 86 81,9 95,7
DHI2 86,8 95,8 86,8 82,1 99,4
DH23 86,8 100 86,8 82,6 96,4
DH24 87,1 96,2 87,1 82,4 99,8
DH37 84,9 93,9 84,9 80,3 97,5
DH42 85,7 98,9 85,7 81,5 95,3

Tab. 5.8. Mira homologie na trovni sekvence piredpokladanych transla¢nich produktli mezi znamymi a
nove popsanymi Cleny genové rodiny ntp vyjadiena v procentech.

Sekvence predpokladanych translacnich produkti klond DH i genli ntp byly
porovnavany s databazemi PIR (http://www-nbrf.georgetown.edu/pir/) a BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast; Altschul et al., 1997) ve snaze nalézt homology z
jinych rostlinnych druhi. Jako nejptibuznéjsi byly vyhodnoceny geny Bpl0 (Brassica
napus; Albani et al., 1992), pektinesterasa (Lycopersicon esculentum; Tucker a Zhang,
1996), pektinesterasa (Arabidopsis thaliana; Roundsley et al., 1998), protein BNH
(Arabidopsis thaliana; Leprince, 1999) a protein PGPS/NHI15 (Petunia x hybrida;
Guyon et al., 2000). Dale byl tsek 130 az 150 aminokyselin na N-konci vysoce
homologni se skupinou enzyml multicopper oxidas typu 1, mezi n€Z patii 1 askorbat
oxidasy a laccasy (Messerschmidt a Huber, 1990; Ouzounis a Sander, 1991).

Sekvence DH klonii a genii ntp byly porovnavany i se sekvencemi zndmych
bilkovinnych motivll regulujicich posttranslacni modifikace a mist rozpoznavanych
modifikujicimi enzymy dostupnymi \% databazich PROSITE
(http://www.expasy.ch/prosite) a InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/). Ve
sledovanych polypeptidovych fetézcich bylo nalezeno Sest typii motivi, a to
pravdépodobnd N-glykosylacni mista na asparaginu, fosforylacni mista rozezndvana
cAMP a cGMP dependentnimi protein kinasami, fosforyla¢ni mista rozezndvana protein
kinasou C, fosforyla¢ni mista rozeznavana kasein kinasou II, N-myristyla¢ni mista a P-
smycka, tj. motiv. A ATP-GTP vazebného mista. Konsensus sekvence a polohy

jednotlivych motivii ve vSech sledovanych polypeptidech jsou uvedeny v tabulce 5.9.

148



Vsechny nalezené motivy pravdépodobné nemohou byt funkéni, naptiklad jiz proto, ze
nekteré se piekryvaji. Jako nejzajimavéjsi a nejzhavejsi kandidati na funkéni regulaéni
sekvence se jevily ty motivy, které se vyskytovaly nebo naopak chybély u nékterych
jednotlivych gent a dale ty, které se naopak vyskytovaly u vSech proteinii véetné jejich
homologti z jinych druhi s velkou mirou konzervace.

Do prvni skupiny patii N-glykosylaéni motiv ASN4, ktery chybi u klonu DH37,
dale N-myristylaéni motivy MYR2 a MYR4 chybégjici tamtéZ, fosforylacni misto
rozeznavané cAMP a cGMP dependentni kinasou CAMP2, které se vyskytuje jen u
klonu DH37, N-myristylatni mista MYR9, které chybi u klonu DH42, a MYRI12
vyskytujici se pouze u stejného klonu. Do stejné skupiny mizeme zatadit i nékolik
sekven¢nich motivl, jimiz se gen n#p303 lisSi od ostatnich ¢lend rodiny. Jsou to
fosforylaéni sekvence PKCI1 pro protein kinasu C v signalnim peptidu, fosforylacni
misto rozezndvané kasein kinasou II CK4 a kone¢né i myristylatni misto MYRI10
nalézajici se jen u ntp303. Rozdéleni nové popsanych klonit DH do dvou podskupin
podle ptibuznosti s geny ntp201 a ntp805 uvedené na zacatku této kapitoly bylo
potvrzeno 1 na urovni regulacnich motivii v polypeptidové sekvenci, jak ukazuje
absence dvou moznych fosforyla¢nich mist rozeznavanych protein kinasou C, PKC8 a
PKC9, u genu ntp201 a tii ptibuznych klontt DH4, 23 a 42.

Do druhé skupiny pattily zejména sekvencni motivy, jejichz sekvence byla zcela
konservovéana nejen mezi vSemi klony DH a geny ntp, ale 1 jejich homology, genem
Bpl0, pektinesterasou (Lycopersicon esculentum), pektinesterasou (Arabidopsis
thaliana), proteinem BNH a proteinem AT4g22010 podobny pektinesterasdm
(Arabidopsis thaliana; Bevan et al., 2000). V ramci konsensus sekvenci jednotlivych
motivll byla konservace stoprocentni mezi rozhodujicimi aminokyselinami a rozdily
byly nalezeny jen u aminokyselin, které¢ nejsou pro funkénost motivii rozhodujici.
Jednalo se o nasledujici sekvence: N-glykosylacni motivy ASN3, ASN4 (chybél jen u
klonu DH37), fosforylaéni mista rozeznavana protein kinasou C PKC5 a PKC6,
fosforylacni misto rozezndvané kasein kinasou II CK6 a myristylacni misto MYRS.
(nebo ATPI1, ale ten neni u LEPE, AT4g). Motiv A ATP-GTP vazebného mista, P-
smycka ATPI, jehoz konsensus se velice podobd myristylaénim mistim MYR, se ve
zkoumanych polypeptidovych sekvencich nachazel v misté totozném s mistem MYRS.
OvSem dva aminokyselinové zbytky na C-konci konsensus sekvence, K a S/T, které
ATP-GTP vazebnd mista obsahuji navic ve srovnani s myristylacnimi misty, byly

pfitomny jen u klonit DH a genil n#p, nikoli u vySe zminénych homologg.
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Klony DH Geny ntp
Motiv # Konsensus 4 12 23 24 37 42 101 201 302 303 805
ASN I NVTY 32 32 32 32 32 32 32 32 32 31 32
2  NCTS 60 60 60 60 60 60 60 60 60 59 60
3 NFTY 109 110 109 109 110 108 109 109 109 108 109
4 NLTA 335 336 335 335 - 334 335 335 335 332 335
5 NITR 355 356 355 355 357 354 355 355 355 352 355
6 NATF/Y 428 429 428 428 430 427 428 428 428 423 428
CAMP 1 RKNS 89 90 89 8 89 88 8 8 8 88 &9
2  RKWS - - - - 466 - - - - - -
PKC 1 SGK - - - - - - - - -3 -
2 TYR 111 112 111 111 112 110 111 111 111 110 111
3  T/SLK 174 175 174 174 176 173 174 174 174 173 174
4  SA/L/VK 197 198 197 197 199 196 197 197 197 196 197
5 TYR 216 217 216 216 218 215 216 216 216 214 216
6 SSR 283 284 283 283 285 282 283 283 283 281 283
7 SFR 331 332 331 331 333 330 331 331 331 328 331
8 TIFK - 360 - 359 361 - 359 - 359 356 359
9 TYR - 400 - 399 401 - 399 - 399 425 399
CK 1 SWQD 92 93 92 92 92 91 92 92 92 91 92
2 SRT/SE 365 366 365 365 367 364 365 365 365 - 365
3 T/SEVD 367 368 367 367 369 366 367 367 367 - 367
4 TNGE - - - - - - - - - 380 -
5 TTLD 497 498 497 497 499 495 497 497 497 - 497
6 SLRD 531 532 531 531 533 529 531 531 531 526 531
MYR 1 GILING 47 47 47 47 47 47 47 47 47 46 47
2  GTPGTM 9% 97 96 96 - 95 9 9 96 95 96
3  GQTINFTY 107 108 107 107 108 106 107 107 107 106 107
4  GGY/FGAL1 136 137 136 136 - 135 136 136 136 135 136
5 GIVHING 190 191 190 190 192 189 190 190 190 189 190
6 GMRS/TSV 225 226 225 225 227 224 225 225 225 223 225
7  GQCLSV 262 263 262 262 264 261 262 262 262 260 262
8 GIAWSM/1 321 322 321 321 323 320 321 321 321 318 321
9 GISHTN 379 380 379 379 381 - 379 379 379 376 379
10 GLSRNN - - - - - - - - - 474 -
11 GIVKG/SL/M 546 547 546 546 548 544 546 546 546 541 546
12 GARINC - - - - - 56 - - - - -
ATP 1 GIHAINGKS 190 191 190 190 192 189 190 190 190 189 190

Tab. 5.9. Konsensus sekvence a polohy znamych bilkovinnych motivii regulujicich posttransla¢ni
modifikace a mist rozpoznavanych modifikujicimi enzymy v genech n#p a klonech DHx.

5.3.5 Diskuse

Na tvod diskuse k této ¢asti je nutné konstatovat, ze hlavniho cile screenovani

cDNA knihovny, tedy isolace cDNA klonu kodujiciho bilkovinu p66, dosaZzeno nebylo.

Na druhou stranu se podafilo isolovat Sest novych klond, ¢lent genové rodiny ntp a tim

vice nez zdvojnasobit pocet jejich zndmych ¢lent.
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Skutecnost, ze vSechny nové isolované klony DH 1 dfive publikované geny nitp
(Weterings et al., 1992) byly isolovany jako ¢cDNA klony dokazuje, ze se nejedna o
pseudogeny a ze vSechny jsou v pylu tabaku skute¢né exprimovany.

Fylogeneticky patii vSechny nové popsané klony do blizké piibuznosti gent
ntp201 a ntp805 (Obr. 5.23), konkrétné klony DH4, 23 a 42 vykazuji zna¢nou miru
homologie s genem ntp201 a klony DH12, 24 a 37 s genem ntp805 (Tab. 5.6 a 5.8).
Vz4jemna homologie klont DH a odpovidajicich genti ntp byla na trovni DNA vzdy
vyssi nez 90%, vétSinou dokonce vyssi nez 95%, piiCemz vetsi variabilita nez ve
vlastnich kodujicich oblastech byla pozorovana v neptekladanych oblastech na 5°- a 3’-
koncich. Délka 5’leadert vSech klonti DH 1 genii ntp, 23-148 basi, se vesla intervalu
uvadéného pro rostlinné geny, ktery ¢ini 9-193 basi (Joshi, 1987). VétSina z nich pak
byla 1 v oblasti nejbéznéjSich délek, 40-80 basi. V obou nepiekladanych oblastech
zaujimala mRNA vyraznou sekundarni strukturu (Obr. 5.24) a miZeme fici, ze spiSe nez
vlastni struktura vlasenek byla zajimava v kapitole 5.3.4 popsand variabilita primarnich
1 sekundarnich struktur neptfekladanych oblasti u tak ptibuznych gent. Jeji vliv na
translaci jednotlivych genii jeSt€¢ musi byt podrobné prozkoumdan, ale vyrazna
sekundarni struktura ukazuje na pravdépodobnou regula¢ni roli nepfekladanych oblasti.

Porovnani sekvenci pravdépodobnych translacnich produkti klonit DH
s databazemi bilkovinnych motivii ukézalo na pfitomnost nékolika moznych mist
posttransla¢nich modifikaci (Tab. 5.9). Mimo jiz prokazané N-glykosilace se jednd o
fosforylaci, myristylaci a dle konsensus sekvence 1 moZznou vazbu ATP/GTP. Ta ale
nepiichazi v tvahu kvili absenci potfebné prostorové organisace bilkoviny (Wittink,
1998). Naproti tomu fosforylace je moznym regulacnim mechanismem. V jeji prospéch
v nékterych mistech hovoii 1 pfitomnost basickych aminokyselinovych zbytka
bezprostiedn¢ C-smérem od konsensus sekvence, jez zvySuje pravdépodobnost a
ucinnost fosforylacni reakce (Woodget et al., 1986; Kishimoto,ef al., 1985). Zajimavou
posttransla¢ni upravou je i myristylace. Ta zvySuje hydrofobni charakter bilkovinné
molekuly navazanim zbytku kyseliny myristové (C-14; Mcllhenney, 1990) amidovou
vazbou na glycin polozeny v N-koncové pozici konsensus sekvence (Towler et al.,
1988), a to jesté béhem syntézy polypeptidu, tedy kotranslacné (Wilcox et al., 1987). Je
ziejmé, ze myristylace zvySuje afinitu bilkoviny k bunééné membrané a tato modifikace
na C-konci molekuly miize vést 1 k jejimu kovalentnimu ukotveni (Chow et al., 1992).

Mira homologie transla¢nich produktt kloni DH i gent n#p byla s ohledem na

degeneraci genetického kodu na urovni aminokyselin dokonce jesté vétsi nez na urovni
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DNA (Tab. 5.7, 5.8). Pro gen ntp303 bylo diive publikovano, Ze je ¢aste¢né¢ homologni
s askorbat oxidasami (Weterings ef al., 1992). NaSe srovnani vSech ¢lenti genové rodiny
ntp s databazemi toto zjiSténi potvrdilo a rozsitfilo ve smyslu, Ze geny n#p vykazovaly
zna¢nou miru homologie i1 s dal§imi enzymy patficimi mezi multicopper oxidasy, nejen
s askorbat oxidasami, ale zejména s pektinesterasami z né¢kolika rostlinnych druht.

Multicopper oxidasy jsou enzymy, které obsahuji tii spektrofotometricky
rozdilna centra s atomy médi (Messerschmidt a Huber, 1990; Ouzounis a Sander, 1991).
Mezi enzymy nalezejici do této rodiny patii laccasy (EC 1.10.3.2), které u hub a rostlin
oxiduji mnoho rozliénych typa fenolickych latek a diamint, dale askorbat oxidasy (EC
1.10.3.3), enzymy vysSich rostlin a ceruloplasmin (EC 1.16.3.1), protein pfitomny v
séru savcl a ptakd, ktery oxiduje Sirokou Skdlu anorganickych a organickych latek.
Charakteristickd doména rodiny multicopper oxidas typu I byla objevena i1 v
bilkovinach, které ztratily schopnost vazat méd’. Do této skupiny patii naptiklad protein
A resistence proti médi (copA) z plasmidu Pseudomonas syringae, koagulacni faktory V
(Fa V) a VIII (Fa VIII) z krve a protein FET3 z kvasinek nezbytny pro pfijem atomi
Zeleza a mnohé dalsi.

Pektinesterasy (EC 3.1.1.11), neboli pektin methylesterasy, katalysuji hydrolyzu
pektinu na pektat a methanol. U rostlin hraji diilezitou roli v metabolismu bunécné stény
zejména béhem dozravani plodt. U patogeni rostlinnych bunék, jak bakteridlnich, napft.
Erwinia carotovora, tak hub, napt. Aspergillus niger, se pektinesterasy ucastni
macerace a hnilobnych procesit v rostlinné tkani. Pektinesterasy isolované
z prokaryotickych 1 eukaryotickych organisml obsahuji nékolik homolognich oblasti
(Ray et al., 1988; Plastow, 1988; Markovic a Jornvall, 1992).

Pouhd, byt sebelépe dokumentovand sekvencni homologie jest€¢ neprokazuje
funkci pravdépodobnych translac¢nich produkt sekvenovanych gent. Z tohoto diivodu
muzeme o funkci bilkovin kddovanych klony DH a geny ntp jen spekulovat. Toto plati
bez vyjimky i pro nejdéle znamy genu ntp303, u néhoz jako jediného zname 1 bilkovinu,
p69 (Wittink et al., 2000). Ale vzhledem k abundanci p69 a zejména jeji lokalisaci
v bunécné sténé lacky prodirajici se pletivy ¢nélky nemusi vyznit predstava p69 jako
mozného enzymu uvolilujiciho rostouci lacce cestu mechanismem podobnym

mechanismu pusobeni pektinesteras tpIn¢ fantasticky.

5.3.6 Zavér
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Byl proveden screen cDNA knihovny piipravené ze zralého pylu tabdku sondou
homologni k 221 basi dlouhému fragmentu genu n#p201. Bylo isolovano Sest novych
klonti, DH4, 12, 23, 24, 37 a 42, ¢lenti genové rodiny ntp. VSechny klony DH
vykazovaly znagnou miru homologie (vice nez 90%) s geny ntp201 a ntp805. Zadny

z nov¢ isolovanych klont nekdduje glykoprotein p66.

