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Abstrakt

Proteiny ALBA byly objeveny u Archaea pied vice nez 30 lety. Postupné bylo zjisténo, Ze se
vyskytuji i u eukaryot a jejich struktura je velmi konzervovana. V obou zminénych doménach
organizmu byla pozorovana funkéni forma téchto proteinti v dimerech schopnych vazby DNA
1 RNA. Jejich role se vSak béhem evoluce rozriiznily a mezi jednotlivymi organizmy se lisi.
U Archaea se ALBA podili na organizaci genomu a také na interakcich s RNA. U eukaryot
existuji dvé podrodiny proteinit ALBA nazvané Rpp20 a Rpp25. Nékteré organizmy maji jen
jeden protein ALBA z kazdé podrodiny, ale naptiklad u rostlin byly geny ALBA zmnoZzeny.
Tyto proteiny spolu mohou interagovat a podilet se na ontogenetickém vyvoji a reakcich
na stres. Dle n¢kterych studii by se u Arabidopsis thaliana mohly proteiny ALBA nachézet
v jadre a podilet se na udrzovani stability DNA nebo sestiihu transkriptii pre-rRNA. Podle
jinych studii jsou lokalizovany v cytoplazmé a maji ulohu v metabolizmu a reakci na stres.
V genomu A. thalina bylo identifikovano Sest riiznych genli ALBA, tti z kazdé podrodiny.
V této praci byly zkoumany proteinové interakce mezi vSemi témito proteiny metodou
bimolekularni fluorescenéni komplementace (BiFC) a bylo zjisténo, ze spolu interaguji
pfedevSim proteiny mezi podrodinami. Déle byla pozorovana lokalizace téchto proteint
v samim gametofytu 4. thaliana ve stresovych granulich po plsobeni teplotniho stresu

a CasteCna kolokalizace s markerem P-télisek za standardnich podminek.

Klicova slova: Arabidopsis thaliana, proteiny ALBA, fluorescen¢ni mikroskopie, P-tcliska,

stresové granule, sam¢i gametofyt
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Abstract

ALBA proteins were discovered in Archaea more than 30 years ago. They were gradually
identified to be well conserved in Eucaryotes as well. A functional dimeric form of these
proteins with DNA and RNA-binding capability was claimed in both mentioned domains
of organisms. However, their roles diversified during evolution and vary in between
organisms. In Archaea, ALBAs are involved in the genome organization and RNA-protein
interactions. In Eukaryotes, there are presented two different subfamilies of ALBA proteins —
Rpp20 and Rpp25 subfamily. A sole protein from each subfamily was identified in some
organisms though they were multiplied in plants, respectively. These proteins can interact
with each other and participate in ontogenetic development and stress responses. According to
several studies, ALBA proteins were found to be involved in DNA stability maintenance or
pre-tRNA splicing in the nucleus of Arabidopsis thaliana. However, they have been shown to
play a role in the cellular metabolism and stress responses in cytoplasm. Six ALBA proteins
were identified in the genome of A. thaliana, three from each subfamily. In this study, all
heterodimeric protein-protein interactions were investigated by the bimolecular fluorescence
complementation (BiFC) assay which revealed positive results in between protein
subfamilies. Furthermore, the ALBA proteins localize in the male gametophyte of A. thaliana
in stress granules after heat stress and partially colocalize with the P-bodies marker under

standard conditions.

Key words: Arabidopsis thaliana, ALBA proteins, fluorescence microscopy, P-bodies, stress

granules, male gametophyte
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Seznam zkratek

ALBA — Acetylation Lowers Binding Affinity
BiFC — bimolekularni fluorescenéni komplementace
C-konec — karboxylovy konec proteinu

DCP5 — Protein decapping 5

FAST-R — technologie fluorescence akumulujicich semen s OLE1-Tag RFP (fluorescence-
accumulating seed technology with OLE1-TagRFP)

GFP — zeleny fluorescenc¢ni protein

IDR — vnitin€ neusporadané domény (intrinsically disordered regions)
K30E — substituce lysinu 30 za kyselinu glutamovou

LCR - sekvence s nizkou komplexitou (low-complexity regions)
LLPS — odd¢leni kapalnych fazi (liquid liquid phase separation)
mRNA — medidtorovda RNA

N-konec — aminovy konec proteinu

PABP — polyA-vazebny protein

PCR — polymerazova fetézova reakce

P-téliska — Processing bodies, P-bodies

RBP47B — RNA-binding protein 47B

RFP — €erveny fluorescencni protein

RGG — tripeptidova sekvence Arginin-Glycin-Glycin

rRNA — ribozomalni RNA

TZF — proteiny s tandemy zinkovych prstl

YFP — Zluty fluorescen¢ni protein
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1. Uvod

Pro Gspésny vyvoj a pieziti rostliny jakozto sesilniho organizmu je nutné, aby byla schopna
regulovat svlij rist a pfizpiisobit se zménam vnéjSiho prostfedi a plisobeni strest. Tyto
procesy jsou fizeny na molekuldrni urovni, kde je peclivé regulovéano, které geny budou
transkribovany, a které koédujici mRNA budou piekladany do sekvence proteind. Jedna
z urovni regulace je na tUrovni transkriptl, které mohou byt v zavislosti na ptisobeni dalSich

faktort prekladany, degradovany nebo uskladnény.

Jednim z moznych mist uskladnéni nebo degradace transkripti jsou P-téliska (z angl.
Processing bodies, P-bodies). Dal§im mistem, které slouzi k uskladnéni, jsou stresové granule
(Chantarachot and Bailey-Serres, 2018). Ob¢€ tyto struktury se nachdzi v cytoplazmé, kde se
mohou nachézet i proteiny ALBA (Acetylation Lowers Binding Affinity). Obé se navic
vyskytuji ve formé granuli, které vznikaji nebo se méni vlivem pulsobeni stresu (Weber,
Nover and Fauth, 2008). Proteiny ALBA byly u fady organizmi identifikovany pravé
v granularnich strukturdch a v nékterych ptipadech se jednalo o granule stresové (Mani et al.,
2011; Subota et al., 2011). V neurcitych granuldrnich strukturdch byly pozorovéany proteiny
ALBA 1 po teplotnim stresu u rostlin (Naprstkova et al., 2021). Mohlo by se tedy i u rostlin

jednat o stresové granule nebo o P-téliska.

Funkce proteini ALBA je u tfady eukaryotickych organizmi stile nejasnd. U Archaea
i eukaryot vSak bylo zjisténo, ze funguji v dimerech. Muze se jednat o homodimery nebo
heterodimery (Jelinska et al., 2005; Yuan et al., 2019). U Arabidopsis thaliana se nachézi
proteint ALBA Sest, u nékterych z nich jiz byla studovéana tvorba homodimeri (Yuan ef al.,
2019; Kocova, 2020). Heterodimery vSak byly doposud zkoumany pouze u dvou z téchto
proteint (Yuan et al., 2019).

1.1. Cile prace

e Zjistit zda by mohly proteiny ALBA byt soucasti stresovych granuli nebo P-télisek

v sam¢im gametofytu A. thaliana

e Zjistit jaké heterodimery by mohly vznikat mezi Sesti proteiny ALBA u A. thaliana

metodou bimolekularni fluorescenéni komplementace (BiFC).



2. Literarni ptehled

2.1. Genova exprese

Genova exprese zahrnuje procesy transkripce a translace — v pfipadé¢ genit kodujicich
proteiny. Transkripce se odehrdva v bunécném jadie a v semiautonomnich organelach.
Jaderna transkripce je fizena piistupnosti genli v zavislosti na uspotfadani chromatinu
a aktivitou transkrip¢nich faktorii. Produktem transkripce je molekula RNA. Mtize se jednat
o nekddujici RNA, kterd ma regulacni nebo strukturni funkcei, nebo o kodujici RNA, ktera je
prekladana do sekvence proteinii. Mezi transkripci a translaci kodujici RNA probihaji apravy,
jejichz vysledkem je finalni molekula mRNA, ktera je transportovdna do cytoplazmy. Na ni
jsou navazany proteiny, které¢ kontroluji jeji stabilitu a rozhoduji o osudu daného transkriptu.
Mezi tyto proteiny by podle dostupné literatury mohly patiit i proteiny ALBA (Mair et al.,
2010; Gissot et al., 2013; Bunnik and le Roch, 2015).

2.2.  Osud mRNA

Zrala mRNA nachézejici se vcytoplazmé obvykle mivda na svém 5’-konci
7-methylguanosinovou Cepicku a na 3’-konci je polyadenylovana. Tyto struktury zajistuji
stabilitu molekuly a =zabrafiuji nezddoucim interakcim. Molekula mRNA miZe byt
v cytoplazmé translatovana, degradovana nebo uskladnéna. Mezi témito procesy panuje
dynamika, ktera je vyznamnda napiiklad béhem vyvoje bunék ¢i organii nebo ve stresové

odpovédi (Perea-Resa et al., 2013; Sorenson and Bailey-Serres, 2014; Jang ef al., 2019).

......

s polyA-vazebnymi proteiny (PABP) navazanymi na 3’-konci za vzniku cirkularni struktury.
Na mRNA je zdroven navadzana fada dalSich proteinti a ribozomy, které tak vytvaieji
polyzom. V této form¢é¢ mize mRNA projit prvnim kolem translace, které slouzi ke kontrole
transkriptu. V pfipadé, Ze prvni translaci uspéSné projde, miize slouZit jako templat pro
masivni syntézu proteind. Pokud je translace predCasné ukoncCena, nebo naopak mRNA
postrada kodon pro terminaci, je transkript degradovan v drahach nonsense-mediated decay,

no-go decay nebo non-stop decay (Chantarachot and Bailey-Serres, 2018).

Translatovand mRNA muze byt urCena k degradaci naptiklad pti piisobeni stresu (Merret et
al., 2013). K degradaci miize dochazet volné v cytoplazmé nebo v P-téliskach. V buikach
rostlin existuje vice riznych degrada¢nich drah. Zakladni rozd¢€leni je na drdhy nezavislé na
deadenylaci a zavislé na deadenylaci. U drah nezavislych na deadenylaci dochazi nejprve

k odstépeni cCepicky nebo k endonukleolytickému Stépeni a poté je nastépen zbytek



transkriptu. U drah zavislych na deadenylaci je nejprve deadenylovan 3’-konce a az poté
muze byt odstépena Cepicka a degradovana zbyvajici ¢ast (Chantarachot and Bailey-Serres,

2018).

Neékdy je potieba, aby byla mRNA v cytoplazmé uskladnéna, aniz by byla prekladana nebo
degradovéna. V takovém piipadé se mRNA, proteiny a dal$i molekuly v cytoplazmé shlukuji
a vytvari biomolekularni kondenzaty, kterymi jsou naptiklad stresové granule nebo P-téliska

(Emenecker, Holehouse and Strader, 2020).

Pravdépodobny mechanizmus vzniku biomolekuldrnich kondenzati je zalozen na oddéleni
kapalnych fazi (z angl. liquid-liquid phase separation, LLPS). Béhem tohoto procesu dochazi
ke shlukovani molekul okolo multivalentnich makromolekul. Mezi takové makromolekuly
patii predevsim proteiny, RNA a DNA, které jsou schopné tvofit itra- nebo inter-molekularni
interakce. Multivalentni proteiny mohou mit naptiklad modularni interakéni domény nebo
vnitiné neuspofadané domény (z angl. intrinsically disordered regions, IDR) (Obrazek 1).
IDR ¢asto nemaji definovanou 3D strukturu a jsou tvofeny repetitivnimi sekvencemi s nizkou
komplexitou (z angl. low-complexity regions, LCR), kter¢é mohou vytvaiet slabé
intermolekularni interakce (Emenecker, Holehouse and Strader, 2020). Mezi LCR patii
1 evoluéné konzervovany a rozsifeny motiv RGG (Arg-Gly-Gly), ktery byl nalezen u velkého
mnozstvi RNA vazebnych proteint, kde zprosttedkovava nukleo-proteinové interakce a miize
byt zésadni pro lokalizaci proteinu do stresovych granuli (Baron et al., 2013). Jedna se
o motiv, ktery se vyskytuje také u jedné z eukaryotickych podrodin proteintt ALBA (Aravind,
Iyer and Anantharaman, 2003; Néprstkova et al., 2021).

Obrazek 1: Mechanizmus fazové separace vlivem riznych multivalentnich proteini podle jejich

koncentrace (Emenecker, Holehouse and Strader, 2020).
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2.2.1. P-téliska

P-téliska se nachéazeji v cytoplazmé eukaryotickych organizmli za standardnich podminek
a béhem stresu, kdy se mize zvétSovat jejich velikost 1 pocet (Kedersha et al., 2005; Xu et al.,
2006; Weber, Nover and Fauth, 2008). Jejich hlavni funkci je degradace a uskladnéni
transkripti (Hubstenberger et al., 2017; Jang et al., 2019). Do P-télisek jsou sekvestrovany
mRNA uvolnéné z polyzoml, mize v nich dochazet k degradaci funkc¢nich transkripti,
nefunkénich mRNA cestou nonsense-mediated decay, nebo krepresi translace pomoci
miRNA (Weber, Nover and Fauth, 2008; Yang, Wu and Poethig, 2012; Kerényi et al., 2013;
Merai et al., 2013).

Zakladni casti degradaéni drahy mRNA v P-téliskach tvoii deadenylazy, odcepickovaci
komplex a exonukledzy. Mezi deadenylazy nalezené u rostlin patii CCR4 a CAF1 (Chou et
al., 2014, 2017; Suzuki et al., 2015). Rostlinny od¢epickovaci komplex tvofi proteiny DCP1,
DCP2, DCP5, VCS a LSM1-7 (Xu et al., 2006; Xu and Chua, 2009; Perea-Resa et al., 2015).
DCPS5 je zarovei nezbytny pro slozeni P-télisek (Xu and Chua, 2009). Funkci
exoribonukle4zy zde zastava protein XRN4 (Weber, Nover and Fauth, 2008).

Proteiny degradacni drahy v P-téliskach jsou dulezité pro spravny vyvoj rostliny. Mutace
proteinti od¢epickovaciho komplexu vede k embryonalni nebo postembryonalni letalité (Xu et
al., 2006; Xu and Chua, 2009; Perea-Resa et al., 2013). Vyjimkou je protein DCP5, jehoz
mutace nevede k letalité, ale ktery mé& vyznamnou roli ve fotomorfogenezi, kdy umoziuje

uvolnéni mRNA z P-télisek (Jang et al., 2019).

V P-téliskach se nachdzi i1 fada dalSich faktorti, které se degrada¢ni drahy pfimo neucastni.
Napftiklad protein vazajici polypyrimidinovy trakt se kromé& P-télisek nachézi také v jadre
a v cytoplazmé, podili se na regulaci genové exprese a ma vliv na kli¢ivost pylu (Wang and
Okamoto, 2009; Stauffer et al., 2010). Dale se zde nachézeji proteiny spjaté s odpovédi na
pusobeni abiotickych a biotickych stresit (Ma et al., 2015; Perea-Resa et al., 2015; Bogamuwa
and Jang, 2016; Yu et al, 2019) a také fada protein standemy zinkovych prstl (TZF)
(Pomeranz et al., 2010; Lin et al, 2011; Bogamuwa and Jang, 2013, 2016; Maldonado-
Bonilla et al., 2014). Vyznam represe translace lokalizaci transkriptu do P-télisek byl popsan
v draze etylenové signalizace. Protein EIN2 stabilizovan etylenem vaze transkripty
ubikvitinacnich proteint EBFI a EBF2 a umoziuje jejich pfesun do P-télisek, kde je
reprimovana jejich translace, coZ vede ke spusténi odpovédi (Li ef al., 2015; Merchante ef al.,

2015).



Diilezitou soucasti pro udrzeni strukturni integrity P-télisek, predev§im pii plsobeni
teplotniho stresu, jsou proteiny TSN1 a TSN2, které se se navic podili na regulaci procesu
odcepickovani (Gutierrez-Beltran et al., 2015). Pfi stresu zasolenim je zase pro formovani
P-télisek dilezity protein SPIRRIG, ktery ma jinak roli v dynamice membranovych struktur.
Mutace tohoto proteinu vede k menSimu poctu P-télisek po piisobeni zasolenim ve srovnani
s kontrolnimi rostlinami a jejich zvySené citlivosti vii¢i tomuto stresu. Protein SPIRRIG je
zodpovédny za stabilizaci ¢asti transkripti souvisejicich se zasolenim a za jejich sekvestraci

do P-télisek (Steffens et al., 2015).

DalSim komponentem P-télisek jsou DEAD-box RNA helikazy, konkrétné rodina
DHHI1/DDX6. U A. thaliana se jedna o proteiny RH6, RH8 a RH12 podobné roding
DHH1/DDX6. Véazou se na mRNA uvolnénou z polyzom, obsahuji IDR umoziujici tvorbu
biomolekularnich kondenzatli a napomahaji jak vytvareni P-télisek, tak stresovych granuli.
Maji  roli pravdépodobné v degradaci mRNA spojenych s plsobenim  stresu
béhem nestresovych podminek a v udrzeni rovnovahy mezi odpoveédi na stres a vyvojem

rostliny (Chantarachot et al., 2020).