5.3.7 Podékovani

Na tomto misté bych rad pod€koval Dr. Justinu P. Sweetmanovi (University of
Leicester, U.K.) za laskavé zaptjceni pylové cDNA knihovny, kterd byla pro praci
pouzita a Dr. Floydu Wittinkovi (Katholieke Universiteit Nijmegen, Nizozemi) za
poskytnuti cDNA klonti ntp. Cast prace, vlastni screen, byla provedena v laboratofi
Prof. Davida Twella na University of Leicester v rdmci spolecného projektu Royal

Society CEE/FSU Joint Project Grant.
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5.3.8 Priloha

Obr. 5.22. Porovnani kompletnich nukleotidovych sekvenci Sesti nové isolovanych

klonti DH se sekvencemi dfive popsanych ¢lenti genové rodiny nip:

10 20 30 40 50 60
I I I I I I
Contig# 1 ggnacgagnnnnnnnnnnnnannannnn nn g nanan daaaanna
DH4 ggcacgagg-------------- aaata g cagaataaaaa---
DH12 ggcacgagggaagaagaacaaggaaa a g cagaaaaaaagaa
DH23 ggcacgagg-------------- === mmmmmm oo
DH24 = = —-memmmemmme e
DH37 ggCaCGag——-—===——= === = m e~ aagaa
DH42 ggcacgagg-------------- aaata g cagaataaaaa---
ntp101 gagtt--------o---- aagacat-tca g caaaataaaat-aa
ntp201 gaa CC------=——-----—- === mmmmm e
ntp302 gaat i---—------——- ole et et T
ntp303 gaa--gaagaagaagaa-gaagaagcg -g gagag aaaaaaga
ntp805 g mmmm e o - a
70 80 90 100 110 120
I I I I I I
Contig# 1 annchnnnnnnnacaannnnnnna cadaonaanadnn nnadaaaadagadnnnaaaaga
DH4 - aaag-------- aaaaaa-aaa----aaaaaaagaaaagaaaaga
DH12 a aaaaaga------- atcaaaataa-aa aaaaaaagaaaagaaaaga
DH23 = =mmemmmemmme e
DH24 = = —-memmmemmme e
DH37 a aaaaaga------- atcaaaataa-aa aaaaaaagaaaagaaaaga
DH42 - aaag------- atcaaaataa-aaa----aaaaaa-gaaaagaaaaga
ntp101 att=--e-aee-- aaa------- a aa-aa-aatatctataaaaaaaa gaaaa
Ntp201  — e
ntp302 @ m-— e aaaa gaaaa
ntp303 aaacacccaaaaaaaagaadaacatcaaaaaaacaaa aaaaagag gg
ntp805 o e e et e L e aaaaga
130 140 150 160 170 180
I I I I I I
Contig# 1 aaaagg g gaga aggga avggaaacA GGAGAGAAC AG =~ GAHAG G G
DH4 aaaagg g gaga agggacagggaaacA GGAGAGAAC AG ~ GACAG G G
DH12 aaaagg g gaga aggga aagggaacA GGAGAGAAC AG = GA AG G G
DH23 - ga agggacagggaaacA GGAGAGAAC AG  GACAG G G
DH24 aaaagg g gaga aggga aagggaacA GGAGAGAAC AG = GA AG G G
DH37 aaaagg g gaga aggga aagggaacA GGAGAGAAC AG = GA AG G G
DH42 aaaagg g gaga agggacagggaaacA GGAGAGAAC AG ~ GACAG G G
ntp101 a - agag gaga  gga gcggaggcA GGAGAGAGCCAG G GAAAA G GG
ntp201 ~  ----------- ga agggacagggaaacA GGAGAGAAC AG  GACAG G G
ntp302 a - agag gaga  gga gcggaggcA GGAGAGAGCCAG G GAAAA G GG
ntp303 gggga aaagaa daaaaaaacaacg cA GGGAAG GG AAAG AACA G GG
ntp805 aaaagg g gaga aggga aagggaacA GGAGAGAAC AG = GA AG G G
190 200 210 220 230 240
I I I I I I
Contig# 1  GC AG G G GNNNNNN GG GG GAAAGC GAGGA
DH4 GC AG G GG G------ GGCGG GAAAGC GAGGA
DH12 GC AG G GTTG=====-= GG GG GAAAGC GAGGA
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430 440 450 460 470 480
I I I I I I

Contig# 1 AAAGGAAGAAC CG GGCAAGAN GGN ACCCCAGGNAACCA G GCCCGA CA GCCCG
DH4 AAAGGAAGAAC CG GGCAAGA- GG- ACCCCAGG-AACCA G GCCCGA CAGCCCG
DH12 AAAGGAAGAAC CG GGCAAGA- GG- ACCCCAGG-AACCA G GCCCGA CAGCCCG
DHZ23 AAAGGAAGAAC CG GGCAAGA- GG- ACCCCAGG-AACCA G GCCCGA CATGCCCG
DH24 AAAGGAAGAAC CG GGCAAGA- GG- ACCCCAGG-AACCA G GCCCGA CATGCCCG
DH37 AAAGGAAGAAC CG GGCAAGAA GGG ACCCCAGGGAACCA G GCCCGA CATGCCCG
DH42 AAAGGAAGAAC CG GGCAAGA- GG- ACCCCAGG-AACCA G GCCCGA CAGCCCG
ntp101 AAAGGAAGAAC CG GGCAAGA- GG- ACCCCAGG-AAC A'G G CC A CAGCC G
ntp201 AAAGGAAGAAC CG GGCAAGA- GG- ACCCCAGG-AACCA G GCCCGA CAGCCCG
ntp302 AAAGGAAGAAC CG GGCAAGA- GG- ACCCCAGG-AAC A'G G CC A CAGCC G
ntp303 AT AGGAAGAAC CA GGCAAGA --GG ACCCC-GGGAACCA G G CCAA CAGCCCG
ntp805 AAAGGAAGAAC CG GGCAAGA- GG- ACCCCAGG-AACCA G GCCCGA CAGCCCG

490 500 510 520 530 540

I I I I I I

Contig# 1 G ACAAAC CACC ACCGC CCAAG CAAGGACCAGA CGG AGC € CAC CC
DH4 GTACAAACT TCACCTACCGCT TCCAAG T CAAGGACCAGATCGGTAGCTICTTCTACTTICC
DH12 GTACAAACT TCACCTACCGCT TCCAAG T CAAGGACCAGATCGGTAGCTICTTCTACTTICC
DHZ23 GTACAAACT TCACCTACCGCT TCCAAG T CAAGGACCAGATCGGTAGCTICTTCTACTTICC
DH24 GTACAAACT TCACCTACCGCT TCCAAG T CAAGGACCAGATCGGTAGCTICTTCTACTTICC
DH37 GAACAAACT TCACCTACCGCT TCCAAG T CAAGGACCAGATCGGTAGCTICTTCTACTTICC
DH42 GTACAAACT TCACCTACCGCT TCCAAG T CAAGGACCAGATCGGTAGCTICTTCTACTTICC
ntp101 GTACAAACT TCACCTATCATTTCCAGG T GAAGGACCAAATCGGTAG CTACTTCC
ntp201 GTACAAACT TCACCTACCGCT TCCAAG T CAAGGACCAGATCGGTAGCTICTTCTACTTICC
ntp302 GTACAAACT TCACCTATCATTTCCAGG T GAAGGACCAAATCGGTAG CTACTTCC
ntp303 GTCAAAAT T TCACCTACCGT I TCCAGG T CAAGGACCAGA TCGGTAGCTACTCCTACTTICC
ntp805 GTACAAACT TCACCTACCGCT TCCAAG T CAAGGACCAGATCGGTAGCTICTTCTACTTICC
550 560 570 580 590 600

I I I I I I

Contig# 1 CCACAACAGAC GCA CG GC GCN GGN GGN GG GCCATCAATGICCATAGCC
DH4 CCACAACAGAC 'GCA CG GC GC-1GG- GG- GGIGCCATCAATG T TCATAGCC
DH12 CCACA CAGAC 'GCA CG GC GC-1GG- GG- GGIGCCATCAATGICCATAGCC
DHZ23 CCACAACAGAC 'GCA CG GC GC-1GG- GG- GGIGCCATCAATG T TCATAGCC
DH24 CCACA CAGAC 'GCA CG GC GC-1GG- GG- GGIGCCATCAATGICCATAGCC
DH37 CCACA CAGAC 'GCA CG GC GCATGGA GGG GGIGCCATCAATGICCATAGCC
DH42 CCACAACAGAC 'GCA CG GC GC-1GG- GG- GGIGCCATCAATG T TCATAGCC
ntp101 CAACAACAGGG 'ACA CG GCAGC- GG- GGA' -GG GCCC CGA G CCAAG C
ntp201 CCACAACAGAC 'GCA CG GC GC-1GG- GG- GGIGCCATCAATG T TCATAGCC
ntp302 CAACAACAGGG 'ACA CG GCAGC- GG- GGA' -GG GCCC CGA G CCAAG C

ntp303 CAACCACAGCC ' GCACCGGGCAGC--GGG GG- A GG GC C CAACG CCACAG C
ntp805 CCACAACAGAC 'GCA CG GC GC-1GG- GG- GGIGCCATCAATGICCATAGCC

610 620 630 640 650 660

I I I I I I

Contig# 1 G GCCC A CCCG CC GA AACCC GCCGA GAA ATAACG A G GGG G
DH4 G GCCC A CCCq CC GA AACCC GCCGA GAA A AACG A G GGG G
DH12 G GCCC A CCCq CC GA AACCC GCCGA GAA A AACG A G GGG G
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DHZ23 G GCCC A CCCG CC GA AACCC GCCGA GAA A AACG A G GGG G
DH24 G GCCC A CCCG CC GA AACCC GCCGA GAA A AACG A G GGG G
DH37 G GCC CCCGTTCC GA AACCC GCCGA GAA A AACG A G GGG G
DH42 G GCCC A CCCG CC GA AACCC GCCGA GAA A AACG A G GGG G
ntp101 GTAACCTTATCCCTATICC GACAAACCCGCTGATGAGTACAATGTC GGGCG
ntp201 G GCCC A CCCG CC GA AACCC GCCGA GAA A AACG A G GGG G
ntp302 GTAACCTTATCCCTATICC GACAAACCCGCTGATGAGTACAATGTC GGGCG
ntp303 G GC C CA CCCAG CCC GACAA CC GC GA GAA ACAA'G G CG CGGGG
ntp805 G GCCC A CCCG CC GA AACCC GCCGA GAA A AACG A G GGG G
670 680 690 700 710 720

I I I I I I

Contig# 1 A GG ACAACAAGGG ACAAG CC' GAAGAAGA C ' AGA GGGGGACGCACAA G
DH4 AT GG ACAACAAGGG  ACAAG CC' GAAGAAGA €' AGA GGGGGACGCACAA G
DH12 A" GG ACAACAAGGG ACAAG CG' GAAGAAGA €' AGA GGGGGACGCACAA G
DHZ23 AT GG ACAACAAGGG  ACAAG CC' GAAGAAGA €' AGA GGGGGACGCACAA G
DH24 A" GG ACAACAAGGG ACAAG CG' GAAGAAGA €' AGA GGGGGACGCACAA G
DH37 A" GG ACAACAAGGG ACAAG CG' GAAGAAGA €' AGA GGGGGACGCACAA G
DH42 AT GG ACAACAAGGG  ACAAG CC' GAAGAAGA €' AGA GGGGGACGCACAA G
ntp101 AT GG ACAATAAGGGACACAAGACC T GAAAAAGA €' GGACGGCGGACGCACCA G
ntp201 AT GG ACAACAAGGG  ACAAG CC' GAAGAAGA €' AGA GGGGGACGCACAA G
ntp302 AT GG ACAATAAGGGACACAAGACC T GAAAAAGA €' GGACGGCGGACGCACCA G
ntp303 AT GG ACAACAAGGG  CACAAGACC T  GAAAAAGA €' GGACGG GGACGCAC A G
ntp805 AT GG ACAACAAGGG ACAAG CG' GAAGAAGA €' AGA GGGGGACGCACAA G
730 740 750 760 770 780

I I I I I I

Contig# 1 GCAGACCCGA GGCA CCACA CAA GGAAAA CCV CAAGG CGG GACAAGG GC G
DH4 GCAGACCCGA ' GGCA CCA A CAA GGAAAA CCC CAAGG CGG GACAAGG GC G
DH12 GCAGACCCGA ' GGCA CCACA CAA GGAAAA CCG CAAGG CGG GACAAGG GC G
DHZ23 GCAGACCCGA GGCA CCA A CAA GGAAAA CCC CAAGG CGG GACAAGG GC G
DH24 GCAGACCCGA ' GGCA CCACA CAA GGAAAA CCG CAAGG CGG GACAAGG GC G
DH37 GCAGACCCGA ' GGCA CCACA CAA GGAAAA CCG CAAGG CGG GACAAGG GC G
DH42 GCAGACCCGA ' GGCA CCA A CAA GGAAAA CCC CAAGG CGG GACAAGG GC G
ntp101 GAAGGCC GATGGCA  CACA AA GGAAAG CAAGCAAGG GG GACAAGG AGCAG
ntp201 GCAGACCCGA ' GGCA CCA A CAA GGAAAA CCC CAAGG CGG GACAAGG GC G
ntp302 GAAGGCC GATGGCA  CACA AA GGAAAG CAAGCAAGG GG GACAAGG AGCAG
ntp303 GCAGGCC GATGG A A'CA AA GG AAA C GCCAAGG GG GA---GGCAAAAG
ntp805 GCAGACCCGA ' GGCA CCACA CAA GGAAAA CCG CAAGG CGG GACAAGG GC G
790 800 810 820 830 840

I I I I I I

Contig# 1 AGCCAC C' CACCA GGAGGC GGCAAGACC A AGG ACAGGA G GCAA GC GGCA
DH4 AGCCAC €1 CACCA GGAGGC GGCAAGACC ATAGG ACAGGA G GCAA GC GGCA
DH12 AGCCAC €1 CACCA GGAGGC GGCAAGACC ATAGG ACAGGG G GCAA GC GGCA
DHZ23 AGCCAC €1 CACCA GGAGGC GGCAAGACC ATAGG ACAGGA G GCAA GC GGCA
DH24 AGCCAC €1 CACCA GGAGGC GGCAAGACC ATAGG ACAGGG G GCAA GC GGCA
DH37 AGCCAC €1 CACCA GGAGGC GGCAAGACC ATAGG ACAGGG G GCAA GC GGCA
DH42 AGCCAC €1 CACCA GGAGGC GGCAAGACC ATAGG ACAGGA G GCAA GC GGCA
ntp101 AGGCAC €1 TACCA GGAGGC GGCAAGAC 'ATAGG ACAGGA G G AACG  GGCA
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ntp201 AGCCAC €1 CACCA GGAGGC GGCAAGACC ATAGG ACAGGA G GCAA GC GGCA
ntp302 AGGCAC €1 TACCA GGAGGC GGCAAGAC 'ATAGG ACAGGA G G AACG  GGCA
ntp303 AGCCACTCT T TACCATGGAGGCCGGCAAGACCTATAGG TACAGAT TCTGCAACCT TGGTA
ntp805 AGCCAC €1 CACCA GGAGGC GGCAAGACC ATAGG ACAGGG G GCAA GC GGCA
850 860 870 880 890 900
I I I I I I
Contig# 1  GAGGACA CAG CAACG CAGGA CAAGGCCACCCCA GAAG GG GGAAA GGAGG
DH4 GAGGACA CAG CAACG CAGGA ' CAAGCCACCCCCA GAAG GG GGAAA GGAGG
DH12 GAGGACA CAG CAAC CAGGA' CAAGGCCACCCCA GAAG GG GGAAA GGAGG
DHZ23 GAGGACA ' CAG CAACG CAGGA' CAAGGCCACCCCA GAAG GG GGAAA GGAGG
DH24 GAGGACA CAG CAAC CAGGA' CAAGGCCACCCCA GAAG GG GGAAA GGAGG
DH37 GAGGACA CAG CAAC CAGGA' CAAGGCCACCCCA GAAG GG GGAAA GGAGG
DH42 GAGGACA ' CAG CAACG CAGGA' CAAGGCCACCCCA GAAG GG GGAAA GGAGG
ntp101 GAGAACC CAG CAA G CAGGA CCAAGG CACACCA GAAG GG GAGA GGAGG
ntp201 GAGGACA CAG CAACG CAGGA' CAAGGCCACCCCA GAAG GG GGAAA GGAGG
ntp302 GAGAACC CAG CAA G CAGGA CCAAGG CACACCA GAAG GG GAGA GGAGG
ntp303 GAGGTCATCTGT TAACATCAGAT TCCAAGG T CACCCAATGAAAT TAG T CGAGCTAGAGG
ntp805 GAGGACA CAG CAAC CAGGA' CAAGGCCACCCCA GAAG GG GGAAA GGAGG
910 920 930 940 950 960
I I I I I I
Contig# 1 GA CCCACAC G GCAGAACG C A GAG CCC GACC CCA G GG CAA GCC
DH4 GA CCCACAC G GCAGAACG C A GAG CCCH GACC CCA G GG CAA GCC
DH12 GA CCCACAC G GCAGAACG G A GAG CCCH GACC CCA G GG CAA GCC
DHZ23 GA CCCACAC G GCAGAACG C A GAG CCCH GACC CCA G GG CAA GCC
DH24 GA CCCACAC G GCAGAACG G A GAG CCCH GACC CCA G GG CAA GCC
DH37 GA CCCACAC G GCAGAACG G A GAG CCCH GACC CCA G GG CAA GCC
DH42 GA CCCACAC G GCAGAACG C A GAG CCCH GACC CCA G GG CAA GCC
ntp101 GA CACA ACGG GCAGAA G C A GAC CAC 'GACC CA'G GG CAG G C
ntp201 GA CCCACAC G GCAGAACG C A GAG CCCH GACC CCA G GG CAA GCC
ntp302 GA CACA ACGG GCAGAA G C A GAC CAC 'GACC CA'G GG CAG G C
ntp303 GATCCCACACCGTACAAAACATCTACGATTCCTTGGACCTCCATGTTGGTICAGTGCCTC
ntp805 GA CCCACAC G GCAGAACG G A GAG CCCH GACC CCA G GG CAA GCC
970 980 990 1000 1010 1020
I I I I I I
Contig# 1 (GG G GG CAC GC GA CAAGAGCCCAAGGAC A ACA GA G C AG AGG
DH4 CGG G GG CAC GC GA CAAGAGCCCAAGGAC A ACA'GA G C AG AGG
DH12 CGG G GG CAC GC GA CAAGAGCCCAAGGAC A ACA'GA G C AG AGG
DHZ23 CGG G GG CAC GC GA CAAGAGCCCAAGGAC A ACA'GA G C AG AGG
DH24 CGG G GG CAC GC GA CAAGAGCCCAAGGAC A ACA'GA G C AG AGG
DH37 CGG G GG CAC GC GA CAAGAGCCCAAGGAC A ACA'GA G C AG AGG
DH42 CGG G GG CAC GC GA CAAGAGCCCAAGGAC A ACA'GA G ' C AG AAG
ntp101 CGG CC GG CAC GC GA CAAGAGCCCAAAGAC AT ACA'GG G C AGCAGA
ntp201 CGG G GG CAC GC GA CAAGAGCCCAAGGAC A ACA'GA G C AG AGG
ntp302 CGG CC GG CAC GC GA CAAGAGCCCAAAGAC AT ACA'GG G C AGCAGA
ntp303 CAG A GG CAC GC GA CAGGAGCCCAAGGAC AC AC GG G CAAGCAGG
ntp805 CGG G GG CAC GC GA CAAGAGCCCAAGGAC A ACA'GA G C AG AGG
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1060

CA
CA
CA
CA
CA
CA
CA
CC
CA
CC
CA
CA

1

I
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CG
CGA
CG

CCGA

120
I

A
A
A
A
A
A
A
A
A

A

1070 1080

GCCAA GG AAGGGAC
GCCAA GGCAAGGGAC
GCCAA GG AAGGGAC
GCCAA GGCAAGGGAC
GCCAA GG AAGGGAC
GCCAA GG AAGGGAC
GCCAA GGCAAGGGAC
GC AACGG AAGGGAC
GCCAA GGCAAGGGAC
GC AACGG AAGGGAC
ACGCCAACGGCAAGGGCC
CGA A GCCAA GG AAGGGAC

1130 1140

CCACCAGAAAACACCCAAGGCATTGCT TGGTCCA
CCACCAGAAAACACCCAAGGCAT TGCTTGGTCCA
CCACCAGAAAACACCCAAGGCAT TGCTTGGTCCA
CCACCAGAAAACACCCAAGGCAT TGCTTGGTCCA
CCACCAGAAAACACCCAAGGCAT TGCTTGGTCCA
CCACCAGAAAACACCCAAGGCAT TGCTTGGTCCA
CCACCAGAAAACACCCAAGGCAT TGCTTGGTCCA

CCCAACACCCCCACCAGATAACACTGAAGGTAT TGCCTGGTCCA

CCCAGCACCTCCACCAGAAAACACCCAAGGCAT TGCTTGGTCCA
CCCAACACCCCCACCAGATAACACTGAAGGTAT TGCCTGGTCCA
CCCAACACCCCCACCAGAAAACACCGAAGGCAT TGCCTGGTCCA
CCCAGCACCTCCACCAGAAAACACCCAAGGCAT TGCTTGGTCCA

1

GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
CGC
GC
CGC
CGC
GC

1

180
I
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AGC
AG
AGC
AG
AG

240
I

1030 1040 1050
I I I
Contig# 1  CC GAAGCAAGCGCAAC C € CCG DGC A
DH4 CCTGAAGAAAGCGCAACTCICTTCCGTTGCTA
DH12 CCTGAAGAAAGCGCAACTTTCTTCCGTIGGCTA
DHZ23 CCTGAAGCAAGCGCAACTCICTICCGTTGCTA
DH24 CCTGAAGCAAGCGCAACTCTICTTCCGTIGGCTA
DH37 CCTGAAGCAAGCGCAACTCTICTTCCGTIGGCTA
DH42 CCTGAAGCAAGCGCAACTCICTICCGTTGCTA
ntp101 € GAAGCAGGCGC---C CC CCG AGCCA
ntp201 CCTGAAGCAAGCGCAACTCICTICCGTTGCTA
ntp302 € GAAGCAGGCGC---C CC CCG AGCCA
ntp303 CTTGAAGCAAGCCCTA---TCCTCCGTGGCCA
ntp805 CCTGAAGCAAGCGCAACTCTICTTCCGTIGGCTA
1090 1100 1110
I I I
Contig# 1 CAGCA C C GACC CCCAGCACC
DH4 CAGCATCTTCTGACCTCCCAGCACC
DH12 CAGCATCTTCTGACCTCCCAGCACC
DHZ23 CAGCATCTTCTGACCTCCCAGCACC
DH24 CAGCATCTTCTGACCTCCCAGCACC
DH37 CAGCATCTTCTGACCTCCCAGCACC
DH42 CAGCATCTTCTGACCTCCCAGCACC
ntp101 CGGCA CA CIGAGC
ntp201 CAGCATCTTCIGACC
ntp302 CGGCA CA CIGAGC
ntp303 CAGCT TCTCCTGAGC
ntp805 CAGCATCTTCIGACC
1150 1160 1170
I I I
Contig# 1 AACCAG ' TTCGCTCCTTCAGATGGAACCT TAC
DH4 AACCAGT TTCGCTCCTTCAGATGGAACCT TAC
DH12 AACCAGT TTCGCTCCTTCAGATGGAACCT TAC
DHZ23 AACCAGT TTCGCTCCTTCAGATGGAACCT TAC
DH24 AACCAGT TTCGCTCCTTCAGATGGAACCT TAC
DH37 AACCAGT TTCGCTCCTTCAGATGGGACCT TAC
DH42 AACCAGT TTCGCTCCTTCAGATGGAACCTTAC
ntp101 GAACCAAT TCCGCTCATTTAGATGGAACCTCAC
ntp201 AACCAGT TTCGCTCCTTCAGATGGAACCTTAC
ntp302 GAACCAAT TCCGCTCATTTAGATGGAACCTCAC
ntp303 GAACCAG ! 1CCGCTCCTTCAGATGGAACCTCAC
ntp805 AACCAGT TTCGCTCCTTCAGATGGAACCTTAC
1210 1220 1230
I I I
Contig# 1 AAGGA CC ACCAC ACGGACAGA CAACA CACCCGCAC
DH4 AAGGATCCTACCACTATGGACAGATCAACATCACCCGCAC
DH12 AAGGATCCTACCACTACGGACAGATCAACATCACCCGTAC

GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC

1190 1200

I
GCCCGCCCCAACCC
GCCCGCCCCAACCC
GCCCGCCCCAACCC
GCCCGCCCCAACCC
GCCCGCCCCAACCC
GCCCGCCCCAACCC
GCCCGCCCCAACCC
GCCCGTCCTAACCC
GCCCGCCCCAACCC
GCCCGTCCTAACCC

OO OO0 n —

C

GCCCGACCCAACCCAC

GCCCGCCCCAACCC

C

1250 1260

CAAGAT G C
CAAGAT TGIC
CAAGAT TGIC
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DHZ23 AAGGATCCTACCACTATGGACAGATCAACATCACCCGCACT T TCAAGAT TGICAACTICTA
DH24 AAGGATCCTACCACTACGGACAGATCAACATCACCCGTACT T TCAAGAT TGICAACICTA
DH37 AAGGATCCTACCACTACGGACAGATCAACATCACCCGTACT T TCAAGAT TGICAACICTA
DH42 AAGGATCCTACCACTATGGACAGATCAACATCACCCGCACT T TCAAGAT TGICAACTICTA
ntp101 AGGGATCCTACCAT TACGGAAAAATCAATATCACTCGCACCATGAAGATCGICAATICTA
ntp201 AAGGATCCTACCACTATGGACAGATCAACATCACCCGCACT T TCAAGAT TGICAACTICTA
ntp302 AGGGATCCTACCAT TACGGAAAAATCAATATCACTCGCACCATGAAGATCGICAATICTA
ntp303 AAGGATCCTACCAT TATGGACAGATCAACATCACCCGCACCATCAAGATCTTCAACTCAA
ntp805 AAGGATCCTACCACTACGGACAGATCAACATCACCCGTACT T TCAAGAT TGICAACTICTA
1270 1280 1290 1300 1310 1320

I I I I I I

Contig# 1 GGAGCGAAG AGA GGAAAGC CGA' 'GCC  GAACGG A C CCCACAC GA GC G
DH4 GGAGCGAAG GGA GGAAAGC CCGAT 'GCC  GAACGG A C CCCACAC GC GC G
DH12 GGACCGAAG AGA GGAAAGC 'CGAT 'GCC  GAACGGCA C CCCACAC AA GC G
DHZ23 GGAGCGAAG GGA GGAAAGC CCGAT 'GCC  GAACGG A C CCCACAC GC GC G
DH24 GGACCGAAG AGA GGAAAGC 'CGAT 'GCC  GAACGGCA C CCCACAC AA GC G
DH37 GGACCGAAG AGA GGAAAGC 'CGAT GCC  GAACGGCA C CCCACAC AA GC G
DH42 GGAGCGAAG GGA GGAAAGC CCGAT 'GCC  GAACGG  C CCCACAC GC GC G
ntp101 GGAG CAAG AGC GGCAAGC 'CGAT CGCC GAA GG A C CCCAA GGA AC G
ntp201 GGAGCGAAG GGA GGAAAGC CCGAT 'GCC  GAACGG A C CCCACAC GC GC G
ntp302 GGAG CAAG AGC GGCAAGC 'CGA' CGCC GAA GG A C CCCAA GGA AC G
ntp303 GAGCCAAG AGG GG AAGC TAGA A GGC ' GAACGG A C CCCACAC AA GGCG
ntp805 GGACCGAAG AGA GGAAAGC 'CGAT 'GCC  GAACGGCA C CCCACAC AA GC G
1330 1340 1350 1360 1370 1380

I I I I I

Contig# 1 NAGAAACCCCA 'CAAGC GC GAATAC CGGAG CACCGANAAGA G CAAG A'G
DH4 GAGAAACCCCAT TCAAGCT TGCTGAATACT TCGGAGCCACCGACAAGT IGTTCAAGTATG
DH12 CAGAAACCCCAT TCAAGCT TGCTGAATACT TCGGAG I CACCGAGAAGA TG TCAAGTATG
DHZ23 GAGAAACCCCAT TCAAGCT TGCTGAATACT TCGGAGCCACCGACAAGT IGTTCAAGTATG
DH24 CAGAAACCCCAT TCAAGCT TGCTGAATACT TCGGAG I CACCGAGAAGA TG TCAAGTATG
DH37 CAGAAACCCCAT TCAAGCT TGCTGAATACT TCGGAG I CACCGAGAAGA TG TCAAGTATG
DH42 GAGAAACCCCAT TCAAGCT TGCTGAATACT TCGGAGCCACCGACAAGT IGTTCAAGTATG
ntp101 ---ACACCCCATTAAAGCT 1GT GAG CGGAG ' TCCTGAAAAGACCT TCAAGTACG
ntp201 GAGAAACCCCAT TCAAGCT TGCTGAATACT TCGGAGCCACCGACAAGT IGTTCAAGTATG
ntp302 ---ACACCCCATTAAAGCT 1GT GAG CGGAG ' TCCTGAAAAGACCT TCAAGTACG
ntp303 ---AGACTCCATTGAAGCT TGT TGAGTACT T TGGAGCTACCAATAAGGCCT TCAAGTATG
ntp805 CAGAAACCCCAT TCAAGCT TGCTGAATACT TCGGAG I CACCGAGAAGA TG TCAAGTATG
1390 1400 1410 1420 1430 1440

I I I I I I

Contig# 1 A C CA GGC GA GAACCCCAAAC GANGACC GAACAAGG GACCG CGCCCCCAATA
DH4 ATCTCATGGCTGATGAACCCCAAACT GAAGACCT GAACAAGG I GACCGTCGTCCCCAATA
DH12 ATCTCATGGCTGATGAACCCCAAACT GACGACCT GAACAAGG I GACCGTCGCCCCCAATA
DHZ23 ATCTCATGGCTGATGAACCCCAAACT GAAGACCT GAACAAGG I GACCGTCGTCCCCAATA
DH24 ATCTCATGGCTGATGAACCCCAAACT GACGACCT GAACAAGG I GACCGTCGCCCCCAATA
DH37 ATCTCATGGCTGATGAACCCCAAACT GACGACCT GAACAAGG I GACCGTCGCCCCCAATA
DH42 ATCTCATGGCTGATGAACCCCAAACT GAAGACCT GAACAAGG T GACCGTCGTCCCCAATA
ntp101 ACCTGATAGCCGATGAGCCCCCATCTG---ACT TGAGCAAAG T GACAAT T TCCTCGAATG
ntp201 ATCTCATGGCTGATGAACCCCAAACT GAAGACCT GAACAAGG I GACCGTCGTCCCCAATA
ntp302 ACCTGATAGCCGATGAGCCCCCATCTG---ACT TGAGCAAAG T GACAAT T TCCTCGAATG
ntp303 ATCTCATGGCTGACGAAGCCCCGGCCGA---CCCAAGCAAGCTCACTATCGCCACAAATG
ntp805 ATCTCATGGCTGATGAACCCCAAACT GACGACCT GAACAAGG I GACCGTCGCCCCCAATA
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1450 1460 1470 1480 1490 1500
I I I I I I
Contig# 1  CAAGAA GCCACC CCG AAC G AGAGA CA C'  GAGAACCG GAGAAGAC A
DH4 CAAGAATGCCACCT TCCGTAACT T TGTAGAGATCATCT T TGAGAACCG T GAGAAGACTA
DH12 CAAGAATGCCACCT TCCGTAACT T TGTAGAGATCATCT T TGAGAACCG T GAGAAGACCA
DHZ23 CAAGAATGCCACCT TCCGTAACT T TGTAGAGATCATCT T TGAGAACCG T GAGAAGACTA
DH24 CAAGAATGCCACCT TCCGTAACT T TGTAGAGATCATCT T TGAGAACCG T GAGAAGACCA
DH37 CAAGAATGCCACCT TCCGTAACT T TGTAGAGATCATCT T TGAGAACCG T GAGAAGACCA
DH42 CAAGAATGCCACCT TCCGTAACT T TGTAGAGATCATCT T TGAGAACCG T GAGAAGACTA
ntp101 GAAGAATGCTACCT TCCGTAAT T TCGTGGAGAT TATCT TCGAGAACCAAGAAAAGACTA
ntp201 CAAGAATGCCACCT TCCGTAACT T TGTAGAGATCATCT T TGAGAACCG T GAGAAGACTA
ntp302 GAAGAATGCTACCT TCCGTAAT T TCGTGGAGAT TATCT TCGAGAACCAAGAAAAGACTA
ntp303 GAAGAACGCCACCTACCGTAACT ICGTGGAAATCATCT TCGAGAACCACGAGAAGACTA
ntp805 CAAGAATGCCACCT TCCGTAACT T TGTAGAGATCATCT T TGAGAACCG T GAGAAGACCA
1510 1520 1530 1540 1550 1560
I I I I I I
Contig# 1  CCAAACC A CAC GGA GGA A CC CGCAG GGCCAN CGAGCCAGGGAAG
DH4 CCAAACCTATCACT TGGATGGATAT ICC CGCAG GGCCA-' CGAGCCAGGGAGG
DH12 CCAAACCTATCACT TGGACGGATAT ICC CGCAG GGCCA- CGAGCCAGGGAAG
DHZ23 CCAAACCTATCACT TGGATGGATAT ICC CGCAG GGCCA-' CGAGCCAGGGAGG
DH24 CCAAACCTATCACT TGGACGGATAT ICC CGCAG GGCCA- CGAGCCAGGGAAG
DH37 CCAAACCTATCACT TGGACGGATAT ICC CGCAG GGCCAG CGAGCCAGG-AAG
DH42 CCAAACCTATCACT TGGATGGATAT ICC CGCAG GGCCA- CGAGCCAGGGA--
ntp101 CCAGACCTATCAT T TGGATGGGTACTCC GCAG G CCA- CGAGCC GGGAAG
ntp201 CCAAACCTATCACT TGGATGGATAT ICC CGCAG GGCCA-' CGAGCCAGGGAGG
ntp302 CCAGACCTATCAT T TGGATGGGTACTCC GCAG G CCA- CGAGCC GGGAAG
ntp303 CCGTACCTATCACT TGGATGGATATICC CGCCG GC -G CGAGCCCGGGAGG
ntp805 CCAAACCTATCACT TGGACGGATAT ICC CGCAG GGCCA- CGAGCCAGGGAAG
1570 1580 1590 1600 1610 1620
I I I I I I
Contig# 1  GGAG CCCGAGAAAAGAAAGAAC ACAAC GG GGA GCAG AAGCAGGCACAGCA C
DH4 GGAG CCCGAGAAAGGAAAGAAC TACAACT GG GGA GCAG AAGCAGGCA AGCA C
DH12 GGAG GCCGAGAAAAGAAAGAAC TACAACT GG GGA ' GCAG AAGCAGGCACAGCA C
DHZ23 GGAG CCCGAGAAAAGAAAGAAC ACAACT GG GGA ' GCAG AAGCAGGCA AGCA C
DH24 GGAG GCCGAGAAAAGAAAGAAC TACAACT GG GGA GCAG AAGCAGGCACAGCA C
DH37 GGAG GCCGAGAAAAGAAAGAAC TACAACT GG GGA GCAG AAGCAGGCACAGCA C
DH42 -GGAG CCCGAGAAAAGAAAGAAC ACAACT GG GGA GCAG AAGCAGGCA AGCA C
ntp101 GGAGCCC GAGAAGAGGAAGAAC A AACT AG AGACGCAG AAG AGGCACAGCA
ntp201 GGAG CCCGAGAAAAGAAAGAAC ACAACT GG GGA ' GCAG AAGCAGGCA AGCA C
ntp302 GGAGCCC GAGAAGAGGAAGAAC A AACT AG AGACGCAG AAG AGGCACAGCA
ntp303 GGAGCCC GAGAAGAGAAAGAAC TACAACT GG GGACGGC AAGCAGGAACAACA C
ntp805 GGAG GCCGAGAAAAGAAAGAAC TACAACT GG GGA GCAG AAGCAGGCACAGCA C
1630 1640 1650 1660 1670 1680
I I I I I I
Contig# 1 CAAG C A CCAAAC CA GGGCCGCGG GA GACAACCC AGACAACGC GGAC A GG
DH4 CAAG C A CCAAAC CATGGGCCGCGG GA GACAACCC AGACAACGC GGAC A GG
DH12 CAAG C A CCAAAC CATGGGCCGCGG GA GACAACCC AGACAACGC GGAC A GG
DHZ23 CAAG C A CCAAAC CATGGGCCGCGG GA GACAACCC AGACAACGC GGAC A GG
DH24 CAAG C A CCAAAC CATGGGCCGCGG GA GACAACCC AGACAACGC GGAC A GG
DH37 CAAG C A CCAAAC CATGGGCCGCGG GA GACAACCC AGACAACGC GGAC A GG
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DH42 CAAG
ntpl01 CAAG
ntp201 CAAG
ntp302 CAAG
ntp303 CAAG
ntp805 CAAG
Contig# 1 AAC
DH4 AAC
DH12 AAC
DH23 AAC
DH24 AAC
DH37 AAC
DH42 AAC
ntpl01 AAC
ntp201 AAC
ntp302 AAC
ntp303 AAC
ntp805 AAC
Contig# 1 C C
DH4 (are
DH12 (are
DH23 (are
DH24 (are
DH37 (are
DH42 (are
ntpl01 Cic
ntp201 Cic
ntp302 Cic
ntp303 Cic
ntp805 Cic