2.2.2. Stresové granule

Stresové granule jsou biomolekularni kondenzaty formované vlivem plsobeni stresu.
Nachdazeji se zpravidla v cytoplazmé eukaryotickych organizma (Buchan and Parker, 2009).
Objeveny byly vsak také v chloroplastech u tasy Chlamydomonas reinhardtii po pisobeni
stresu vysokou intenzitou svétla a u 4. thaliana po plisobeni teplotniho stresu (Uniacke and
Zerges, 2008; Chodasiewicz et al., 2020). Vyznamna Cast proteini ucastnicich se sestaveni
a dynamiky stresovych granuli u rostlin, kvasinek a ¢loveéka je evoluéné konzervovanych

(Kosmacz et al., 2019).

Velikost a pocet granuli v cytoplazmé se liSi v zavislosti na typu stresu, délce plisobeni
a intenzité (Mahboubi, Kodiha and Stochaj, 2013; Hamada et al., 2018). Typ stresu ovliviiuje
také slozeni granuli (Mahboubi, Kodiha and Stochaj, 2013).

Stresové granule slouzi k uskladnéni a ochrané molekul mRNA, které nejsou béhem stresu
ureny k translaci, ale ani k degradaci. Po pulsobeni stresu mohou byt uvolnény

a translatovany (Sorenson and Bailey-Serres, 2014). Transkripty uskladnéné ve stresovych

.....
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al., 1999, 2002; Weber, Nover and Fauth, 2008). Spolecnymi komponenty P-télisek



a stresovych granuli jsou jiz zminéné TZF a TSN proteiny (Lin et al., 2011; Bogamuwa and

Jang, 2013, 2016; Maldonado-Bonilla et al., 2014; Gutierrez-Beltran et al., 2015).

Granule maji stabilni jadro tvofené proteiny, které spolu interaguji i v nestresovych
podminkach, a umoziuji rychlé vytvotfeni dynamického obalu mechanizmem LLPS pfi
pusobeni stresu, ¢imz vznikaji mikroskopicky viditelné stresové granule (Obrazek 2) (Jain et
al., 2016; Markmiller et al., 2018; Youn et al., 2018). Zakladem téchto granuli u rostlin jsou
RNA vazebné proteiny RBP47B a UBP1 (Weber, Nover and Fauth, 2008). Na slozeni
a dynamice granuli se podileji remodelujici komplexy, které umoziuji vyménu molekul mezi
jadrem a obalem. Pro tvorbu a udrzeni dynamiky granuli je zarovei nezbytné ATP (Jain et al.,
2016). Krom¢ jiz zminénych proteini a mRNA se v rostlinnych stresovych granulich nachazi
mimo dals§i RNA vazebné proteiny, proteiny spjaté se stresem, signalizaci a metabolizmem,
a také cyklin-dependentni kinaza A, ktera slouzi jako regulator bunééného cyklu (Kosmacz et

al., 2019).

Obrazek 2: Dynamika vzniku a rozvolnéni stresovych granuli v kofenech semenackt A. thaliana.

Cas 0 min zna¢i zaGatek pusobeni stresu — 39 °C, ktery je ukonéen v ¢ase 40 min, kdy je teplota

snizena na 23 °C (Gutierrez-Beltran et al., 2015). Méfitko: 2 um.
A
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Regulace tvorby granuli miZze probihat pomoci posttranslacnich modifikaci kli¢ovych

proteini  stresovych granuli (Arimoto-Matsuzaki, Saito and Takekawa, 2016),
mikrotubularniho cytoskeletu (Gutierrez-Beltran et al., 2015) a také plsobenim molekuly
2’,3’-cAMP, ktera vznika pii degradaci mRNA (Gutierrez-Beltran et al., 2015; Kosmacz et
al., 2018).

U rostlin byl vznik stresovych granuli v cytoplazmé pozorovan po teplotnim stresu, hypoxii
a dehydrataci (Weber, Nover and Fauth, 2008; Sorenson and Bailey-Serres, 2014;
Marondedze et al., 2020). Stresové granule mohou byt spojeny také se stresem zpiisobenym

hromadénim nespravné sbalenych proteinii v endoplazmatickém retikulu a naslednou



odpovédi na tento stres. Béhem této odpovédi dochazi ke zvysSeni exprese gent, které
pomahaji s kontrolou kvality proteinti, jejich sbalenim, importem a exportem. Zaroven

dochazi k sekvestraci nékterych transkripti do stresovych granuli (Kanodia et al., 2020).

2.2.3. Propojeni mezi stresovymi granulemi a P-télisky

Neékteré komponenty stresovych granuli a P-télisek jsou shodné. Formovani obou téchto
struktur je spjato se stresem. Navic se mohou nachazet v tésné blizkosti. Je tedy velmi
pravdépodobné, Ze mezi nimi existuje i funkéni propojeni (Kedersha et al., 2005; Weber,
Nover and Fauth, 2008; Souquere et al., 2009). Nicmén¢ nedochazi ke spojeni struktur a mezi
obéma typy kondenzati mohou panovat rozdily v reakci na konkrétni typ pusobiciho stresu

(Kedersha et al., 2005).

2.3. Proteiny ALBA

Proteiny ALBA byly poprvé izolovany z extrémné termofilniho Archaea rodu Sulfolobus,
konkrétné ze Sulfolobus acidocaidarius, jako bazické DNA vazebné proteiny o velikosti
10kDa, které se vyskytuji ve form& dimerii (Grote, Dijk and Reinhardt, 1986). Podle svého
puvodu ziskaly oznaceni ScalOb v ptipadé Sulfolobus acidocaidarius, Sso10b u Sulfolobus
solfataricus a Ssh10b u Sulfolobus shibatae. Homologické proteiny ¢i geny byly poté
nalezeny 1 u dalSich Archaea (Forterre, Confalonieri and Knapp, 1999). Nazev ALBA byl
zaveden aZ po objeveni jejich charakteristické vlastnosti u nékterych Archaea — snizeni afinity
k DNA po acetylaci lysinu 16 (Bell ef al., 2002). Nasledné byly proteiny ALBA nalezeny
1 u fady eukaryot a byl zaveden pojem proteinova superrodina AlbA. Proteiny ALBA byly
poté rozdéleny na rodinu Archaea a eukaryotickou rodinu, kterd se dale déli na dvé podrodiny

(Aravind, Iyer and Anantharaman, 2003).

2.3.1. Struktura proteini ALBA

Spole¢nym znakem superrodiny AIbA je doména Alba tvofend sekundarni strukturou dvou
a-helixi a ctyf B skladanych listh v uspofadani PBl-al-f2-a2-B3-p4. Doména Alba je
konzervovana napii¢ organizmy, ma pozitivni naboj a je tvofena piiblizné
96 aminokyselinami. Nejzachovalejsi cast tvofi charakteristické uspofadani nabitych
a polarnich aminokyselinovych zbytki asociovanych s B2 a a2. V useku mezi B3 a B4 naopak
panuje znacna variabilita. Rada eukaryotickych organizmi a nékteré z domény Archaea
postradaji lysin 16, ktery podléha acetylaci u rodu Sulfolobus (Aravind, Iyer and
Anantharaman, 2003).



Topologie struktury proteini ALBA je homologni se strukturou karboxylového konce
schopnosti vazby nukleovych kyselin, predev§im RNA. Rodina Archaea a eukaryoticka
rodina proteini ALBA se odliSuji v nékterych sekven¢nich motivech, 1 presto vSak struktura

domény Alba zlstava velmi podobna (Aravind, Iyer and Anantharaman, 2003).

Eukaryotické proteiny ALBA tvoii podjednotky sdilené RNazou P a RNazou MRP u ¢lovéka
(Rpp20/Rpp25) a kvasinky (Pop7/Pop6) (Chamberlain et al., 1998; Jarrous et al., 1998).
Podle téchto podjednotek byly pojmenovany eukaryotické podrodiny Rpp20/Pop7 a Rpp25,
dale jen Rpp20 a Rpp25 (Aravind, Iyer and Anantharaman, 2003). Zminéné podjednotky maji
u RNazy P funkci ve vazbé RNA (Guerrier-Takada et al., 2002). Rada ¢lenti rodiny Rpp25
ma na karboxylovém konci (C-konci) RNA vazebny motiv (Aravind, Iyer and Anantharaman,
2003). Jednd se o motiv RGG, ktery se vyskytuje u proteinli zapojenych naptiklad
v procesech transkripce, sestfihu pre-mRNA, signalizace poskozeni DNA, translace mRNA

a v regulaci apoptdzy (Thandapani et al., 2013).