Contig# 1 GG

DH4
DH12
DH23
DH24
DH37
DH42
ntpl01
ntp201
ntp302
ntp303

D
()
>>>>>>>>>> >

CA CCAAAC CA GGGCCGCGG GA GACAACCC AGACAACGC GGAC A GG

C/A CCAAAC CG GGGCAGCCG ' A GACAAC ' GGACAA GCAGGAA G GG

CA CCAAAC CA GGGCCGCGG GA GACAACCC AGACAACGC GGAC A GG

C'A CCAAAC CG GGGCAGCCG ' A GACAAC ' GGACAA GCAGGAA G GG

C'A CCAAAC CA GGGCAGC ATAA'G GACA GACAA GCAGG A G GG

CA CCAAAC CA GGGCCGCGG GA GACAACCC AGACAACGC GGAC A GG

1690 1700 1710 1720 1730 1740

I I I I I I
GAGA CAGAGA G GGGAGAGG C AC  AGGACAACAAC C AC AG G
GAGA CAGAGA G GGGAGAGG ' C AC 'AGGACAACAAC C AC  AG G
GAGA CAGAGA G GGGAGAGG AC AC 'AGGGCAACAAC C AC  AG G
GAGA CAGAGA G GGGAGAGG ' C AC 'AGGACAACAAC C AC AG G
GAGA CAGAGA G GGGAGAGG AC AC 'AGGGCAACAAC C AC AG G
GAGA CAGAGA G GGGAGAGG AC AC 'AGGGCAACAAC C AC AG G
GAGA CAGAGA G GGGAGAGG ' C AC 'AGGACAACAAC C AC AG G
GCGA CAGAGA G GGGAGAGA C AC 'AGGACAACAA ATA AG G
GAGA CAGAGA G GGGAGAGG ' C AC 'AGGACAACAAC C AC AG G
GCGA CAGAGA G GGGAGAGA C AC 'AGGACAACAA ATA AG G
GAGG CAGAGA G GGGAGAAAAC "AC 'GGGAGAGCAA G AC CAG G
GAGA CAGAGA G GGGAGAGG AC AC 'AGGGCAACAAC C AC AG G

1750 1760 1770 1780 1790 1800

I I I I I I

CACCAGCTCGCTCCT TGAGGGA TGAG IACAACCTCCCTGACAACCACCCICITTGC

CACCAGCTCGCTCCT TGAGGGA T GAGTACAACCTCCCTGACAACCACCCTCTTIGC

CACCAGCTCGCTCCT TGAGGGA T GAGTACAACCTCCCTGACAACCACCCTCTTIGC

CACCAGCTCGCTCCT TGAGGGA T GAGTACAACCTCCCTGACAACCACCCTCTTIGE

CACCAGCTCGCTCCT TGAGGGA T GAGTACAACCTCCCTGACAACCACCCTCTTIGE

CACCAGCTCGCTCCT TGAGGGA T GAGTACAACCTCCCTGACAACCACCCTCTTIGE

CACCAGCTCGCTCCT TGAGGGA T GAGTACAACCTCCCTGACAACCACCCTCTTIGE

CCCCG CGCGC CCT GAGGGA GAG 'ACAACC CCCGGACAACCACCC € GC

CACCAGCTCGCTCCT TGAGGGA T GAGTACAACCTCCCTGACAACCACCCTCTTIGE

CCCCG CGCGC CCT GAGGGA GAG 'ACAACC CCCGGACAACCACCC € GC

CCCCAAGCCGCTCAT TGAGGGA T GAATACAACATCCCAGACAACCATCCTCTCIGC

CACCAGCTCGCTCCT TGAGGGA T GAGTACAACCTCCCTGACAACCACCCTCTTIGE

1810 1820 1830 1840 1850 1860

I I I I I I

G AAGAG A GCCCA GCC € CCA ACAAGCCA AGA NNNNNNNNNNNNN

G' IAAGAGCATGCCCC GCCT ICTCCATACAAGCCATAGG G------------

G' IAAGAG ATGCCCA GCCT CICCATACAAGCCATAGA G------------

G' IAAGAGCATGCCCC GCCT ICTCCATACAAGCCATAGG G------------

G' IAAGAG ATGCCCA GCCT CICCATACAAGCCATAGA G------------

G' IAAGAG ATGCCCA GCCT CICCATACAAGCCATAGA G------------

G' IAAGAGCATGCCCC GCCT ICTCCATACAAGCCATAGG G------------

G GAAGGG A GCCCA GCCAGC CCA ACACGGCA AGA' ¢ aaaa ga ga

G' IAAGAGCATGCCCC GCCT ICTCCATACAAGCCATAGG G------------

G GAAGGG A GCCCA GCCAGC CCA ACACGGCA AGA' ¢ aaaa ga ga

CG CAAGGGCC G CCA GCCAGC CCATACAAGGC AAAT ¢ g--- aa ga
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ntp805 GG A G AAGAG A GCCCA'G ATACAAGCCATAGATG------------
1870 1880 1890 1900 1910 1920
I I I I I I
Contig# 1 nnnnnnng ca ang agnnnngca ¢ gaggggaggga hnnnnnnnnnnnnnnnnn
DH4 - aa a-g ag----gca Cc gaggggaggga —--------—-—-=—==----
DH12  ---——--- aa a-g ag----gca da gaggggaggga —-—-—------=—-=—=—=-----
DH23 - aa a-g ag----gcd ¢ gaggggaggga —--------—-—------—-
DH24  ---——--- aa a-g ag----gca da gaggggaggga —-—-—------=—-=—=—=-----
DH37? - aa a-g ag----gca da gaggggaggga —-—-—------=—-=—=—=-----
DH42 - aa a-g ag----gca Cc gaggggaggga —--------—=—-==-=-----
ntp101 agag g aa a a adaa agca cagaggggaggga ggaaagaaaggagc  ga
ntp201 -------- aa a-g ag----gcd ¢ gaggggaggga —-------—-—-—--------
ntp302 agag g aa a a adaa agca cagaggggaggga ggaaagaaaggagc  ga
ntp303 aa c g a g-g aga----- a caaaggggagggg aa ga-a aggagc aa
ntp805 - -------- aa a-g ag----gcd a gaggggaggga —-------—-—---------
1930 1940 1950 1960 1970 1980
I I I I I I
Contig# 1 acaca nnoa  nnna a a gacoagagc ga g 0d ga nnng a g
DH4 acacat--attti---atgtatgacaagagciigattigitaatgat---gtatig
DH12 acacat--atti---atatatgacaagagciigattigitaatgat---gtatig
DH23 acaca --atti---aigta gacaagagc gatiigitaaga---g-a ‘g
DH24 acacat--atti---atatatgacaagagciigattigitaatgat---gtatig
DH37 acacat--atti---atatatgacaagagciigatiigitag--===========----
DH42 acacat--attt---atgtatgacaagagciigattigitaatgai---gtatig
ntp101 aattga aaaatataataagacaagaatacgaaaataataagg g
ntp201 acaca --atti---atgta gacaagagc gatiig ig--ga--------------
ntp302 aa ga aaaatataataagacaagaaacgaaaaaaaagg g
ntp303 g cagga ------- QA immmmm e g
ntp805 acacat--attt---atatatgacaagagc:tgatttgitaatgat---gtattg
1990 2000 2010 2020 2030 2040
I I I I I I
Contig# 1 co nnnaca docaa daaocaaodadad daadd adannngnn ncccnnnnaa
DH4 attt---acataacaataaaacaaaaaa-:-aaaaataaa---gga aaaaaa
DH12 attt---acataacaataaaacaaaaaaaaaaaataag---=-=-=-=-=-=---=-=----- aa
DH23 attt---acatag--==--===-c--ccm e aa
DH24 atti---acataacaataaaacaaaaaaaaaaaaaaa---gga g aa
DH37 = —mmemmmemmme e
DH42 atti---acataacaataaaacaaaaaa-aaaaaaaa---gga aaaaa
ntp101 atttatttatcgaatcaattgatg gg atgaaaa
ntp201 -a
ntp302 atttatttatcgaatcaatigatg gg
ntp303 a---aaaaa’t-aad aggacad-aaca adai------—---=-===---- aa
ntp805 attt---acataacaataaaacaaaaaaataaaaaaaa---gga g
2050 2060

Contig# 1 aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaad

163



DH4
DH12
DH23
DH24
DH37
DH42
ntpl01
ntp201
ntp302
ntp303
ntp805

daaaaaaaaaaaaaaaa
daaaaaaaaaaaaaaaa
daaaaaaaaaaaaaaaa
daaaaaaaaaaaaaaaa
daaaaaaaaaaaaaaaa
daaaaaaaaaaaaaa
daaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

daaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

164



Obr.

5.25. Porovnani

kompletnich

sekvenci

aminokyselin  pfedpokladanych

bilkovinnych produktii Sesti nové isolovanych klont DH s aminokyselinovymi
sekvencemi diive popsanych ¢lenti genové rodiny nitp.
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5.4 Identifikace RNA-vazebnych bilkovin asociovanych s n#p303
mRNA

5.4.1 Uvod

Vysledky predchozich studii (Capkova et al., 1988; Weterings et al., 1992;
Storchova et al., 1994; Wittink et al., 2000; Kap. 5.1-5.3) piesvéd¢ivé dokazaly regulaci
exprese genu ntp303 na nékteré z posttranskripénich urovni. Je dokumentovéana
pritomnost ntp303 mRNA v nezralém pylu tabaku (Weterings et al., 1992) a syntéza
jejiho translacniho produktu p69 az po vykliceni pylové lacky, a to nezavisle na
transkripéni aktivité vegetativni buiiky (Capkova et al., 1988, Storchové et al., 1994).
V nezralém pylu byla prokazana existence zasobni mRNA (Honys a Capkova, 2000) a
pritomnost ntp303 mMRNA ve formé¢ EPP ({astic, translatné neaktivnich
ribonukleoproteinovych komplexii kosedimentujicich s polysomy (Honys ef al., 2000).

Osud mRNA je do zna¢né miry ur€ovan s ni asociovanymi bilkovinami (viz.
Kap. 2.4). V soucasné dobé¢, a neni valna nad¢je na brzkou zménu tohoto stavu, naprosta
vétSina znalosti o RNA vazebnych bilkovinach pfitomnych v translacné€ reprimovanych
cytoplasmatickych RNP ¢asticich pochazi z Zivoc€isnych systémil (Tab. 2.2, Kap. 2.4.2).
Je také zndmo, Zze pravé u zivoCichu hraje skladovani mRNA v zdsobnich mRNP
vyznamnou roli zejména béhem gametogenese, spermatogenese a oogenese (Viz.
Venables a Eperon, 1999), tj. procest souvisejicich s rozmnoZzovanim, coz je pfipad 1
naSeho modelového systému, sam¢iho gametofytu tabaku. Z vysSe uvedenych pficin se
ukizalo byt zajimavym hledat bilkoviny navdzané na nfp303 mRNA a po jejich
piipadné identifikaci odhalit 1 sekvencni motivy v ntp303 mRNA zodpovédné za vazbu
regulacnich bilkovin.

Pro identifikaci RNA vazebnych bilkovin byly zvoleny tii postupy, kterym
budou vénovany zbyvajici tii kapitoly vysledkli. Jednd se o northwestern blot
hybridisaci rozdélenych, immobilisovanych, denaturovanych a renaturovanych bilkovin
radioaktivné znacenou smyslnou RNA sondou (Kap. 5.4); déale o isolaci bilkovin
pritomnych v nativnich genové specifickych mRNP casticich pomoci paramagnetickych
kulicek (Kap. 5.5); a konecné o metodu piimé isolace gent kddujicich mRNA vazebné
bilkoviny pomoci screenovani expresni cDNA knihovny opét northwestern

mechanismem (Kap. 5.6).
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5.4.2 Mozné sekven¢ni motivy s regulacni funkei

Porovnanim nukleotidové sekvence ntp303 mRNA s databasemi a modelovanim
jeji sekundarni struktury byly nalezeni dva teoreticti kandidati na funkci regulacnich
sekvenci. Prvnim je oblast 5> UTR, tim druhym tzv. Y-element.

Program mFold (http://mfold2.wustl.edu/~mfold/rna/forml.cgi; Zuker et al.,
1999; Mathews et al., 1999) navrhl pro 5’ nepifeklddanou oblast ntp303 mRNA tfi
moznosti sekundarni struktury, vzdjemné velice podobné a s podobnymi energetickymi
charakteristikami (Obr. 5.26). VSem navrzenym modeliim byla bez vyjimky spole¢na
pritomnost vlasenky se smyckou na samém 5’ konci molekuly. Tato vldsenka dlouhal5
pari basi, byla pferuSena na jediném mist¢ a na svém konci obsahovala
ctyinukleotidovou smyc¢ku. V jednom z modelii (Obr. 5.26B) byla uvedena vlasenka se
smyckou doplnéna jesté kratSim dvousroubicovym usekem (4 + 2 pary basi), ktery ji
umist'oval do bezprostfedni blizkosti pocatku otevieného ¢teciho ramce, tedy pocatku
translace. Druhou vyraznési sekundarni strukturou byla pon&kud komplikované;si
vlasenka, také pomérné dlouhd, ale jeji struktura nebyla mezi jednotlivymi modely tolik
konzervovana jako struktura ptfedchozi. Pfitomnost takto vyrazné sekundarni struktury v
leaderech je charakteristickym znakem gent, exprese kterych je regulovdna na
translacni Girovni.

Druhym kandidatem regula¢ni sekvence byl tzv. Y-element, sekvence popsana u
savéich mRNA, konkrétné v neptekladané oblasti na 3° konci mRNA exprimovanych
ve varlatech a mozku mysi, krys a ¢lov€éka (Han et al., 1995b). Uvedend sekvence, a to
stoprocentné homologni s konsensus sekvenci Y-elementu, se ponckud piekvapivé
vyskytuje 1 v kodujici oblasti ntp303 mRNA, konkrétné mezi nukleotidy 1526-1539
(Obr. 5.27). Jesté zajimavejsi je skutecnost, ze exprese dosud popsanych savéich mRNA
obsahujicich Y-element vykazuje vyraznou tkanovou specifitu. Dale, jeho pfitomnost v
3’ nepiekladané oblasti zplisobuje inhibici in vitro translace inkriminovanych mRNA.
Zkoumané transkripty byly kolokalisovany s mikrotubuly (Han ef al., 1995b).
Uvedenou vazbu k tubulinu zprosttedkovava RNA vazebnd bilkovina TB-RBP (26 kDa;
Wu et al, 1999b), ktera, jak bylo dale zjisténo, byla nalezena vyluéné
v postpolysomalni frakci a je také zodpovédna za inhibici translace regulované mRNA
(Han et al., 1995a). Vlastnosti a regulace exprese mRNA obsahujicich Y-element
vyrazné¢ upominaji na ntp303 mRNA, alespoil na tu jeji subpopulaci ptitomnou

v postpolysomalnich ¢asticich, zejména ve spojitosti s prokazanou kosedimentaci
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tubulinu s ¢asticemi peletujicimi pravé v postpolysomalni frakci v pozdéjSich

vyvojovych stadiich pylu tabaku (Obr. 5.28), a to i v podminkdch vyssi koncentrace

soli. Podobna RNA vazebna bilkovina ovSem v rostlinach identifikovana nebyla.
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Obr. 5.26. Tii modely sekundarni struktury 5’ nepiekladanych oblasti ngp303 mRNA ziskané pomoci
programu mFold.
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Obr. 5.27. Homologie konsensus sekvence Y-elementu a sekvence v otevieném Ctecim ramci ntp303
mRNA ohrani¢ené nukleotidy 1526 a 1539.
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Obr. 5.28. Western blot imunodetekce a-tubulinu ve dvou subcelularnich frakcich isolovanych ze stadia 5
nezralého pylu pomoci pufri HS a LS.