2.3.2. Funkce proteinit ALBA u Archaea

U Archaea tvoii proteiny ALBA dimery a maji roli nejen v metabolizmu RNA, ale
i v uspofadani DNA, predevS§im u termofilnich a hypertermofilnich druhti z kmene
Crenarchaea, které nemaji histony (Xue ef al., 2000; Aravind, Iyer and Anantharaman, 2003;
Guo, Xue and Huang, 2003; Hada ef al., 2008; Kumarevel et al., 2008; Laurens et al., 2012;
Guo et al., 2014). U nékterych druhti Archaea ovsem proteiny ALBA viibec nebyly nalezeny,
nebo se vyskytuji jen ve velmi nizkych koncentracich (White and Bell, 2002; Liu et al.,
2009).

U Crenarchaea jsou proteiny ALBA schopné vazat dvouvlaknovou i jednovlaknovou DNA
a vytvafet Sroubovice a jiné pravidelné struktury v zavislosti na koncentraci proteint (Lurz,
Grote and Dijk, 1986) a na teploté prostiedi. Pfi teploté nad 45 °C typickych pro rlstové
podminky termofilnich Archaea mohou proteiny ALBA ménit topologii DNA a vytvaret
negativni nadobratky (Xue ef al., 2000). Zmény teploty ovliviiuji konformaci dimeru proteinti
ALBA, ktery se na DNA vaze (Cui et al., 2003). Vazba na DNA miize ovliviiovat ptistupnost
pro transkripci, a proto je tfeba tento proces regulovat, coZz probihda pomoci acetylace
a deacetylace lysinu v doméné¢ ALBA. Acetylace vazbu uvoliuje, deacetlyace ji podporuje,
dimery proteini ALBA se pot¢é na DNA navazuji postupné¢ a mohou vytvaret oligomery

(Zhao, Chai and Marmorstein, 2003; Jelinska et al., 2010).



U fady druhti jsou proteiny ALBA kodovany vice geny. Vytvarené dimery tak mohou byt
homodimery nebo heterodimery (Wardleworth et al, 2002; Jelinska et al, 2005).
Heterodimery jsou oproti homodimerim zastoupeny vyrazn¢ méng, mohou vSak mit
vyznamnou roli v reakci na ptisobeni vnéjSich podminek nebo zménu riistové faze. Mohou
ovlivilovat stabilitu a aktivitu homodimerG a piispivat k vétsi kompakci DNA nebo
k vytvéfeni pfemosténi mezi dvéma vladkny DNA, které mize déale vést ke vzniku smycek

a zmén¢ usporadani genomu (Jelinska et al., 2005; Laurens et al., 2012).

Vétsina vySe zminénych studii byla provadéna v in vitro podminkach, ptesna in vivo funkce
proteint ALBA zatim neni s jistotou potvrzena. Jejich funkce by se navic mezi jednotlivymi
druhy mohla lisit. Neni také vylouceno, ze by proteiny ALBA mohly u Archaea zastavat roli
jak v organizaci DNA, tak v metabolizmu RNA. V in vitro podminkach vytvéfeji proteiny
ALBA silnéjsi interakci s dvouvldknovou DNA nez s RNA nebo jednovldknovou DNA
(Jelinska et al., 2010). Nicmén¢ dle n¢kterych studii (Guo, Xue and Huang, 2003; Hada et al.,
2008; Guo et al., 2014) se proteiny ALBA in vivo netcastni organizace DNA, ale interakci
s RNA, coZz by bylo v souladu s jejich strukturni podobnosti s doménou IF3-C. Proteiny
ALBA jsou schopné vazat RNA a destabilizovat jeji sekundarni struktury. Vazou se na rRNA,
mRNA a pre-tRNA, jsou také soucasti RNazy P, ale nejsou esencidlni pro jeji katalytickou

aktivitu (Hada et al., 2008).

2.3.3. Funkce proteini ALBA u eukaryot
U eukaryot byla nejprve zkoumdana funkce proteint ALBA u c¢lovéka v ramci RNazy P
(Welting et al., 2007). Poté zacaly byt detailn¢ zkoumany u parazitickych prvoku, kde ovsem

nejsou soucasti RNazy P, ale maji roli v regulaci translace a ontogenetickém vyvoji, viz niZe.

U Trypanosoma brucei byly objeveny Ctyfti proteiny ALBA: TbALBA1 a TDALBA2 z rodiny
Rpp20 a ThbALBA3 a TbALBA4 zrodiny Rpp25 s motivem RGG. VSechny ctyfi proteiny
spolu mohou interagovat, pficemZ interakce mezi dvéma proteiny z rodiny Rpp20 je zavisla
na pritomnosti RNA (Mani et al., 2011). ThbBALBA3 ma vliv na rtst 7. brucei a na hladiny
proteini TbALBA1 a TbALBA2. VSechny proteiny jsou schopné interagovat s RNA
vazebnymi proteiny a s jednim z ribozomalnich protein. Po pusobeni nutriéniho stresu se
proteiny ALBA akumuluji ve stresovych granulich. TbALBA3 interaguje také s jednim
al., 2011). Proteiny TbALBA3 a TbALBA4, respektive jejich pfitomnost a absence béhem
urcitych vyvojovych stadii, jsou nezbytné ve vyvojovém cyklu 7. brucei (Subota et al., 2011).



S vyvojem a stresem jsou spojeny proteiny ALBA také u Leishmania infantum, u které byly
zkoumany dva proteiny ALBA — LiALBA1 zrodiny Rpp20 a LiALBA3 zrodiny Rpp25
s motivem RGG. LiALBA3 se specificky vaze na 3’UTR region mRNA amastinu a reguluje
jeho expresi v zavislosti na vyvojové fazi. Je mozné, ze zaroven reguluje i expresi dalSich
transkripti (Dupé, Dumas and Papadopoulou, 2014). LiIALBA1 a LiALBA3 spolu interaguji
a asociuji s proteiny obou ribozomdlnich podjednotek, PABP, DEAD-box helikdzou RNA
a dalSimi proteiny. Interakéni partneti se béhem vyvojovych stadii ¢astecné odlisuji. Méni se
také lokalizace proteini ALBA v téle parazita. Pii pfechodu do vyvojového stadia amastigota,
ktery je spojen s teplotnim stresem (z 25 °C na 37 °C), relokalizuji tranzientné¢ oba proteiny
ALBA z cytoplazmy do jadérka a bic¢iku. V disledku tohoto stresu dochazi také k represi
translace a akumulaci LiALBA3 na ribozomadlnich podjednotkdch (Dupé, Dumas and

Papadopoulou, 2015).

U Toxoplasma gondii byly t€Z popsany dva proteiny ALBA, jedna se o protein TgALBA2
z podrodiny Rpp20 a TgALBA1 s motivem RGG z podrodiny Rpp25. Tyto proteiny jsou
schopné vézat fadu riznych RNA, véetné svych vlastnich transkripti. [ u 7. gondii se méni
lokalizace proteini ALBA v zavislosti na vyvojovém stadiu parazita. Béhem extracelularniho
obdobi jeho existence se proteiny ALBA nachdzeji v perinuklearnich loziskach, kde
kolokalizuji s markery endoplazmatického retikula a RNA granuli. V intraceluldrnim stadiu
jsou volné v cytoplazmé. Proteiny ALBA také interaguji s dalSimi RNA vazebnymi proteiny,
je fizena proteinem TgALBAI skrze vazbu na 3’UTR region transkriptu. Oba proteiny se
navic podili na odolnosti extracelularniho parazita vici zasaditému stresu (Gissot et al.,

2013).

U rodu Plasmodium se funkce proteint ALBA mezi druhy liSi. U P. berghei byly nalezeny tf1
proteiny ALBA (PbALBAI1, PbALBA2 a PbALBA3), znichZz motiv RGG ma pouze
PbALBA3. Tyto proteiny jsou soucasti P granuli, kde je uskladnéna transla¢né neaktivni
mRNA, a které¢ jsou také biomolekuldrnimi kondenzaty (Mair et al., 2010; Emenecker,
Holehouse and Strader, 2020). P granule narozdil od P télisek neobsahuji degradaéni
specifickych mRNA, které jsou vyznamné v post-fertilizacnim vyvoji (Mair et al., 2010).
U P. falciparum byly popsany Ctyfi proteiny ALBA, dva zrodiny Rpp25 (PfALBAI1
a PfALBA2, oba smotivem RGG) a dva zrodiny Rpp20 (PfALBA3 a PfALBA4).