PpostPS, postpolysomalni frakce; PS, polysomalni frakce,; cyt, cytoplasmaticka frakce, LS, extrakcni pufr
s nizkou hladinou soli; HS, extrakcni pufr s vysokou hladinou soli.

5.4.3 Konstrukty a priprava sond

Pro northwestern blot hybridisaci byly vybrany tii sondy o plné délce
odpovidajici dvéma genlim s expresi regulovanou na translacni urovni, ntp303 a ntp52,
odpovidajici oblastem n#p303 mRNA se s pravdépodobnou regulac¢ni funkci, 5’
nepiekladand oblast a oblast Y-elementu. Smyslné sondy o plné délce byly ziskany
transkripci  konstrukti pNTP303 (Obr. 5.29; autor K. Weterings), pNBL52-5 a
pNBLA4E-1 (autor N. Bate; Bate, 1997). Sonda 5’303 obsahujici 5’ nepiekladanou oblast
ntp303 mRNA byla ziskéana transkripci vektoru pNTP303 po digesci restriktasou Ddel
jako 207 basi dlouhy fragment (Obr. 5.29), sonda Y303 dlouhd 101 nukleotida
zahrnujici v sobé Y-element byla transkribovana podle matrice pDHP Y303-T7 (Obr.
5.30).

Kvalita sond radioaktivné znagenych [**P] byla ov&fovana elektroforeticky, a to
vzhledem k jejich kratké délce v polyakryalmidovém gelu (Kap. 4.9.4). Piiklad

elektroforetogramu obsahujiciho sondy 5’303 a Y303 je zndzornén na obrazku 5.31.
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B stX] 665
otl 678
bal 685
BamHI 697
Ddel 4504 mal 701
Ddel 3964
Ddel 3798
Ddel 3389 pHTP303 2coRI 715
4922 bp
AfIll 1109
T3 promoter 2731
HincII 2703 Ddel 1423
Clal 2696 Ddel 1614
HindIII 2688 Ddel 1742
EcoRY 2680

EcoRI 2676 Ddel 2463

Jméno plasmidu: pNTP303

Délka plasmidu: 4922 bp

Autor: Koen Weterings

Datum vytvofeni: 1992

Poznamky: ntp303 cDNA byla klonovana do EcoRI mista vektoru pBluescript Il KS+

Obr. 5.29. Mapa konstruktu pNTP303 obsahujiciho ntp303 cDNA.

5.4.4 1dentifikace vazebnych bilkovin pomoci northwestern blot hybridisace

Prvnim krokem northwestern analyzy byla optimalisace metodiky. Jednalo se
zejména o mnozstvi blokovacich latek v hybridisa¢nim pufru SB. K odblokovani
nespecifickych vazeb radioaktivné znafené sondy k rozdélenym a immobilisovanym
bilkovindm byla pouZita kvasinkova RNA a v poc¢atecnich pokusech 1 heparin. Heparin
se neosveédcil vibec, ve vSech pufrech ho obsahujicich dochédzelo k rychlé degradaci
RNA sond. Naproti tomu pouziti riznych koncentraci blokovaci RNA mélo vyrazny

vliv na mnozstvi navazané RNA (Obr. 5.32). Hybridisace dvou identickych western

173



ssHIG19

T7 promotor 640
pnl 657

hol 668
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Jméno plasmidu: pDHP Y303-T3
Délka plasmidu: 3023 bp

Autor: David Honys

Datum vytvofeni: 15.7.1998

Poznamky: Y303 byl subklonovan jako 101 bp Smal/Hincll fragment nfp303 cDNA
mezi mista

Smal a Hincll vektoru pBluescript || SK+

Konstrukt byl ovéfovan nasledujicimi restrikénimi reakcemi: Aflll, BstXI,
BssHlII,

Smal/Hinclla EcoRlI

Obr. 5.30. Mapa konstruktu pDHP Y303-T3 obsahujiciho dlouhou 101 nukleotidti oblast Y-elementu.

Sonda
5'303 Y303

. s

Obr. 5.31. Elektroforetogram in vitro transkribovanych radioaktivné znacenych RNA sond 5’303 a Y303
pfipravenych pro northwestern blot hybridisaci.
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Obr. 5.32. Northwestern blot hybridisace bilkovin isolovanych ze dvou subcelularnich frakei stadia 5
nezralého pylu pomoci tfi extrakénich pufrti s radioaktivné znaenou smyslnou RNA sondou n#p303 v
pritomnosti 0,1 mg/ml (A) a 0,01 mg/ml (B) blokovaci kvasinkové RNA.

PPS, postpolysomalni frakce; PS, polysomalnt frakce; L, listy, LS, extrakcni pufr s nizkou hladinou soli;
HS, extrakcni pufr s vysokou hladinou soli; HS+EP, extrakcni pufr s vysokou hladinou soli doplnény
EDTA a puromycinem.

Obr. 5.34. Northwestern blot hybridisace celkovych bilkovin isolovanych z péti stadii nezralého pylu a ze
zralych pylovych zrn s radioaktivné znacenymi smyslnymi RNA sondami 5’303 (A) a Y303 (C).
Hybridisace sondou Y303 byla provedena na stejné membrané po pfedchozim odmyti sondy 5’303, jehoz
kvalita je znazornéna na obrazku B.



blotli obsahujicich bilkoviny isolované z nezralého pylu ve stadiu 5 z polysomalni a
postpolysomalni frakce pomoci tfi extrakénich pufrti (podrobné viz. kap. 5.2.3) se
sondou ntp303, kdy jedinym rozdilem byla koncentrace blokovaci kvasinkové RNA,
konkrétné 0,1 mg/ml (Obr. 5.32A) a 0,01 mg/ml (Obr. 5.32B), ukdzala, Ze niZsi
koncentrace blokovaciho ¢inidla je dostatecna a Ze jeji zvySeni vede ke kvantitativnim 1
kvalitativnim ztratdm detekovaného signalu. Zajimavym zjiSt€énim bylo, Ze naprosta
vétSina bilkovin interagujicich s pouzitou sondou byla pfitomna v polysomalni frakci a
vedlo k jejich uvolnéni. Konkrétné se jednalo o uplné vymizeni vSech prouzki
v posicich pfiblizné 10, 16, 20 a 30 kDa a o ¢astecnou redistribuci jediné bilkoviny,
puvodné neidentifikovatelné, o Mw kolem 15 kDa do frakce postpolysomalni.

Nyni $lo o to zjistit, zda interakce RNA vazebnych bilkovin se sondou
ntp303 presentované na obrazku 5.32 byly specifické pro tento transkript, ¢i zda se
jednalo o obecné RNA vazebné bilkoviny, kterych je v kaZzdém ribosomu piitomno
nepieberné mnozstvi. Pokus, jehoz vystupem je obrazek 5.33, mél jednak dat odpoveéd’
na tuto otdzku a jednak ukazat promény spekter RNA vazebnych bilkovin ptfitomnych
v pylu béhem jeho vyvoje v obdobi od prvni pylové mitosy po tplnou zralost. Ctyfi
identické western bloty obsahujici celkové bilkoviny isolované z péti stadii nezralého
pylu (Tab. 4.1; Tupy et al., 1983b), z dehydratovanych pylovych zrn a z listi byly
hybridisovany se tfemi sondami, ntp303, ntp52 a elFAE (Obr. 5,33A, B a C) a jesté
navic s radioaktivni sondou n#p303 v pfitomnosti, mimo nespecificky blokujici
kvasinkové RNA, chladné ntp52 mRNA jako specifického bloka¢niho cCinidla, a to
v objemovém poméru 1:3 (Obr. 5.33C). Moznost, Ze prouzky =zviditelnéné na
pfedchozim obrazku predstavuji RNA vazebné bilkoviny interagujici specificky
sntp303 mRNA byla vyvricena skutecnosti, ze nebyly nalezeny signifikantni
kvalitativni rozdily mezi bloty hybridisovanymi sondami n#p303 a ntp52. V obou
piipadech byly identifikovany dvé obecné RNA vazebné bilkoviny s Mw piiblizné 16 a
45 kDa exprimované mimo samci gametofyt i v listech a dale né€kolik bilkovin
pritomnych pouze v pylu a vlistech nikoli. Konkrétné se jednalo o prouzky
v piibliznych posicich 10, 20, 25, 30 a 60 kDa. Piesnéjsi odhad molekulové hmotnosti
povazuji v tomto piipad¢ sa ¢irou spekulaci. 60 kDa prouzek byl pfitomen jen ve stadiu
1. Z vyvojového hlediska byl zaznamenan pokles intensity 16, 20, 25 a 45 kDa prouzki
od stadia 1 ke zralému pylu. Naproti tomu intensita 10 kDa prouzku byla relativné

stabilni béhem celého obdobi vyvoje a zrani pylu. Zajimavy byl profil exprese 30 kDa
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Obr. 5.33. Northwestern blot hybridisace celkovych bilkovin isolovanych z péti stadii nezralého pylu a ze
zralych pylovych zrn s radioaktivné znacenymi smysinymi RNA sondami ntp303 (A), ntp52 (B), ntp303 s
chladnou blokovaci ntp52 mRNA (C) a elF4E (D).

P, zraly pyl; L, list.



bilkoviny, jejiZ mnozstvi nartstalo aZ do stadia 3 a poté zistavalo konstantni.

Dal$im dikazem nepfitomnosti RNA vazebnych bilkovin interagujicich
specificky pouze transkript ntp303 je obrazek 5.33C, kde je demonstrovana schopnost
chladné ntp52 mRNA v nadbytku G¢inné€ blokovat snahu ntp303 mRNA navazat se na
vSechny bilkoviny s vyjimkou obecnych proteini 16 a 45 kDa v pocatecnich stadiich
vyvoje pylu. Ob¢ tyto bilkoviny patii mezi nejvice abundantni, zde se tedy spiSe nez o
specificitu vazbu jedna o nadbytek dostupné vazebné bilkoviny. Podobny obrazek nam
poskytl 1 posledni blot hybridisovany sondou elF4E (Obr. 5.33D). Tento transkript,
jehoz exprese nepodléha na rozdil od predchozich dvou transla¢ni regulaci (Combe,
1998), interagoval opét jen s abundantnimi 16 a 45 kDa bilkovinami.

Po neuspésném hleddni RNA vazebnych bilkovin interagujicich specificky s
ntp303 mRNA na trovni celych transkriptu byla ovéfovana schopnost dvou piedem
vytypovanych kratSich usekti ntp303 mRNA a potenciadlnich nositeld regulacni funkce,
jeji 5° neptekladané oblasti a tiseku otevieného Cteciho ramce obsahujiciho Y-element.
Pro hybridisaci obéma sondami byla pouzita jedina membréna opét obsahujici celkové
bilkoviny z péti stadii nezralého pylu, ze suché¢ho pylu a list, kterd byla pouzita
dvakrat; analogicky northern ¢i Southern blotim byla po prvni hybridisaci sondou
5’303 tato odmyta a membrana byla znovu hybridisovana sondou Y303 (Obr. 5.34). V
literatuie jsme se o moznosti opakované hybridisovat northwestern bloty nedocetli,
nami pouzity postup se vSak osveédCil, nebot’ na chladné membrané po odmyti prvni
sondy (Obr. 5.34B) bylo mozno po druhé hybridisaci identifikovat RNA vazebné
bilkoviny v rozhodné nezmensené intensité (Obr. 5.34C). Postup odmyvéani navazané
sondy zalozeny na principu denaturace a postupné renaturace bilkovin je modifikaci
protokolu popsan¢ho v kapitole 4.9.2; pro tucely odmyti sondy byla postupna
dvojnasobnd denaturace membrany v pufru StB1 prodlouZena v obou piipadech na dobu
jedné hodiny. Druhd hybridisace probihala za standardnich podminek popsanych v
kapitole 4.9.5. Vysledky hybridisace membrany obéma sondami ukézaly, ze k 5’
nepiekladané oblasti nfp303 mRNA se mimo zndmych vSudyptitomnych bilkovin 16 a
45 kDa v pozdégjsich stadiich, kde jiz je lze ocCekavat pritomnost ntp303 mRNA, vaze
jen 10 kDa protein, zatimco k Y-elementu navic jesté bilkovina o Mw pftiblizné 30 kDa,

jejiz profil kopiruje situaci na blotu hybridisovaném s n#p303 transkriptem o plné délce.

178



5.4.5 Diskuse

Tématem této kapitoly byla identifikace RNA-vazebnych bilkovin interagujicich
s ntp303 mRNA, a to metodou northwestern blot hybridisace. Jeji nikoli nedtlezitou
soucasti bylo 1 zavedeni metodiky odmyvéani navazanych sond z hybridisovanych
membran a jejich dalsi pouziti pro rehybridisaci jinou sondou.

Mimo dlouhych sond v podobé celych transkriptii ntp303 a kontrolnich ntp52 a
elF4E byly pouzity 1 dv€ kratSsi sondy pokryvajici dvé oblasti nfp303 mRNA
s potencialné regulacni funkci, 5’303 a Y303.

Neptekladané oblasti na 5> koncich mRNA jsou obecné uznavanymi nositeli
regulacnich funkci. Tzv. 5’ leadery vyznamnou mérou ovliviuji i€innost, s jakou budou
jednotlivé transkripty translatovany. Velice dobfe je z tohoto hlediska prozkoumany jiz
nekolikrat zminovany 5’ leader genu /at52, fungujici jako nejen tkanove, ale i ¢asove
specificky zesilovac translace (Kap. 2.3.3.2.1; Bate et al., 1996; Bate, 1997). Naproti
tomu 5’ neptekladanéd oblast ntp303 mRNA zvySuje u¢innost translace ve srovnani se
syntetickou kontrolou jen nepatrné (Kap. 2.3.3.2.1; Bate, 1997). Spoluucast
bilkovinnych faktort na zesilujicich ¢i naopak zeslabujicich ucincich 5’ leadert, k niZ s
nejvetsi pravdépodobnosti dochdzi, dosud alespoii u pylu prokézana nebyla.

Kandidatura Y-elementu a na n¢j se vaziciho proteinu snad podobného TB-RBP
(Kap. 5.4.2; Han et al., 1995b) na roli moznych regulacnich cis- a trans-elementi
ntp303 mRNA lezi v daleko spekulativng$i roviné. Vychazi z vyrazné podobnosti
ne¢kterych znamych aspekti represe translace n#p303 mRNA a dalSich popsanych,
sav¢ich, transkriptil nesoucich v sob& sekvenci Y-elementu. Je to naptiklad vyrazna
tkanova specificita jejich exprese. Y-element byl nalezen jen v mRNA exprimovanych
v mozkovych buiikach (Han et al., 1995a), konkrétn€ v neuronech (Wu et al., 1999b), a
zejména ve varlatech v zarodecnych buiikach. Tam se v soucinnosti s bilkovinou TB-
RBP podili na represi translace regulovanych mRNA (Han et al., 1995b) a zaroveii i na
jejich transportu ve formé postpolysomalnich RNP ¢astic z jadra do cytoplasmy (Hecht,
2000) podél mikrotubult (Wu a Hecht, 2000). Také ntp303 mRNA je exprimovana
vyhradné¢ v sam¢im gametofytu, tedy pletivu hrajicim dtlezitou roli v pohlavnim
rozmnozovani. V nezralém pylu je translaéné reprimovana a dochéazi bezpochyby i k
jejimu vnitrobunéénému transportu. Alespont urcitd subpopulace np303 mRNA je
pfitomna ve postpolysomalni frakci a prav€é s touto frakci v nezralém pylu

kosedimentuje tubulin jako stavebni slozka mikrotubulid (Obr. 5.28). Tento obrazek
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nemize byt v zddném piipadé povazovan za dikaz asociace ntp303 mRNA s
mikrotubuly, ale zejména s ohledem na abundanci nfp303 mRNA ho mlZeme
povazovat alespont za nepifimou indicii zejména proto, Ze pfimé kosedimentace ntp303
mRNP a tubulinu prokézana nebyla, byla prokdzéana jen kosedimentace tubulinu s frakci
nepochybné ntp303 RNP obsahujici. Za dal$i nepfimou indicii miZeme povaZovat
podobnost molekulovych hmotnosti TB-RBP (26 kDa; Wu ef al., 1999b) a ptiblizn¢ 30
kDa bilkoviny, kterd se ve vétSi mife vyskytuje vnezralém pylu od stadia 3,
nevyskytuje se v listech a vdze se k translaén€ regulovanym transkriptim n#p303 a
ntp52 (Obr. 5.33). V ptipad¢ ntp303 mRNA se nevaze k 5’ nepiekladané oblasti, ale
byla zviditelnéna pomoci sondy Y303 (Obr. 5.34). Rozdil molekulovych hmotnosti neni
prili§ dramaticky, svou roli zde miize hrat jiz zminovana skuteCnost, ze v ptipadé¢
northwestern blotl se jednd jen o velmi hruby odhad a také, ze 1 funkéné velice podobné
proteiny v riznych organismech mohou mit odliSnou hodnotu Mw. Pfes vSechny
podplirné argumenty je tfeba stidle povazovat na tomto mist¢ obhajovanou teorii
regulacni tlohy Y-elementu v ntp303 mRNA a snad i spoluticast 30 kDa bilkoviny za
pouhou hypotézu s nutnosti pfimého ditkazu.

Bylo zviditelnéno nékolik bilkovin, interagujicich s np303 mRNA, konkrétné se
jednalo o sedm bilkovin s Mw pftiblizné 10, 15, 16, 20, 25, 30, 45 a 60 kDa (Obr. 5.32 a
5.33). Zadna znich s touto sondou nereagovala specificky. Abundantni 16 a 45 kDa
proteiny patrné piedstavuji obecné RNA vazebné bilkoviny, nebot’ byly nalezeny ve
vSech zkoumanych pletivech bez ohledu na pouZitou sondu. Ostatni bilkoviny nebyly
pfitomny v listech, jejich exprese tedy do urcité miry vykazuje tkanovou specificitu a
muzeme piedpokladat, ze alespon nékteré z nich mohou byt pylove specifické. Z nich se
60 kDa protein vyskytoval jen v nezralém pylu ve stadiu 1, tedy ve stadiu, v némz témet
nenalézame ntp303 mRNA, jejich funkéni spojitost tedy mizeme vyloucit. Zbylé
prouzky byly zviditelnény jen pomoci sond piedstavujicich translacné regulované
transkripty, n#tp303 a ntp52. Mohou tedy hrat urCitou roli ve fenoménu regulace
translace, ovSem o povaze této tlohy se mizeme jen dohadovat. Urcity ndvod nam snad
muze poskytnout obrazek 5.32 ukazujici RNA vazebné bilkoviny interagujici s ntp303
mRNA v podbun&énych frakcich. Uplné vymizeni viech bandi v posicich piiblizné 10,
20 a 30 kDa v podminkach HS+EP a redistribuce jediné bilkoviny, na obrazcich 5.33 a
5.34 neviditelné¢, o Mw kolem 15 kDa do postpolysomalni frakce naznacuje, v
konfrontaci s vysledky kapitoly 5.2, Ze pravé tato bilkovina by mohla byt pfitomna ve

frakci volnych RNP a jejich agregati, castic EPP.
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5.4.6 Zavér

Byla zavedena metodika identifikace RNA vazebnych bilkovin pomoci
northwestern blot hybridisace a dale metodika odmyvani navazanych sond
z hybridisovanych membran a tim umoznéni jejich dal§iho pouziti pro rehybridisaci
jinou sondou. Dale bylo pomoci této metodiky popsdno sedm bilkovin, které
interagovaly s ntp303 mRNA, z nichz vSak Zadna nevykazovala vazebnou specificitu
pouze k tomuto transkriptu. Bilkoviny o Mw pfiblizné 10, 20, 25 a 30 kDa interagovaly
jen s translaéné regulovanymi transkripty ntp303 a ntp52 a nikoli s elF4E; také se
nevyskytovaly v listech. Jako mozny kandidat na regulac¢ni funkci se v ptipadé ntp303
mRNA jevi 30 kDa RNA vazebna bilkovina, na niz se budeme odkazovat 1 v nasledujici

kapitole.

5.4.7 Podékovani
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5.5 Isolace nativnich genové specifickych ribonukleoproteinovych

¢astic metodou magnetické separace

5.5.1 Uvod

Mediatorové ribonukleoproteinové castice (mRNP) jsou makromolekularni
komplexy tvofené RNA vazebnymi bilkovinami nekovalentné asociovanymi v jadie s
molekulami hnRNA (hnRNP) nebo v cytoplasmé se zralou mRNA (mRNP; Spirin,
1969). RNA vazebné bilkoviny se podileji na kazdém kroku biogeneze mRNA. Mezi
tyto kroky patii sestiih pre-mRNA, jeji polyadenylace, transport z jadra do cytoplasmy,
jeji ochrana, lokalisace v cytoplasmé a v neposledni fad¢ i translace; cytoplasmaticka
mRNA bud’ asociuje s polysomalnimi komplexy nebo je uloZena pro pozd¢jsi pouziti ve
form¢ translacné neaktivnich nepolysomalnich mRNP (viz. Kap. 2.4). Navic se RNA
vazebnym bilkovindm pfipisuje 1 fada dalSich posttranskripénich funkei jako napiiklad
skladovani mRNA v klidovych buitkach a podil na vytvofeni polarity v dé€licich se
buiikkach pomoci asymetrické subcelularni distribuce specifickych mRNA.

Kritickou ptrekazkou pi1 charakterisaci jakéhokoli bunééného procesu
probihajiciho na posttranskripéni trovni je isolace relevantnich ribonukleoproteinovych
komplexi. mRNP byly poprvé isolovany jako bilkoviny kosedimentujici v CsCl
gradientu s nepolysomalnimi mRNA (Spirin, 1969). Ptibuznou skupinu pfistupti
purifikace RNA vazebnych bilkovin zastupuje frakcionace postmitochondridlniho
supernatantu podle velikosti centrifugaci pies sacharosovy polstaiek (de Vries et al.,
1988; Pramanik et al., 1992; Honys et al., 2000; Kap. 5.2) a/nebo v linearnim
sacharosovém nebo glycerolovém gradientu (Davies a Abe, 1995) nasledovana
oligo(dT) afinitni chromatografii (Evdokimova et al., 1995). Jedny z prvnich bilkovin
nalezené¢ v mRNP, PABP a transkrip¢ni faktor p50, byly isolovany pravé pomoci vyse
zminéné afinitni chromatografie vyuzivajici poly(T)- ¢i poly(U)-sefarosu (Bernstein a
Ross, 1989; Evdokimova et al., 1995). Dalsi obecné RNA vazebné bilkoviny byly
kopurifikovany s mRNA in vivo Ci in vitro po aplikaci fotochemického cross-linkovani
(Bag, 1984; Matunis et al., 1994; viz. Dreyfuss,1986). Genové specifické mRNP a
v nich pfitomné bilkoviny byly dosud popsany pouze diky rekonstituci RNP ¢astic in
vitro (Granger et al., 1996; Huang et al., 1994), a to za pouziti syntetickych mRNA,
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které byly bud’ fixovany na pevném povrchu (Hunt ef al., 1999) nebo byly opatieny
ptivéskem pro rychlé oddéleni z roztoku (Rouault er al., 1989; Bachler et al., 1999).
Mezi ptiklady posledné jmenovan¢ho pfistupu také patii bilkovina vazici se k IRE,
RNA motivu citlivému k pfitomnosti zeleza, kterd byla purifikovana z lysatu bunck
lidskych jater pomoci biotinylované IRE RNA za pouziti volného avidinu a
agarosovych kulicek s biotinem (Rouault ef al., 1989). Teprve nedavno bylo vyvinuto
purifikacni schéma vykazujici vétsi ucinnost diky syntetické hybridni RNA obsahujici
jednak cilovou sekvenci a jednak aptamer vazici se k streptomycinu (StreptoTag;
Bachler et al., 1999). Bilkoviny asociované s touto hybridni molekulou RNA byly pak
isolovany  z hrubého bunécného extraktu za pouziti sefarosovych kuli¢ek
s konjugovanym stretomycinem. Mimo afinitnich metod byly bilkoviny vazici se
k specifickym sekvencim RNA isolovany zexpresnich cDNA knihoven pomoci
interakci mezi RNA a bilkovinami in vitro a in vivo vyuzitych v northwestern blot
hybridisaci (Sagesser et al., 1997; Kap. 5.6) a kvasinkovém trojhybridnim systému
(Sengupta et al., 1999).

5.5.2 Princip metody a vybér sond

V této kapitole je popsana alternativni metoda isolace nativnich genovée
specifickych mRNP ¢astic z hrubého cytoplasmatického extraktu rostlinnych bunék bez
piedchoziho cross-linkovani, a to vjednom kroku. Principem metody je afinitni
chromatografie za pouziti biotinylovanych oligodeoxyribonukleotidovych sond a
paramagnetickych ¢astic pokrytych streptavidinem (Obr. 5.35).

Funk¢nost protokolu byla ovéfovana na extraktu pylu tabdku pomoci dvou
biotinylovanych oligodeoxyribonukleotidovych sond syntetisovanych na zakazku
(Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, USA). Jednalo se o 25mer oligo(dT)
pro isolaci obecnych mRNP a dile o sondu komplementarni k pylové specifickému
transkriptu ntp303 (Weterings et al., 1992; Storchova et al., 1994; Honys et al., 2000;
Kap. 5.2). ntp303 mRNA je v pylu vysoce abundantné exprimovana, tvoii az 0,1%
celkové poly(A)" RNA, coz slibuje moznost isolace genové specifickych ntp303 mRNP
v detekovatelném mnozstvi. Oligo(ntp303) sonda tvofend sekvenci 5°-

ATAGTGAGCTTGCTTGGGTCGGCCG-3’ byla homologni k nukleotidiim 1371-1395
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Obr. 5.35. Schematické
znazornéni metody
magnetické purifikace
genove specifickych
ribonukleoproteinovych
¢astic. Hlavni kroky
isolace obecnych
(Oligo(dT)) a ntp303
(Oligo(ntp303)) mRNP
jsou podrobn¢ vysvétleny
v textu v kapitolach 4.5.3 a
5.5.2.
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ntp303 cDNA (Obr. 5.22), tedy z oblasti, ktera byla algoritmem mFold (Mathews et al.,
1999; Zuker et al., 1999) vyhodnocena jako postradajici sekundarni strukturu.
Postmitochondriadlni supernatant ziskany centrufugaci ze stadia 5 nezralého pylu
obsahujici ribonukleoproteinové komplexy byl smichin s molarnim nadbytkem
biotinylované oligodeoxyribonukleové sondy. Oligonukleotidy byly nejprve navdzany
k RNP casticim a takto ziskané komplexy byly pies streptavidin upevnény
k paramagnetickym kulickam (Obr. 5.35). Nespecificky navazané bilkoviny byly
odmyty v n€kolika promyvacich krocich za dvou koncentraci soli. Zbylé pochytané
RNP komplexy byly uvolnény a jejich bilkovinna slozka byla analysovana pomoci

SDS-PAGE. Metoda je podrobné popsana v kapitole 4.5.3.

5.5.3 Isolace bilkovin pritomnych v RNP ¢&asticich

Profily bilkovin isolovanych ze stadia 5 nezralého pylu pomoci oligo(dT) a
oligo(ntp303) sond jsou porovnany na obrazku 5.36. Uvedené profily jsou porovnany
jednak mezi sebou a jednak proti bilkovindm isolovanym z polysomdlni a
postpolysomalni frakce stejného pletiva a proti negativni kontrole bez biotinylované
sondy.

Frakce bilkovin navazanych na paramagnetické kulicky pfed prvnim
promyvacim krokem byla velice podobna cytosolické frakci, a to bez ohledu na
pouzitou sondu (Obr. 5.36A). Specificity purifikace bylo dosazeno velice brzy,
s oligo(dT) sondou a u negativni kontroly jiZ po prvnim promyti; dal§i promyvani za
zvysené koncentrace soli jiz nevedlo k tbytku prouzkl. Jedinym vzorkem, kde druhy
promyvaci krok zplsobil dal$i nafedéni spektra isolovanych bilkovin byl se
sondou oligo(ntp303). Uvedend data byla potvrzena i na obrazku 5.36B ukazujicim, Ze
jen eluat po prvnim promyti obsahoval bilkoviny v detekovatelném mnozstvi. Dva
vyrazné prouzky odpovidajici Mw 65 a 30 kDa se ukazaly byti asociované piimo
s paramagnetickymi kulickami, nebot’ byly pfitomné ve vSech vzorcich vcetné Cistych
kulicek ovafenych v nanaSecim pufru pro elektroforesu (Obr. 5.36A). Molekulova
hmotnost t€z§iho komplexu odpovidala hodnoté uvadéné pro streptavidin (Sigma,
1998).

Pro demonstraci, ze isolované ribonukleoproteinové komplexy jsou prosty

obecnych cytoplasmatickych bilkovin, byly ziskané proteiny rozdé€lené pomoci SDS-
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Obr. 5.36. Magneticka purifikace obecnych a ntp303 mRNP. A: Spektra bilkovin pfitomnych v mRNP
purifikovanych ze stadia 5 nezralého pylu tabdku pomoci sond oligo(dT) a oligo(np303) a po
absolvovani rizného poctu promyvacich krokd. Uvedena spektra jsou srovnana s profily cytosolickych
bilkovin, bilkovin pfitomnych v postpolysomalni a polysomalni frakci a s bilkovinami ovafenymi
z paramagnetickych kuli¢ek. B: Spektra cytosolickych bilkovin nenavazanych na paramagentické kulicky
a bilkovin obsazenych v eluatech po jednotlivych promyvacich krocich.

oligo(dT), sonda oligo(dT), oligo(ntp303), sonda oligomtp303), -, bez sondy; M, hmotnostni marker, K,
kontrolni cytosolické bilkoviny; pPS, postpolysomalni frakce; PS, polysomalni frakce; V, ovarené
paramagnetické kulicky; 0, 1, 2, 3, pocet absolvovanych promyvacich krokii; N, nenavdzané cytosolické
bilkoviny; W1, W2, W3, obsah eluatii po jednotlivych promyvacich krocich.

Obr. 5.37. Imunodetekce RNA vazebné bilkoviny eIF4E (A) a jaderné koédovaného proteinu 2 jadra
mitochondrialni cytochrom c reduktasy (B) ve Ctyfech bilkovinnych frakcich isolovanych ze stadia 5
nezralého pylu.

Tot, celkové bilkoviny, Cyt, cytosolicke bilkoviny; dT, obecné mRNP isolované pomoci sondy oligo(dT);
ntp303, ntp303 mRNP.



PAGE a elektroblotovany na PVDF membranu, kde byly pomoci monoklonalnich
protilatek imunodetekovany dvé bilkoviny, jiz zndmy elF4E a jadern¢ kodovany protein
2 jadra mitochondrialni cytochrom c reduktasy ( ). RNA vazebny protein
rozpoznavajici ¢epicku elF4E byl nalezen ve vSech zkoumanych frakcich, tj. celkovych
bilkovinach, cytosolickych bilkovinach, obecnych mRNP i ntp303 mRNP. Naproti
tomu protein 2, ktery rozhodné nepatii mezi RNA vazebné bilkoviny byl detekovan jen
mezi celkovymi a cytosolickymi bilkovinami a nikoli ve vazbé na jakékoli
ribonukleoproteiny.

Vliv koncentrace kationtii, pH a doby hybridisace na profil ziskanych bilkovin je
znazornén na obrazku 5.38. Prouzky odpovidajici jednotlivym bilkovinam byly ostfejsi
ve vzorcich, kde byl v extrakénim pufru pfitomen sodik nezli tam, kde byl nahrazen
draslikem ve stejné molarni koncentraci (Obr. 5.38A). U vzorkil se sondou oligo(dT)
vedlo navic pouZiti sodiku k vyraznému rozSiteni spektra navazanych bilkovin.
Z kvalitativniho ani kvantitativniho hlediska nebyl pozorovan dramaticky rozdil mezi
100 mM a 400 mM koncentraci kationtdl v extrakénim pufru. ZvySeni pH extrakéniho
pufru (Obr. 5.38B) vedlo k vyrazné redukci mnozstvi navazanych RNP a vyfedéni
spektra bilkovin,a to sobéma pouzitymi sondami. 5 minut se ukéazalo byt dobou
dostate¢nou pro navazani biotinylované sondy k RNP komplexiim (Obr. 5.38C). Jeji
prodlouZeni az na 30 minut nevedlo ke zvySeni kvantity ani kvality isolace.

Nakonec  bylo  vyzkouseno néckolik  zplisobi  eluce  navéazanych
ribonukleoproteinovych  komplex. Jednodus$si  moznosti  bylo  ovafeni
paramagnetickych kulicek v nanaSecim pufru obsahujicim SDS. Tento pfistup vedl
k nejvétsi vytéZnosti a k nejvyssi kvalité rozdélenych bilkovin. Druhym zptsobem byla
eluce RNA vazebnych bilkovin inkubaci paramagnetickych kulicek v eluénim pufru
(PEB), a to pii pokojové teploté nebo pii 37°C. Inkubace v PEB vedla k uvolnéni
podobnych spekter bilkovin, jakd byla ziskana i1 pii vafeni (Obr. 5.39), ale vysoka
koncentarce lithiovych kationti v nandSecim pufru zplsobila hor§i kvalitu
elektroforetického rozdéleni. Pokus o eluci celych nativnich ribonukleoproteinovych
komplexli eluénim pufrem sloZzenym z 10 mM Tris-HCL, pH 7,6 a 2 mM EDTA pii
37°C, jak jej popisuje Evdokimova et al., (1995), celkové zklamal. Ukazal na limitaci
této magnetické metody, u které se v malych reak¢nich objemech jevi nemoznym uvést
v soulad pozadavek na vysokou koncentraci soli pro stabilisaci interakci RNA
s bilkovinami s poZadavkem nizké koncentrace soli a zvysSené teploty pro rozvolnéni

hybridit RNA/DNA.
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Obr. 5.38. Vliv riznych reakénich podminek na profil isolovanych bilkovin. Byla zkoumana role
koncentrace a druhu kationtd (A), pH extrakéniho pufru (B) a doby hybridisace biotinylovanych sond k
RNA slozce mRNP castic (C).

oligo(dT), dT, sonda oligo(dT), oligomtp303), ntp303, sonda oligo(mtp303); M, hmotnostni marker; K,
kontrolni cytosolické bilkoviny, K1, 100 mM KCI v extrakcnim pufru;, K4, 400 mM KCI; N1, 100 mM
NaCl; N4, 400 mM NaCl; 7,8, 8,5, 9,0, hodnota pH extrakcniho pufru; 0, 5, 10, 30, doba hybridisace
v minutach.