V zévislosti na vyvojové fazi se nachazeji v jadre, navazany na region telomeraz TARE, nebo
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v cytoplazmé (Chéne et al, 2012). V souvislosti s aktivni vazbou DNA byla potvrzena
interakce proteinu PfALBA3 s deacetylazou Sir2 (Goyal et al., 2012). Protein PfALBAI1
navic vaze RNA a ucastni se regulace translace (Bunnik and le Roch, 2015; Vembar et al.,

2015).

Z vyse zminénych studii vyplyva zapojeni proteini ALBA piedev§im v RNA metabolizmu,
vyvoji a reakci na stres. Jejich funkce se vSak mezi organizmy mohou lisit a ziejmé jsou

1 u eukaryot schopné vazat DNA.

2.3.4. Proteiny ALBA u rostlin

Vyzkum proteinlit ALBA u rostlin nicméné pokracuje pomaleji. Komplikaci je vétSi mnozstvi
gen ALBA oproti zivocichim vlivem genovych a genomovych duplikaci. Naptiklad
tetraploidni Gossypium hirsutum koduje 33 gent GhALBA (Magwanga et al., 2019). Vétsi
mnozstvi homolognich genti pak muze vést kjejich vzdjemné redundanci nebo

neofunkcionalizaci (Honkanen et al., 2016; Wang et al., 2019).

2.3.4.1. Exprese geni ALBA
Analyzou hladin transkriptd a aktivity promotori bylo zkoumano, v jakych pletivech
a organech jsou geny ALBA aktivni, a jak reaguji na pusobeni stresi. Transkripty ovSem

mohou byt degradovany nebo uskladnény, neodrazi tedy piimo hladinu proteinti.

V genomu Oryza sativa se nachazi devét geni OsALBA. Hladiny transkriptli téchto genil se
li$i v zavislosti na konkrétnim pletivu a méni se v reakci na ptisobeni stresti a fytohormonti.
Nejvice exprimované jsou obecné geny OsALBA4, OsALBA6 a OsALBAS. Tyto tfi geny jsou
oproti ostatnim také vice exprimovany v praporcovém listu, ktery je vyznamnym zdrojem
asimilat pro plnéni zrna a vyvoj semene, a v kvétenstvi. Kazdy z téchto genl je navic
v nékterém pletivu exprimovan vyrazné vice neZ v jinych. Exprese OsALBA4 je nejsilnéjsi
v kotenech, OsALBAG6 v listovych pochvach a OsALBAS ve stonku (Kumar Verma et al.,
2018). Exprese genit ALBA se také liSi v zavislosti na typu pusobiciho stresu nebo
fytohormonu a také na dob€ od plisobeni stresu. Naptiklad na teplotni stres reaguje nejvice
OsALBA3, OsALBA7 a OsALBA9 a jedna se pievazné o vyrazné zvySeni jejich exprese
(Kumar Verma et al., 2018).

V ptipad¢€ A. thaliana bylo popsano Sest genlt ALBA ve dvou podrodinach (Tabulka 1) (Yuan
et al., 2019). Jejich exprese se vzajemné castecné 1isi. Spoleénym znakem je vyssi aktivita ve
vegetativnich pletivech, vyjimkami jsou ALBA3 a ALBA6, jejichZz exprese je nejvyssi

v generativnich organech (Wang et al., 2019). ALBA4 je nejvice exprimovana v listovych
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ruzicich, ALBA3 v generativnich orgdnech a v trojbunécném pylu (Néprstkova et al., 2021).
U zbylych geni je exprese ve vegetativnich a generativnich organech podobnd (Wang et al.,
2019). Béhem vyvoje generativnich orgdni, konkrétné samciho gametofytu (od stadia
mikrospor ke zralému pylu), hladiny transkripth 4LBA klesaji, vyjimkou je ALBA3, kde
dochazi naopak ke zvySeni a snizeni nastdva az ve stadiu zralého pylu. Ve spermatickych
buitkach jsou hladiny transkripti oproti ostatnim pletivim zvySené u vsech gent ALBA,

kromé& ALBAI (Naprstkova et al., 2021).

Exprese ALBA je také ovlivnéna plisobenim stresu. Vlivem teplotniho stresu dochazi obecné
ke zvySovani exprese, kromé ALBA3, zélezi ovSem na aplikované teploté a dobé uplynulé od

pusobeni stresu (Naprstkova et al., 2021).

Analyza aktivity promotord geni ALBA v piipad¢ generativnich organi navic odhalila
specifickou expresi konkrétnich genli v riznych cCastech kvétenstvi. Napiiklad promotory
ALBA2, ALBA3 a ALBAG jsou aktivni pouze pii vyvoji pylu. V celém vyvijejicim se semeni je
aktivni pouze promotor ALBA5. VSechny promotory jsou ovSsem aktivni ve dvoubunééném

pylu pii barveni GUS (Naprstkova et al., 2021).

Tabulka 1: Piehled proteint ALBA u 4. thaliana.

Podrodina | Nazev proteinu | Pfislu§ny gen
ALBAI At1g29250

Rpp20 ALBA2 At2g34160
ALBA3 At3204620
ALBA4 Atlg76010

Rpp25 ALBAS At1g20220
ALBA6 At3g07030

2.3.4.2.  Lokalizace proteini ALBA

Na bunécéné trovni je pii tranzientni expresi v pokozkovych buinikach Allium cepa protein
OsALBA1 s C-terminaln¢ fizovanym GFP lokalizovan pfedevSim v jadife a v cytoplazmé
(Verma et al., 2014). V ptipad€ A. thalina nejsou vysledky zcela jednoznac¢né. Pii tranzientni
expresi byl protein ALBA1 lokalizovan v cytoplazmé v ptipad¢ fuze GFP na C-konec
1 aminovy konec (N-konec). U proteinu ALBA2 byla lokalizace pfi C-terminalni fizi stejna
jako u ALBAI1, pfi N-termindlni fizi byl ovSem protein nalezen v cytoplazmé i v jadie (Palm
et al., 2019). Lokalizace obou proteinii, ALBA1 a ALBA2, C-terminalné fuzovanych s GFP,
v cytoplazmé 1 v jadie byla pozorovédna také ve studii Yuan et al. (2019), kde byla tato

lokalizace jesté potvrzena metodou western blot. V jedné z proteomickych studii (Palm et al.,
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2016) byly ovSem proteiny ALBA1 a ALBA2 objeveny pouze v izolatech z jadérkové frakce,

nikoliv v cytoplazmatické nebo jaderné frakci.

V ptipad¢ stabiln¢ transformovanych rostlin 4. thaliana byly proteiny ALBA pozorovany
pouze v cytoplazmé a to predevsim v meristematickych bunikach kotene (Obrazek 3, A) a ve
zralém pylu (Obrazek 3, B) (Wang et al., 2019; Naprstkova et al., 2021). Ve zralém pylu bylo
pozorovano vsSech Sest proteinii ALBA, C-termindlné¢ fuzovanych s GFP, pod kontrolou
nativnich promotorti. Mezi proteiny byly pozorovany rozdily v sile signalu, nejsilnéjsi signal
byl zaznamenan u ALBA3-GFP a ALBA6-GFP. Vsechny proteiny ALBA byly lokalizovany
v obou bunécnych typech samciho gametofytu s obohacenim v okoli jadra vegetativni buiky

a jader spermatickych bun¢k ve formé¢ granularnich struktur (Naprstkova et al., 2021).

Obrazek 3: Cytoplazmaticka lokalizace ALBA1-GFP a ALBA2-GFP. A - Lokalizace
v meristematickych buiikach kofene stabilné transformovanych rostlin 4. thaliana (Wang et al., 2019).
Meéfitko: 20 um. DAPI znaci jadra. B — Lokalizace ve zralém pylu stabilné transformovanych rostlin
A. thaliana (Naprstkova et al., 2021). Méfitko: 10 um. DAPI znaci jadro vegetativni buiiky a jadra

bunek spermatickych.

A  ALBA1-GFP ALBA2-GFP DAPI Merge

GFP

Variabilita v pozorované lokalizaci mize mit fadu pti¢in. Faze s GFP by mohla komplikovat

ALBA1-GFP

DAPI

ALBA2-GFP

Merge

potencialni interakce proteini ALBA s dal§imi makromolekulami narusenim spravného
sbaleni proteinu nebo stérickymi zdbranami. Vzhledem k tomu, ze se proteiny ALBA
vyskytuji zpravidla v dimerech, je mozné, Ze spravné slozeni komplexti méa vliv na jejich
vyslednou lokalizaci. Fize na N-konec proteinu ALBA muze také interferovat s doménou
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Alba, kterd se pravé na N-konci vyskytuje (Kumar Verma et al., 2018; Naprstkova et al.,
2021). Lokalizace mtize byt odlisnd i v zavislosti na zkoumaném typu bunék/pletivu nebo

na pusobeni stresu (Verma et al., 2014). Dale je tfeba vzit v potaz pouziti riiznych metod.