Obr. 5.39. Eluce mRNP s pouzitim pufru PEB.
dT, sonda oligo(dT), 303, sonda oligo(mtp303), M, hmotnostni marker; PT, pokojova teplota; 37, teplota
37°C.



5.5.4 Diskuse

Metoda isolace genové specifickych ribonukleoproteinovych ¢astic popsana
v predchazejici kapitole piredstavuje alternativni moznost k dfive publikovanym
metoddm struéné zminénym v kapitole 5.5.1. Popsand metoda byla po nezbytné
optimalisaci  (Obr. 538 a 5.39) pouzita kanalyze bilkovinné slozky
ribonukleoproteinovych komplexti tvoifenych kolem ntp303 mRNA a jejimu porovnani
s bilkovinami tvoficimi obecné RNP castice (Obr. 5.36 a 5.37).

Bilkoviny pfitomné v ribonukleoproteinech vylovenych sondou oligo(dT)
piedstavovaly podmnoZzinu cytosolickych bilkovin a jejich profil vykazoval vyssi stupen
podobnosti s polysomalni frakei nezli s frakei postpolysomalni (Obr. 5.36). Dalsi, jesté
Mnozstvi ¢i pomér bilkovin plivodem z polysoml ve srovnani s postpolysomalnimi
komplexy byl v této frakci snizen a toto zjisténi je v souladu s diive popsanou represi
translace ntp303 mRNA v nezralém pylu (Storchova et al., 1994) a jeji ptitomnosti ve
puromycinu (Honys et al., 2000). Frakce bilkovin isolovanych z ntp303 mRNP byla
také vyrazn¢ obohacena o polypeptid s ptibliznou molekulovou hmotnosti 31-32 kDa,
ktery muze predstavovat protein bud’ specificky nebo alespoil piednostné navazany
k ntp303 mRNA. Pravé tato bilkovina demonstruje schopnost popisované metody
detekovat proteiny, jimiz je urcitd zkoumana bilkovinna frakce ribonukleoproteinovych
komplexti obohacena. Na druhou stranu, pfedpokladana piednostni vazba musi byt
ovéfena jesté pomoci dalSiho experimentalniho piistupu. Podobné 1 ldkava predstava, ze
tato bilkovina s Mw 31-32 kDa je totoZna s bilkovinou nalezenou v ptedchozi kapitole
5.4 pomoci northwestern blot hybridisace jako RNA vazebna bilkovina s hodnotou Mw
pfiblizné¢ 30 kDa, musi byt podrobena dalSimu zkoumani. Pravé tato moZnost se

nicméng¢ jevi ve svétle znamych informaci jako dosti pravdépodobna.

5.5.5 Zavér

V této kapitole je popsana metoda isolace nativnich genové specifickych mRNP
¢astic z hrubého cytoplasmatického extraktu rostlinnych bunck bez pfedchoziho cross-

linkovani, a to v jednom kroku. Principem metody je afinitni chromatografie za pouziti
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biotinylovanych oligodeoxyribonukleotidovych sond a paramagnetickych ¢astic
pokrytych streptavidinem. Pouziti popsaného postupu vedlo k identifikaci bilkoviny o
Mw 31-32 kDa, kterou je obohacena frakce ntp303 mRNP. Tato bilkovina by mohla byt

totozna s priblizné 30 kDa bilkovinou popsanou v kapitole 5.4.

5.5.6 Podékovani

MU dik patii Dr. Jonathanu Combe z University of Leicester a Dr.
Hansi-Peteru Braunovi z Hannover Universitit za zapij¢eni monoklondlnich protilatek
proti e[F4E a proteinu 2. Prace byla podporovana grantem Royal Society CEE/FSU
Joint Project Grant, grantem AS5038801 Grantové agentury Akademie véd Ceské
republiky a grantem VS 96145 Ministerstva $kolstvi, mladeZe a télovychovy Ceské
republiky, byla presentovana na 2. Metodickych dnech jako ,,Honys, D. 2000. Isolace
nativnich, genové specifickych ribonukleoproteinovych ¢astic metodou magnetické

separace. Biologické listy 3-4: 177-178.* a nedavno byla odeslana k publikaci.
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5.6. PFima isolace genti kédujicich mRNA vazebné bilkoviny

5.6.1 Uvod

Posledni kapitola casti této disertacni prace veénované vysledkiim se svym
obsahem pon¢kud vymyka kapitolam ptedchéazejicim, nebot’ na rozdil od ptedchozich
neobsahuje alespon ¢aste¢né ukonceny tématicky celek, ale pouze popis zapocaté prace,
jejiz vysledky dosud nejsou zndmé. Na druhou stranu se domnivam, Ze je na tomto
misté prdvem, nebot’ povazuji za spravné ukazat na vSechny tfi sméry, jimiz ve snaze
najit bilkoviny ovliviiuyjici zivotni pout’ ntp303 mRNA v soucasné dobé postupujeme.

Prvnim dvéma smérim jsou vénovany ptedchozi dvé kapitoly. Tim tfetim je
pfima isolace genid kodujicich mRNA vazebné bilkoviny pomoci screenovani expresni
cDNA knihovny northwestern mechanismem hybridisaci s radioaktivné znacenou
smyslnou RNA sondou. Na rozdil od screenovani popisovaného v kapitole 5.3 se
tentokrat nejedna o hledani positivnich kloni na zdkladé¢ sekvencni homologie
s pouzitou cDNA sondou. Pouzita metoda jde o krok dale, nebot’ provadi selekci na
urovni bilkovin, translacnich produkt screenovanych klont, a jejich schopnosti vazat
znaCeny RNA ligand. Metoda byla nékolikrat uspéSn€¢ pouzita pro isolaci RNA
vazebnych bilkovin rozpoznavajici ur¢ité¢ znamé sekvencni motivy pouzité jako sondy
(Qian a Wilusz, 1993; 1994; Sagesser et al., 1997). V nasem piipad¢ byla jako sonda
pouzita celé molekula ntp303 mRNA a pouzity protokol je kombinaci postupu
publikovaného Wiluszem (1998) a vlastnich poznatkii a je podrobné popséan v kapitole

4.10.3.

5.6.2 Vybér sondy a vlastni screen

Pro screenovani expresni cDNA knihovny byla pouzita RNA sonda ntp303 o
plné délce znaena [*°P]. Smyslna sonda byla ziskana transkripci konstruktu pNTP303
(Obr. 5.29; autor K. Weterings). Kvalita pouzit¢ sondy byla oveéfovdna pomoci
polyakrylamidové gelové elektroforesy a ziskany elektroforetogram je znazornény na

obrazku 5.40. Stejné jako v kapitole 5.3 byla screenovana expresni cDNA knihovna
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syntetisovand na zdkladé matrice celkové mRNA isolované ze zralého pylu tabdku
(Nicotiana tabacum var. Samsun), zapuj¢end Prof. Davidem Twellem. Autorem

knihovny je Dr. Justin P. Sweetman (Sweetman, 1996).

ntp303 mRNA

Obr. 5.40. Elektroforetogram in vitro transkribované radioaktivng€ zna¢ené RNA sondy n¢p303 uréené pro
screenovani expresni cDNA knihovny northwestern blot strategii.

Pro screen bylo pouzito dvou velkych ploten o rozmérech 25*25 cm. Vzhledem
k hor§i identifikaci teCek a vétSi pravdépodobnosti isolace faleSnych positivli pii
northwestern strategii a tim 1 nutnosti purifikovat isolované positivni klony vice nez
jednou byla pro prvni screen zvolena vyssi hustota 10 000 pfu na plotnu umoziujici
analyzu piiblizné 20 000 klond. Titr knihovny byl uréen jako 3,67*10° pfu/ul, pro
infekci byl proto pouZit 1 pl 36* fedéné knihovny.

Prvni screen vedl k isolaci 24 positivnich klond. Pro isolované klony byl ur¢en
titr a kazdy domnély positiv byl podroben purifikaci na malych kulatych plotnach o
rozmérech 9*9 cm pfi hustoté priblizn€ 300 pfu/ul. Tento druhy screen vedl k eliminaci
sedmi klont, u nichz nebyl detekovan zadny signal. Zbylo tedy 17 positivl, ale zdaleka
ne u vSech byla uroven signalu a hustota positivnich plakli presvéd¢iva. Namisto
piedpokladanych 300 plakd na plotn€ bylo na filmu po vyvolani vidét jen tfeba pét
tecek.

Identita téchto sekundarnich positivii byla ovéfovana tim, ze z kazdé plotny
obsahujici néjaky signal byly odebrany dva klony a kazdy pak byl analysovan pii
tercialnim screenu nezavisle na malych kulatych plotnach 9*9 cm pii predpokladané

hustoté¢ 100 pfu na plotnu. N&které klony opét nevykazovaly zadny signél, a to ani na
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jedné z paralelnich ploten, nékteré jen na jedné a nékteré vykazovaly silny signal na
obou a jesté k tomu 1 velice nizky pomér negativ/positiv, ktery mél byt v optimalnim
pfipadé¢ roven nule pro neptitomnost negativnich plaki. Na zakladé téchto vysledkl byl
z kazdé tercialni plotny odebran jeden dobie definovany positivni klon a analysovan
nezavisle na pravdépodobné identickém klonu z paralelni plotny. Tim narostl pocet
positivil ze sedmndcti na 27.

Dal$im postupem, ktery bude piedchazet vlastnimu sekvenovani, bude
klonovani insertd do expresniho vektoru pTYB, ktery je soucasti expresniho systému
IMPACT™-CM (New England Biolabs, kat. ¢. E6900S). Tento vektor je vedle svého
polylinkeru vybaven 1 pfivéskem, fuzovanym ke zkoumanému proteinu, obsahujicim
454 aminokyselin dlouhy intein, ktery obsahuje doménu vazici se k chitinu isolovanou
z kvasinkového genu VMAL. Intein slouZi po indukované overexpresi k rychlé isolaci
fuzniho proteinu ze smési bilkovin v jednom kroku vazbou na kuli¢ky s asociovanym
chitinem. K uvolnéni fuzniho proteinu dojde mechanismem sesttihu bilkovin (Xu ef al.,
1993; Xu a Perler, 1996) v misté pfipojeni inteinu na vlastni zkoumany polypeptid.
Nakonec musi byt béznym northwestern blotem pochopitelné ovéfena schopnost
purifikovaného proteinu, translaéniho produktu isolovaného positivniho klonu, vazat se

na ntp303 mRNA.

5.6.3 Diskuse a zavér

V této kapitole byla popsana pocateni faze piimé isolace genti kodujicich
mRNA vazebné bilkoviny pomoci screenovani expresni cDNA knihovny northwestern
strategii. V souCasné dobé je ukoncen vlastniho screen a dvojnasobné purifikace
isolovanych ptedpokladanych positivnich klond, jejichZz pocet se ustdlil na &isle 27.
Tuto skutecnost bohuZel neni mozné diskutovat az do okamZiku ovéfeni isolovanych
domnélych positivli pomoci overexprese v expresnim vektoru a potvrzeni schopnosti
vazby k ntp303 mRNA. Kyzenym vysledkem pak pochopitelné¢ budou sekvence jedné
¢1 n€kolika ntp303 mRNA vazebnych bilkovin, jejichZ znalost ndm otevie dalsi Siroké

pole piisobnosti pro jejich charakterisaci.
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5.6.4 Podékovani

Na tomto misté bych podobné¢ jako v kapitole 5.3 rad pod€koval Dr. Justinu P.
Sweetmanovi (University of Leicester, U.K.) za laskavé zapljeni pylové cDNA
knihovny, kterd byla pro praci pouZita. Popsana prace byla provedena v laboratofi Prof.
Davida Twella na University of Leicester v ramci spolecného projektu Royal Society

CEE/FSU Joint Project Grant.
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Cist 6

Diskuse
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Soucasti kazdé kapitoly ¢asti vysledk byla i diskuse podrobné rozebirajici téma,
jemuz byla ta ktera kapitola vénovana. V této obecné diskusi je ve zkracené verzi
zopakuji a dale se pokusim propojit skutecnosti v nich popisované a uvést je vzajemné

v soulad.

Vyvoj samc¢iho gametofytu je velice slozity a komplexni proces a stoji mimo
veSkerou pochybnost, Ze tento proces musi byt patficnym zplisobem regulovan.
Zékladnim internim regulatnim mechanismem vSech organismi je regulace genové
exprese. Tato probiha na sedmi zékladnich urovnich, které jsou bliZze popsany v kapitole
2.3 a schematicky zndzornény na obrazku 2.2.

V ranych fazich mikrogametogenese jsou k regulaci celého procesu vyuzivany
vSechny jmenované urovné, ovSem casem nabyvaji na vyznamu regulace
posttranskrip¢ni, které nakonec v kli¢icich pylovych lac¢kach, jejichz biologicka role je
v mnoha pfipadech nezéavisla na transkripci, ale vitdln¢ zavisi na translaci, zcela
prevladaji (viz. Twell, 1994). S timto fenoménem uzce souvisi 1 téma piedkladané
disertani prace, translacni regulace béhem vyvoje a zrani pylového zrna tabaku
(Nicotiana tabacum, L.). Cilem prace bylo zejména sledovat subceluldrni distribuci
mRNA v nezralém a kliCicim pylu, hledat jeji transportni a zdsobni formu volnych
mRNP, charakterisovat povahu translacni represe pylové specifického transkriptu
ntp303 a Gcast na n€j navazanych bilkovin a kone¢né isolovat nové Cleny genové rodiny
ntp.

Samc¢i gametofyt tabdku ptedstavuje vhodny model studia vySe uvedené
problematiky. Hlavni vyhodou je snadné odliSeni jednotlivych vyvojovych fazi a
nasledna prace s homogennimi populacemi bun€k nachazejicich se na ptiblizné stejném
stupni vyvoje. Jednotliva stadia nezralého pylu tabaku charakterisovand na cytologické
urovni positivné koreluji s délkou koruny poupat, coz znacné usnadiiuje jejich isolaci
(Kap. 4.2.1; Tupy et al., 1983b). Synchronisované populace pylovych la¢ek je mozno
péstovat in vitro v submersnich tfepanych kulturdach (Kap. 4.2.2). 1 kdyz in vitro
rostouci pylové la¢ky nejsou totozné s laCkami vyrostlymi v in vivo podminkach, byly
popsany rozdily v jejich struktuie i bilkovinném slozeni (Ciampolini et al., 1982; Li a
Linskens, 1983), udrzuji si v suspensni kultuife svou biologickou oplozovaci aktivitu
(Capkova-Balatkova et al., 1980) a v optimalnich podminkach mohou dosahnout za

v ow

Styfi dny délky az 4 cm, které bézné dosahuji in vivo (Tupy a Rihova, 1984).
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Vysledky popsané v kapitole 5.1 potvrdily dfive publikovany nartist syntézy
RNA ve vyvijejicim se pylu tabadku (Tupy, 1982; Schrauwen et al., 1990). Nejvétsi
intensity dosahuje syntéza RNA 1 bilkovin ve stadiu 3. Zfetelny kvantitativni nartst
RNA v oblasti odpovidajici postpolysoméalnim RNP cCasticim nejenze prokazuje jejich
existenci v nezralém pylu, ale ukazuje 1 na pocatek syntézy zasobnich mRNA urcenych
k translaci v pozd¢jSich fazich zrani pylu a zejména v pylovych la¢kach. To ostatné
dokazuji 1 kvalitativni rozdily mezi populacemi mRNA v polysomdlni a
postpolysomalni frakci. Ob¢ frakce obsahuji translatovatelnou mRNA a rozdilna spektra
bilkovinnych produktii in vitro translace ukazuji na rozdilné populace mRNA v téchto
cytoplasmatickych kompartmentech. Nezavislost postpolysomalni frakce potvrzuji i
nekteré vysledky uvedené v kapitole 5.2. V semihomolognim in vitro translatnim
systému byly translacné aktivni jen polysomy, zatimco translace postpolysomalnich
RNP byla zcela reprimovana. mRNA v nich pfitomna byla s nejvetsi pravdépodobnosti
translaéné blokovana asociovanymi bilkovinami, nebot’ sama o sob& po deproteinaci
v heterolognim in vitro translaénim systému si svou translatovatelnost zachovala.
Bilkovinna sloZeni postpolysomélnich a polysomalnich RNP castic se vzajemné liSila a
polysomalni frakce nebyla navic kontaminovdna obecnymi cytoplasmatickymi
bilkovinami. Postpolysomalni frakce se tak jevi byti dobrym kandiddtem na funkci
zasobniho kompartmentu pro mRNA.

Uvedenou metabolicky nejaktivnéjsi fazi vrcholi obdobi vyvoje pylu a nastupuje
obdobi zréni. Populace mRNA v polysomalni frakci nedoznava vtomto obdobi
representovaném stadiem 5 tak vyznamnych zmeén jako populace skladovanych mRNA,
coz napovida, Zze v obdobi zrani jsou pfednostné syntetisovany zasobni mRNA. V této
zaveérecné fazi dozravani pylu spojené sjeho dehydrataci dochazi k disociaci
polysomalnich komplexti (Tupy, 1982). Pozorovand redistribuce RNA z oblasti
odpovidajicich polysomiim a monosomim do oblasti postpolysomalnich RNP je s timto
konstatovanim v souladu.