2.3.4.3.  Funkce proteiniit ALBA u rostlin
U jedné znejstarSich suchozemskych rostlin - Marchantia polymorpha byl identifikovan

pouze jeden gen pro protein ALBA ajeho mutace vede k omezenému rustu rhizoida

(Honkanen et al., 2016).

U A. thaliana vede mutace alba4 a alba5 ke zkraceni kotenovych vlaskti (Honkanen et al.,
2016). Mutace albal a alba2 u A. thaliana zpisobuji zpozdéni ristu a casné kveteni,
ke kterému jinak dochézi naptiklad vlivem ptlisobeni stresu. Tito mutanti jsou zaroven oproti
kontroldm citlivéjsi viici stresu zasolenim a mutant albal je citlivy i k vySsi koncentraci cukra
v rustovém médiu (Palm er al,, 2019). Rist trojndsobného mutanta alba456 je taktéz
zpomalen, nasledovan opozdénim kveteni rostlin. Vyznamny podil na téchto zménach ma
pravdépodobné deficience ALBA4 (Wang ef al., 2019). Ke stejnému efektu dochézi
1 u trojndsobného mutanta albal23 (Kocové, 2020). Z analyzy transkriptomu mutanta
alba456 ovsem vyplyva zména exprese genl spojenych zejména s metabolizmem, ne pfimo

s vyvojovymi procesy (Wang et al., 2019).

Ke zkraceni kotenovych vlaskli doSlo i1 pfi tranzientnim knock-downu genlt GhALBA4
a GhALBAS u rostliny Gossypium hirsutum. Tento knock-down zpiisobil také vétsi citlivost
rostlin k suchu a zasoleni vlivem sniZeni schopnosti rostlin aktivovat geny odpovédi na stres
a snizeni aktivity zhaSeci reaktivnich forem kysliku (Magwanga et al., 2019). Na odolnosti
vici oxidativnimu stresu se podili i protein OsALBAI1 u O. sativa (Verma et al., 2014).
Na pusobeni stresu reaguji také proteiny ALBA v saméim gametofytu A. thaliana, kde
dochazi po teplotnim stresu k vyraznému zvétSovani jiz zminénych granuldrnich struktur

(Obrazek 4) (Naprstkova et al., 2021).
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Obrazek 4: ALBA4-GFP v pylu pied (nahote) a po (dole) ptisobeni teplotniho stresu 37 °C po dobu
3 h snimaného 1 h po ukonceni aplikace stresu (Naprstkova et al., 2021). Métitko: 10 um.

A _~ ALBA4-GFP

control

heat shock 1h

Piesné puisobeni proteinit ALBA na molekuldrni tirovni u A4. thaliana zatim neni objasnéno.
Dle Palm et al. (2019) se ALBA1 a ALBA2 podili na zpracovani rRNA, vzhledem ke zvySeni
mnozstvi urcitych meziproduktl zpracovani rRNA u mutanth albal a alba2. Podle studie
Yuan et al. (2019) funguji ALBA1 a ALBA2 jako ¢tenafi hybridnich smycek (R-loop)
v genomu, kde zabraiuji DNA zlomim. Tyto smycky slouzi k regulaci genové exprese,
ovlivituji chromatinovou strukturu a umoziuji opravy DNA. Jsou tvofeny hybridem
DNA-RNA a jednim z rozvolnénych DNA vlaken. ALBA1 a ALBA2 vytvaii heterodimer,
ve kterém ALBA1 véaze hybrid DNA-RNA a ALBA2 vaze jednovlaknovou DNA (Yuan et

al.,2019). Jedna se ovSsem o vysledky in vitro pozorovani.

Z dostupnych vysledkl vyplyva pravdépodobné zapojeni proteinit ALBA do rGznych procest
spjatych s ontogenetickym vyvojem a reakci na stres. Vzhledem ke zvySeni hladin transkript
genl spojenych s pfijmem nékterych minerdlnich zivin u mutanti alba456 a lokalizaci
proteini ALBA v kotfenech by se mohly podilet také na mineralni vyzivé rostlin nebo rostlin

nebo reakci na zménu dostupnosti Zivin (Wang et al., 2019).
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3. Material a metody

3.1. Proteinové interakce

Heterodimerické proteinové interakce mezi Sesti proteiny ALBA byly zkoumény pomoci
BiFC. Jedna se o metodu, pii které jsou potencionalné interagujici proteiny spojeny
s polovinami fluorescen¢niho proteinu, vtomto piipadé s polovinami eYFP: nYFP
(aminokyseliny 1-155), cYFP (aminokyseliny 156-239) podle Grefen and Blatt (2012), ktery
je pri interakci zkoumanych proteini komplementovan. Nésledn€¢ je mozné pozorovat

fluorescencni signal (Kerppola, 2008).

V této Casti prace navazuji na praci kolegyn Mgr. Heleny Kocové a Ljudmilly Timofejevy,
Ph.D, kter¢ metodou GoldenBraid 3.0 vytvofily vSechny potiebné konstrukty. U vsech
vytvotenych konstruktd byly kédujici sekvence proteini ALBA ziskané z cDNA pylu
sestaveny do transkripénich jednotek pod kontrolou silného promotoru proCsVMV
a terminatoru NOS (nosT) do destinacnich vektort Omega2. Vzhledem k ptitomnosti domény
Alba na N-konci proteini ALBA byly poloviny fluorescen¢niho proteinu piipojeny vzdy
na C-konec proteini ALBA. Mym ukolem byla pouze tranzientni transformace rostlin

a mikroskopie.

Kromé¢ standardnich proteini ALBA byly v pfipadé ALBA1 a ALBA2 vytvofeny mutované
varianty. Mutovany byly kodujici sekvence proteint ALBA1 a ALBA2 ve vektorech
Alpha 11 a 12. V obou piipadech byla mutace provedena tak, aby doSlo k substituci lysinu 30
za kyselinu glutamovou (K30E) pomoci komeréniho kitu QuikChange II XL Site-Directed
Mutagenesis Kit (Agilent, Kalifornie, USA) podle Yuan et al. (2019).

3.2. Kolokalizace

Genomové sekvence vybranych markert pro kolokalizace — RBP47B (RBP47Bc) a DCP5
(DCP5¢) bez STOP kodonti byly domestikovany metodou GoldenBraid 3.0 (kapitola 3.3.)
s promotory, geny pro fluorescenéni proteiny (uréenymi pro C-terminélni fizi s markerovymi
proteiny) a terminatory. Zarovein byly jako kontroly lokalizace a odpovédi na stres pfipraveny
konstrukty pro samotné fluorescen¢ni proteiny (Tabulka 2). Promotory — promotor genu
PABP3 (proPabp3) a promotor genu DCP5 (proDCP5) byly zvoleny pro jejich vhodnou silu
exprese Vv pylu A. thaliana. Jako terminator byl pouZit nosT. Fluorescen¢ni proteiny
mOrange2 a mCherry byly vybrany na zaklad¢ jejich kompatibility pro kolokalizaci s eGFP,
kterym byly oznaCeny proteiny ALBA, a stability za stresovych podminek, pfedevSim
za zvySenych teplot (v pfipadé¢ mOrange?2).

16



Tabulka 2: Transkrip¢ni jednotky markerovych proteini a kontrol.

Promotor Markerové proteiny Fluorescen¢ni protein | Termindator
proPabp3 RBP47Bc mOrange?2 nosT
proPabp3 - mOrange2 nosT
proDCP5 DCP5c mCherry nosT
proDCP5 - mCherry nosT

3.3. GoldenBraid 3.0 klonovani

GoldenBraid je tfistupiiovy systém klonovani zalozeny na systému Gateway (Sarrion-
Perdigones et al, 2011). V domestikatoru GoldenBraid (GB  Domesticator,

dostupny z: https://gbcloning.upv.es/tools/domestication/) byly navrzeny primery (Ptiloha 1)

pro namnozeni ¢asti pozadovanych kédujicich sekvenci proteinti (bez STOP kodonii pro
C-termindlni fizi) a promotort (oblast cca 1000 bp upstream od ATG) z genomové DNA
A. thaliana. Primery zéroven poslouzily k ptfidani adaptorové sekvence pro vlozZeni
do plazmidu pUPD2 a ptesaht 4bp pro vytvofeni lepivych koncl pro sprdvné pospojovani

sekvenci.