Aktivace pylového zrna spojena s jeho rehydrataci izce souvisi s redistribuci
mRNA v opa¢ném sméru, z volnych RNP na polysomy. K té dochazi velice rychle, jiz
béhem prvnich péti minut po pocatku rehydratace je patrny zietelny nartst
polysomalniho vrcholu. Toto nasedani jednotlivych mRNA na polysomy neprobihé
nahodné, nybrz je precisné regulovano, jak dokumentuje selektivni redistribuce mRNA
z postpolysomalni frakce do frakce polysomalni. Pylové lacky kultivované in vitro

v médiu SMM-MES vykazuji vysokou rychlost proteosyntézy po dobu prvnich 12
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hodin rtstu (Capkové et al., 1983). Po tomto obdobi dochazi k postupnému poklesu
translaéni 1 rastové aktivity lacek a stimto poklesem souvisi i snizovani podilu
polysomi v obdobi mezi jednou hodinou a dvanacti hodinami kultivace pylovych lacek.
Tato stagnace translace po dvanacti hodinach kultivace se nijak neodrdzi na spektru
translatovanych mRNA isolovanych z polysomalni frakce, po del§i dob¢ kultivace vSak
dochézi ke zfetelnému vycerpani zasob skladované RNA ve frakci postpolysomalnich
RNP. DetailnéjSimu popisu priubéhu distribuce a redistribuce mRNA mezi jednotlivymi

podbunéénymi frakcemi nezralého pylu bude vénovana nasledujici ¢ast.

Dalsi pokusy byly zaméteny na detailnéjsi separaci polysomalni frakce. OSetieni
polysomi pufrem obsahujicim latky je destabilisujici, EDTA a puromycin, vedlo
k nalezeni tfettho kompartmentu obsahujiciho mRNA, kompartmentu EDTA/puromycin
resistentnich ~ ¢astic  kosedimentujicich s polysomy (EPP). EPP  obsahuji
translatovatelnou, ale transla¢né¢ reprimovanou mRNA a pfedstavuji samostatny
kompartment, jak ukazuje jejich bilkovinné sloZeni. Na zdklad€ skute¢nosti rozebranych
v kapitole 5.2 se domnivame, Ze EPP ve vyvijejicim se pylu pfedstavuji vice ¢i méné
organisované agregaty postpolysomalnich RNP. V pufru HS byla naprostd vétSina
translaéné neaktivni ntp303 mRNA (Weterings et al., 1992; Storchova et al., 1994) ve
stadiich 3 a 5 piekvapivé ptitomna v polysomalni frakci. Cast np303 mRNA ptvodné
pfitomna v polysomalni frakci byla z této uvolnéna zvySenim koncentrace soli, zejména
v ptitomnosti EDTA a puromycinu. Za téchto podminek bylo prokdzano, ze frakce EPP
je vysoce obohacena ntp303 mRNA. Toto zjisténi naznatuje mnohem komplikované;si
mechanismus regulace translace zkoumaného transkriptu béhem vyvoje a zrani pylu,
ktery zahrnuje vSechny tfi popsané subcelularni kompartmenty a jehoz hypoteticky
model je predstaven na konci kapitoly 5.2.5 na obrazku 5.18.

Distribuce n#p303 mRNA mezi tfemi sledovanymi kompartmenty béhem vyvoje
pylu byla dale zkoumana pomoci northern blot hybridisace a porovndvana s distribuci
dalsiho pylové specifického transkriptu ntp52. Oba pouzité transkripty vykazovaly
béhem vyvoje a zrani pylu zcela odlisné distribucni profily. Nep303 mRNA byla ve
stadiu 3 rovnomérné rozdélena mezi polysomy sensitivni k EDTA/puromycinu a EPP
Castice. Pozdéji byl tento transkript ukladan jen do postpolysomalnich RNP a do EPP
castic. Béhem posledniho kroku zrani byla naprosta vétSina np303 mRNA
redistribuovana z obou zbyvajicich kompartmentth do EPP cCastic. Gen ntp52 vykazuje

typiCtejsi profil své exprese; transkript nep52 byl ve formé EPP ¢astic nalezen jen
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v zanedbatelném mnozstvi na samé hranici citlivosti pouzité metodiky detekce
radioaktivniho signdlu. Jeho distribuce mezi polysomy a postpolysomdlnimi RNP
Casticemi nasledovala translacni profil, kdy mnozstvi ntp52 mRNA asociované
s polysomy dosdhlo maximalni hodnoty ve stadiu 6. Ve zralém pylu byla ntp52 mRNA
pfitomna 1 v polysomech sensitivnich k pisobeni EDTA/puromycinu.

Prekvapivé nalezeni polysoml s navazanou mRNA v suchém pylu naznacuje
alternativni mechanismy skladovani mRNA v pylu. Dva mozné z&sobni kompartmenty
pro mRNA, kterd je aktivné translatovdna v obdobi pied vyklicenim pylu, jako nip52
mRNA, jsou postpolysomalni mRNP a polysomy citlivé k ptisobeni EDTA a
puromycinu. Jednotlivé mRNA mohou byt skladovany v asociaci s polysomalnimi
komplexy pfipravené k rychlému zacatku translace bezprostiedné po zacatku kliceni.
V ptipadé ntp303 mRNA se ukazalo byt dilezitym najit regulacni faktory plisobici cis- 1
trans-mechanismem a ovliviigjici jeji uklddani ve frakci translaén€ neaktivnich
polysomil a naslednou redistribuci do EPP. Z tohoto pozadavku vychéazela i nasledna
snaha identifikovat bilkoviny vaZzici se k ntp303 mRNA. K dosaZeni uvedeného cile
bylo pouzito tfi metodickych pfistupti, jednak northwestern blot hybridisace
rozdélenych, immobilisovanych, denaturovanych a renaturovanych bilkovin
radioaktivné znacenou smyslnou RNA sondou (Kap. 5.4), jednak isolace bilkovin
pritomnych v nativnich genové specifickych mRNP casticich pomoci paramagnetickych
kulicek (Kap. 5.5); a jednak pfimé isolace genti kddujicich mRNA vazebné bilkoviny
pomoci screenovani expresni cDNA knihovny opét northwestern mechanismem (Kap.
5.6).

Pomoci northwestern blot hybridisace bylo zviditelnéno nékolik bilkovin,
interagujicich s ntp303 mRNA, konkrétn€ se jednalo o sedm bilkovin s Mw pfiblizné
10, 15, 16, 20, 25, 30, 45 a 60 kDa. Zadna z nich s touto sondou nereagovala specificky.
Abundantni 16 a 45 kDa proteiny patrn¢ predstavuji obecné RNA vazebné bilkoviny,
nebot’ byly nalezeny ve vSech zkoumanych pletivech bez ohledu na pouZitou sondu.
Ostatni bilkoviny nebyly pfitomny v listech, jejich exprese tedy do urcité¢ miry vykazuje
tkanovou specificitu a muzeme predpoklddat, ze alespon nékteré znich mohou byt
pylové specifické. Z nich se 60 kDa protein vyskytoval jen v nezralém pylu ve stadiu 1,
tedy ve stadiu, v némz témét nenalézame ntp303 mRNA, jejich funkéni spojitost tedy
muzeme vyloucit. Ostatni bilkoviny byly zviditelnény jen pomoci sond predstavujicich
translaéné regulované transkripty, ntp303 a ntp52. Mohou tedy hrat urcitou roli ve

fenoménu regulace translace, ovSem o povaze této tlohy se mizeme jen dohadovat.
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V souvislosti s ntp303 mRNA se jevi byti zajimavou bilkovina s Mw pfiblizné
15 kDa, jejiz mnozstvi je v postpolysomalni 1 polysomalni frakci isolované
postmitochondrialniho supernatantu stadia 5 nezralého pylu pomoci pufri LS 1 HS pod
detek¢nim limitem pouzité metodiky a jeZ se objevila az ve vzorcich isolovanych
pufrem HS+EP, a to v polysomalni frakci, odkud byla uvolnéna 1 do postpolysomalni
frakce. Tento tkaz je v souladu s ndzorem vyslovenym v kapitole 5.2, kde je na zaklade
bilkovinného sloZeni jednotlivych frakci uvaZovana mozZnost, Ze EPP Castice tvorii
agregaty jednotlivych postpolysomélnich RNP. 15 kDa bilkovina by pak mohla naleZet
mezi bilkoviny Uc€astnici se tvorby EPP z RNP, mezi bilkoviny tyto dvé frakce
odlisujici.

Druhym kandidatem moZné regulacni funkce je bilkovina s Mw pfiblizné 30-32
kDa. Bilkovina s molekulovou hmotnosti vuvedeném intervalu byla isolovana
nezavisle na sobé pomoci dvou riznych metodickych piistupli, northwestern blot
hybridisace a afinitni chromatografie. Pravé tato bilkovina demonstruje schopnost
metody isolace genové specifickych ribonukleoproteinovych c¢astic pomoci
paramagnetickych kulicek detekovat proteiny, jimiz je urcitd zkoumana bilkovinna
frakce ribonukleoproteinovych komplexti, v tomto piipad¢ frakce ntp303, obohacena.
Na druhou stranu, piedpokladand prednostni vazba musi byt ovefena jest€¢ pomoci
dalsiho experimentalniho ptistupu. Podobné 1 ldkava ptedstava, Ze tato bilkovina s Mw
31-32 kDa je totozna s bilkovinou nalezenou pomoci northwestern blot hybridisace jako
RNA vazebna bilkovina s hodnotou Mw piiblizn¢ 30 kDa, musi byt podrobena dal§imu
zkoumani. Pravé tato moznost se nicmén¢ jevi ve svétle znamych informaci jako dosti
pravdépodobna.

Zéaverem sekce veénované interakcim ntp303 mRNA s RNA vazebnymi
bilkovinami je vhodné poznamenat, ze neptitomnost bilkovin interagujicich s np303
transkriptem specificky neni v souvislosti s nejnovéjSimi poznatky o regulaci
translatovatelnosti nékterych mRNA, pochopietiné zejména ZivocisSnych, pfili§
ptekvapiva. Ukazuje se totiz, Ze specificita vazby regulacnich bilkovin ke konkrétnim
transkriptim neni c¢asto dana jejich aminokyselinovou sekvenci, ale spiSe
posttranskripénimi modifikacemi typu fosforylaci a reversibilnich O-glykosylaci (Hart,
1997). Navic bylo zjiSténo, Ze o povaze regulace miize rozhodovat i1 kvantitativni pomér
mRNA a regulacni bilkoviny, u ZivoCichii naptiklad jiz nékolikrat zminovaného
proteinu p50 (viz. Evdokimova a Ovchinnikov, 1999). Podobné regulacni mechanismy

pochopitelné nemtizeme vyloucit ani u ,,naseho* transkriptu ntp303.
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Ttetim hlavnim ukolem této prace bylo rozsifeni poctu znamych ¢lenti genové
rodiny ntp. Pomoci screenovani cDNA knihovny bylo isolovano Sest jejich novych
¢lent, klona DH4, 12, 23, 24, 37 a 42. VSechny nov¢ isolované klony DH 1 dfive
publikované geny ntp (Weterings et al., 1992) byly isolovany jako cDNA klony
dokazuje, Ze se nejedna o pseudogeny a Ze vSechny jsou v pylu tabaku skute¢né
exprimovany.

Fylogeneticky patfi vSechny nové popsané klony do blizké piibuznosti genil
ntp201 a ntp805, konkrétné klony DH4, 23 a 42 vykazuji znacnou miru homologie
s genem ntp201 a klony DH12, 24 a 37 s genem ntp805. Vzajemna homologie klont
DH a odpovidajicich gent n#p byla na Grovni DNA vzdy vyssi nez 90%, vétSinou
dokonce vys$si nez 95%, ptficemz vétsi variabilita nez ve vlastnich kddujicich oblastech
byla pozorovdna v nepiekladanych oblastech na 5°- a 3’-koncich. V obou
nepiekladanych oblastech zaujimala mRNA vyraznou sekundéarni strukturu a miZeme
fici, ze spiSe nez vlastni struktura vlasenek byla zajimava variabilita primarnich 1
sekundarnich struktur nepteklddanych oblasti u tak ptfibuznych gent. Jeji vliv na
translaci jednotlivych genii jeSt€¢ musi byt podrobné prozkoumdan, ale vyrazna
sekundarni struktura ukazuje na pravdépodobnou regula¢ni roli nepieklddanych oblasti.

Porovnani sekvenci pravdépodobnych translacnich produkti klonit DH
s databazemi bilkovinnych motivii ukézalo na pfitomnost nékolika moznych mist
posttransla¢nich modifikaci. Mimo jiZ prokdzané N-glykosilace bilkoviny p69 se jedna
o fosforylaci, myristylaci a dle konsensus sekvence i moznou vazbu ATP/GTP. Ta ale
nepiichazi v tvahu kvili absenci potfebné prostorové organisace bilkoviny (Wittink,
1998).

Mira homologie transla¢nich produktt klonit DH 1 gent n#p byla s ohledem na
degeneraci genetického kodu na urovni aminokyselin dokonce jesté vétsi nez na urovni
DNA. Pro gen n#p303 bylo difive publikovano, Ze je Caste¢né homologni s askorbat
oxidasami (Weterings et al., 1992). NaSe srovnani vSech ¢lenti genové rodiny ntp
s databazemi toto zjiSténi potvrdilo a rozsifilo ve smyslu, Ze geny nfp vykazovaly
zna¢nou miru homologie i1 s dal§imi enzymy patficimi mezi multicopper oxidasy, nejen
s askorbat oxidasami, ale zejména s pektinesterasami z nékolika rostlinnych druht.
Pouhd, byt sebelépe dokumentovand sekvenéni homologie jesté neprokazuje funkci
pravdépodobnych translacnich produktl sekvenovanych genl. Z tohoto divodu
muzeme o funkci bilkovin kdodovanych klony DH a geny ntp jen spekulovat. Toto plati

bez vyjimky i pro nejdéle znamy genu ntp303, u né¢hoz jako jediného zname 1 bilkovinu,
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p69 (Wittink et al., 2000). Ale vzhledem k abundanci p69 a zejména jeji lokalisaci
v bunécné sténé lacky prodirajici se pletivy ¢nélky nemusi vyznit predstava p69 jako
mozného enzymu uvolilujiciho rostouci la€ce cestu mechanismem podobnym

mechanismu pusobeni pektinesteras tpIn¢ fantasticky.
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Ve tech hlavnich tématickych okruzich, jimz byla tato diserta¢ni prace vénovana bylo

zjisténo:

Zasobni mRNA syntesisovand béhem zrani pylu je uklddana ve formé volnych
mediatorovych ribonukleoproteinovych castic. Zasobni mRNA je vyuZivana
béhem ristu pylové lacky, kdy je translacné reprimovanda mRNA postupné
aktivovana a redistribuovdna zvolnych mRNP na polysomy. Redistribuce
mRNA v pylovych la¢kach je predmétem peélivé regulace. Ulohou volnych
mRNP v sam¢im gametofytu je zejména udrZeni translacni aktivity pylovych

lacek po zastaveni transkripce.

Bylo zavedeno nékolik metodik nezbytnych pro vyzkum translacni regulace a
interakci mezi RNA a bilkovinami. Jednalo se o metodu subcelularni
frakcionace umoznujici rozlisit tii cytoplasmatické kompartmenty obsahujici
mRNA, postpolysomalni RNP, polysomy a nové popsané EDTA/puromycin
resistentni ¢astice EPP. Dale o metody northwestern blot hybridisace a moznost
odmyvani navazanych sond z hybridisovanych membran a tim umoZnéni jejich
dalSiho pouziti. V neposledni fadé¢ sem patii i nova metoda isolace nativnich
genoveé specifickych mRNP ¢astic z hrubého cytoplasmatického extraktu
rostlinnych bunék v jednom kroku pomoci afinitni chromatografie. ntp303
mRNA byla po celé obdobi vyvoje pylu tabdku nalézdna ve vSech tiech
sledovanych kompartmentech. VétSina této translacné neaktivni mRNA byla
pritomna v polysomalni frakci a v EPP c¢asticich. Byl navrzen hypoteticky model
model distribuce a redistribuce ntp303 mRNA béhem vyvoje a zrani pylu tabaku
jako ptesné regulovaného procesu. Pomoci northwestern blot hybridisace bylo
popsano sedm bilkovin interagujicich s ntp303 mRNA, znichz vSak zadna
nevykazovala vazebnou specificitu pouze k tomuto transkriptu. Jako mozny
kandidat na regulacni funkci se v pfipadé ntp303 mRNA jevi 30 kDa RNA
vazebna bilkovina. Pouziti afinitni chromatografie vedlo k identifikaci bilkoviny
o Mw 31-32 kDa, kterou je obohacena frakce ntp303 mRNP. Tato bilkovina by
mohla byt totozna s vySe popsanou piiblizné¢ 30 kDa bilkovinou. Nakonec byla
zahdjena piima isolace geni kddujicich mRNA vazebné bilkoviny pomoci

screenovani expresni cDNA knihovny northwestern strategii.
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* Bylo isolovano Sest novych klona, DH4, 12, 23, 24, 37 a 42, ¢lenli genové
rodiny ntp. VSechny klony DH vykazovaly zna¢nou miru homologie (vice nez
90%) s geny ntp201 a ntp805. Zadny znové isolovanych klonti nekéduje
glykoprotein p66.
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