Specifita primert byla ovéfena amplifikaci poZzadovanych fragmentl z genomové DNA PCR
s DNA polymerazou Taq (Mercidza) (Pfiloha 2 a 4) a naslednym ovéfenim spravné délky
fragment gelovou elektroforézou (1% agardzovy gel s trisacetatovym pufrem, vizualizace
pomoci ethidium bromidu). Stejné primery byly poté pouzity pro PCR s polymerazou Phusion
(Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase), ktera ma opravnou aktivitu, a tudiZ mensi
chybovost (Pfiloha 3 a 4). Délky ziskanych sekvenci byly opét oveéfeny pomoci gelové

elektroforézy.

Casti kodujicich sekvenci a promotorii byly néasledn& slozeny v plazmidech pUPD2
(Obrazek 5), ¢imz byly vytvotfeny casti transkripénich jednotek — celé koddujici sekvence

markerovych proteinti a promotory.
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Obrazek 5: Priklad vektoru pUPD2 s vlozenou sekvenci pro promotor. CamR — gen pro bakterialni
rezistenci k chloramfenikolu; pMB1 — poc¢atek pro bakterialni replikaci; proPabp3 — vloZzena sekvence
promotoru; GGAG piesah, AATG piesah — 4bp lepivé konce pro urceni spravné pozice ve vektoru

Alpha

AATG piesah

pUPD2_proPabp3

3153 bp

GGAG presah

Kompletni transkripéni jednotky (promotor, koédujici sekvence markerovych proteind,
sekvence fluorescenéniho proteinu pro C-terminalni fizi a nosT) byly poté slozeny
v plazmidech pDGB1 Alpha (Alphal2 nebo Alphal3) (Obrazek 6) odvozenych od pGreenll.
V poslednim stupni byly transkripéni jednotky kombinovéany v plazmidech pDGB3 pLX-BO2
nebo pDGB3 Omega 2 (dale jen pLX a Omega2) odvozenych od pCambial302, do kterych se
vkladaji ¢asti z plazmidd pDGB1: Alphall, Alphal2, Alphal3, Alphal4 a Alpha2 ohranic¢ené
restrikénimi misty restriktazy Bsal (Obrazek 7). Vzhledem k problémiim pii pouziti ,high-
copy* nosi¢e Omega 2, byla vétsi ¢ast vektorli vytvotrena na zdkladé ,,low-copy* plazmidu
pLX. Z vektori Alphall a Alphal4 a bud’ z Alphal2, nebo Alphal3, byly pouzity pouze
vypliové sekvence tzv. stuffery. Pouzity vektor Alpha2 obsahoval transkripéni jednotky
pro rostlinnou rezistenci ke kanamycinu a pro selekéni marker FAST-R, diky kterému je

mozné selektovat semena na zakladé fluorescence RFP.

Skladani danych jednotek v ramci klonovaciho systému probihalo restrikéné-liga¢nimi
reakcemi (Pfiloha 5). Jednotky byly vkladdny do plazmidi vzdy misto genu lacZ, coz

umoznilo tzv. modrobilou selekci, viz nize.
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Obrazek 6: Priklad vektoru pDGB1: Alphal2 s vloZenou transkripéni jednotkou. proPabp3, RBP47Bc,
mOrange2, nosT — vlozené sekvence tvofici kompletni transkripéni jednotku; LB, RB — elementy
ohranicujici T-DNA; pSa ori, ori — pocatky pro bakterialni replikaci; KanR — gen pro bakteridlni
rezistenci ke kanamycinu; GGAG piesah, CGCT ptesah — 4bp lepivé konce pro spravné zarazeni

ve vektoru Omega2/pLX

GGAG pfesah

RB
CGCT pfesah

nosT

al12_proPabp3-RBP47Bc-mOrange2-nosT
7060 bp

Obrazek 7: Priklad vektoru pDGB3: pLX s vlozenymi transkripénimi jednotkami a stuffery. TU1 —
transkripcni jednotka z Alphal2 (Obrazek 6); TU2 + TU3 — transkripéni jednotky pro rostlinnou
rezistenci ke kanamycinu a selekci FAST-R; pBBR1 (oriV + Rep) - pocatek pro bakterialni replikaci;
SpmR — gen pro bakterialni rezistenci ke spektinomycinu; stuffer — vypliové sekvence; LB, RB -

elementy ohranicujici T-DNA

pBBR1 oriV LB

pBBR1 Rep

RB
Stuffer

a] pLX_proPabp3-RBP47Bc-mOrange2-nosT l

|
11977 bp | {
{

Stuffer
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3.4. Pomocné bakterialni systémy a jejich kultivace
V ramci diplomové prace byly vyuzivany chemicky kompetentni bakterie Escherichia coli
kmene TOP10a a elektrokompetentni bakterie Agrobacterium tumefaciens kmene GV3101,

oba kmeny ze spole¢nych zasob laboratoie.

Bakterie E. coli byly kultivovany na Petriho miskach (¢ 90 mm) s pevnym LB médiem
(Tabulka 3) pfi teploté 37 °C po dobu cca 1 dne. Pro ptipravu tekutych kultur byly bakterie
kultivovany 16 h na tfepacce pii 160 rpm a teploté 37 °C v 15ml zkumavkach v 5 ml tekutého
LB média (Tabulka 3).

Bakterie A. tumefaciens byly kultivovany na Petriho miskach (2 90 mm) s pevahym YEB
médiem (Tabulka 4) pfi teplot¢ 28 °C 2-3 dny. Tekuté kultury byly pfipraveny v 15ml
zkumavkach v 5 ml tekutého LB média nebo YEB média nebo v 500ml Erlenmayerovych
bankach s 250 ml tekutého YEB média (Tabulka 4). Kultivace probihala 16-24 h na tfepacce
pti 120 rpm a teploté 28 °C. Oba bakterialni kmeny byly po kultivaci kratkodobé uchovavany
na plotnach pii teplot€¢ 4 °C anebo dlouhodobé ve formé glycerolovych zasobnich roztoki

v -80 °C (kapitola 3.4.4.).

Tabulka 3: Slozeni pevného a tekutého LB média (1 1).

Trypton 10g
Chlorid sodny 5g
Kvasinkovy extrakt 5¢g
Agar (pro pevné médium) 10g
Destilovana voda dol1

Tabulka 4: Slozeni pevného a tekutého YEB média (1 1).

Kvasinkovy extrakt 5¢g
Pepton 5¢g
Sacharo6za 5¢g
Heptahydrat siranu hofe¢natého 05¢g
Agar (pro pevné médium) 12g
Destilovana voda doll

3.4.1. Chemicka transformace E. coli

K chemické transformaci bylo pouzito 30-50 pL zasobnich kompetentnich bakterii
skladovanych v -80 °C. Bakterie byly rozmrazeny na ledu a smichany s 1 pL plazmidu.
Nasledné byly ponechany 20 minut v ledu. Poté byly bakterie vystaveny teplotnimu Soku

ve vodni 1azni pfi 42 °C po dobu 30 sekund a znovu umistény na 2 minuty do ledu.
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K bakteriim bylo pfidano 250 pLL SOC média (Tabulka 5) a byly kultivovany 45 minut
na tiepacce pii 160 rpm a 37 °C. Po uplynuti dané doby bylo 80-100 pl bakterii rovhomérné

naneseno na plotny s pfislusnou selekci (Tabulka 6).

Tabulka 5: Slozeni SOC média.

Trypton 2%
Kvasinkovy extrakt 0,5 %
Glukoza 20 mM
Chlorid sodny 10 mM
Chlorid hotfecnaty 2,5 mM
Chlorid draselny 2,5 mM

Tabulka 6: Pfrehled bakterialnich selekeci.

Selekce Pouzitd koncentrace | Uréeno pro:

X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-

indolyl-B-D- 40 pg/ml E. coli

galactopyranoside)

IPTG (Isopropyl B-D-1- .
thiogagactgpylr)znfside) 120 pg/ml E. coli

Selekéni antibiotika

Rifampicin 50 pg/ml A. tumefaceins

Gentamycin 50 pg/ml A. tumefaciens
Spektinomycin 100 pg/ml g’n(igé;g/‘gigmef aciens s plazmidy
Chloramfenikol 34 pg/ml E. coli s plazmidem pUPD2
Kanamycin 50 pg/ml E. coli s plazmidy Alpha

Transformované bakterie byly kromé selekce antibiotiky identifikovany také za pomoci tzv.
modro-bilé selekce, pii které se v ptipad€ neuspéSné transformace pomoci IPTG (Isopropyl pB-
D-1-thiogalactopyranoside) aktivuje gen lacZ kodujici enzym beta-galaktosidazu, kterd Stépi
substrat X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside), ¢imZz vznikd modry
nerozpustny produkt. Pfi uspé$né transformaci je lacZ gen nahrazen vkladanou sekvenci
a bakterialni kolonie zlistanou bilé. Po kultivaci na plotné bylo vybrano 5 az 10 bilych kolonii,
které byly preCarkovany na novou plotnu a kultivovany ptes noc. Pre¢arkované kolonie byly
poté na pfitomnost vektoru testovany pomoci tzv. colony PCR (Pfiloha 6), pfi které byla PCR
amplifikovana ¢ast plazmidového vektoru z bakteridlni kolonie. Maly vzorek bakterialni
kolonie byl lehce setien sterilni pipetovaci Spickou a smichdm s PCR smési. Délka produktu

PCR byla ovétena gelovou elektroforézou.
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3.4.2. Izolace vektorii a ovéfeni spravnosti sekvence

Z vybrané bakterialni kolonie byla napéstovéana tekutd Sml kultura s prislusnym antibiotikem,
ze které byl izolovan vektor komerénim kitem - GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Fisher Scientific) podle protokolu od vyrobce. Koncentrace a Cistota ziskaného plazmidu byla
zmetena spektrofotometrem NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific). Spravnost sekvence
vektoru byla déle ovéfena restrikéni analyzou a sekvenaci Lightrun (GATCbiotech AG,
Cologne, Némecko). Ziskana sekvenacni data byla porovndna s in silico sekvenci vektoru
vonline programu Benchling (Benchling [Biology Software]. (2021). Dostupné
z: https://benchling.com).

3.4.3. Transformace A. tumefaciens elektroporaci

K 50 pl elektrokompetentnich bakterii 4. tumefaciens skladovanych v -80 °C a rozmrazenych
na ledu bylo pfiddno 300 ng vektoru. Pipetou byly bakterie pfeneseny do vychlazené
elektroporaéni kyvety, ta byla vlozena do elektroporatoru Eppendorf Eporator® (Eppendorf,
Hamburg, Némecko). Elektroporace probéhla pii 2 kV v ¢asovém intervalu mezi 5,4 a 5,7 ms.
Do kyvety byl pfidan 1 ml tekut¢tho YEB média, obsah kyvety byl pipetovanim opatrné
promichén a ptelit do 1,5ml mikrozkumavky. Bakterie byly poté 2 h inkubovany na tfepacce
pfi 120 rpm a 28 °C. Po inkubaci bylo 80 pl bakterii rovhomérné naneseno na plotnu

s ptislusnou selekci (Tabulka 6) a kultivovano.

Po kultivaci bylo 5-10 kolonii bakterii pfeCarkovano na novou plotnu, na které byly
kultivovany do druhého dne, kdy byla provedena colony PCR (stejnym zplisobem jako

u E. coli, Ptiloha 6) pro ovéteni pritomnosti plazmidu.

3.4.4. Kryoprezervace bakterii

Pro dlouhodobé uchovani byly z bakterii obsahujicich kyZzeny plazmid vytvofeny zasobni
glycerolové roztoky. Z bakterii byly napéstovany Sml tekuté kultury, z které bylo 700 pl
smichano s 250 pl 80% glycerolu ve 2ml kryozkumavkach a okamzit€ zmrazeno v tekutém

dusiku a poté uskladnéno v -80 °C.

3.5. Rostlinny material

Pro transformace byly pouZity rostliny A. thaliana ekotypu Columbia-0, rostliny A. thaliana
nesouci konstrukt proALBA3-ALBA3c-GFP-nosT (3. generace rostlin po transformaci, podle
Naprstkova et al. (2021)) a rostliny Nicotiana benthamiana. VSsechny rostliny A. thaliana byly
kultivovany 10-14 dni od vyseti vin vitro podminkach, poté byly pfeneseny ex vitro

a pstovany ve fytotronové péstebni komote v raselinovych tabletach Jiffy 7 po jedné rostliné,
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piipadn¢ v plastovych kvétinac¢ich po 5 rostlinach. In vitro 1 ex vitro kultivace probihala
za standardnich podminek pfi 21 °C a fotoperiod¢ 16 h den 8 h tma. Rostliny N. benthamiana
byly péstovany ve skleniku.

3.5.1. Invitro vysev rostlin A. thaliana

Semena byla sterilizovana v 1 ml 70% alkoholu po dobu 1 minuty a pot¢ 7 minut v 1 ml
roztoku 10% SAVA s pridavkem 0,1% detergentu Nonidet. Ve flowboxu byla semena 4-5x
promyta destilovanou vodou a vyseta na plotny s 2 Murashige-Skoog médiem (MS médium)
upraven¢ho podle Murashige and Skoog (1962) (Tabulka 7). Selekce transformovanych
rostlin probihala pomoci selek¢nich antibiotik (Tabulka 8) pfidanych do média nebo,
v pfipad¢ jednoduchych transformanti v 1. generaci, vybérem semen s markerem FAST-R

pomoci fluorescen¢niho stereomikroskopu Leica M205FA.

Tabulka 7: Slozeni /2 MS média (1 I). pH média = 5,7

MS soli (SigmaAldrich) I,1g
Sacharéza 5¢g
Agar 4¢g
MES (2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid) | 250 mg
Myo-inositol 50 mg
Destilované voda doll
vitaminy (pfidany po vykldvovani média)

Pyridoxin hydrochlorid I mg
Niacin 0,25 mg
Thiamin hydrochlorid 0,05 mg

Tabulka 8: Antibiotika pouzivana pro rostlinnou selekci a pouzité selekéni koncentrace.

Kanamycin 50 pg/ml

Hygromycin 20 pg/ml

3.5.2. Transformace A. thaliana metodou floral dip

Do rostlin ekotypu Columbia-0 byly vneseny konstrukty pro markerové a fluorescenéni
proteiny za vzniku jednoduchych transformant. Do prvni generace téchto rostlin byly poté
vneseny konstrukty s transkripénimi jednotkami Alba — proALBA-ALBAc-GFP-nosT
(v pripadé proteini ALBAIL, 2, 4 a 5) a rostlinnou selekci (rezistence k hygromycinu
a pritomnosti kazety FAST-R pro selekci semen) podle Naprstkova et al. (2021) za vzniku
dvojitych transformantd. V piipadé ALBA3 byly transformovany rostliny ALBA3-GFP
s rezistenci na hygromycin a ptitomnosti FAST-R (3. generace) konstrukty pro markerové

znacené proteiny DCP5-mCherry a RBP47B-mOrange2 a rezistenci na kanamycin a s FAST-
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R (dvojité transformanty). V piipadé ALBA6 byly rostliny Columbia-0 transformovany
konstrukty nesoucimi transkripni jednotky pro ALBA6-GFP (proALBA6-ALBA6¢-GFP-
nosT, cDNA ALBAG6 zralého pylu podle Naprstkova et al. (2021)) a RBP47B-mOrange2
nebo DCP5-mCherry (jednoduché transformanty). Ptehled pouzitych rostlin a konstruktl —
viz Tabulka 9.

Tabulka 9: Rostliny a konstrukty pouzité pro transformace. Pro zjednoduseni jsou uvadény jen

oznaceni kodujicich sekvenci.

rostliny konstrukty pro 1. | jednoduché rostlinné | konstrukty pro 2. dvojité rostlinné transformanty
transformaci transformanty transformaci
ALBAI1-GFP RBP47B-mOrange2, ALBA1-GFP
ALBA2-GFP RBP47B-mOrange2, ALBA2-GFP
RBP47B-mOrange2 | RBP47B-mOrange?2
ALBA4-GFP RBP47B-mOrange2, ALBA4-GFP
ALBAS5-GFP RBP47B-mOrange2, ALBAS5-GFP
ALBAI1-GFP DCP5-mCherry, ALBA1-GFP
Col-0 ALBA2-GFP DCP5-mCherry, ALBA2-GFP
DCP5-mCherry DCP5-mCherry
ALBA4-GFP DCP5-mCherry, ALBA4-GFP
ALBAS-GFP DCP5-mCherry, ALBAS-GFP
ALBAG6-GFP, ALBAG6-GFP,
RBP47B-mOrange2 | RBP47B-mOrange2
ALBA6-GFP, ALBAG6-GFP,
DCP5-mOrange?2 DCP5-mOrange2
mCherry mCherry
mOrange?2 mOrange2
RBP47B- ALBA3-GFP, RBP47B-mOrange2
mOrange?2
ALBA3-
GFP DCP5-mCherry ALBA3-GFP, DCP5-mCherry
mOrange?2 ALBA3-GFP, mOrange2

Transformace byla provedena metodou floral dip podle upraveného protokolu Clough and
Bent (1998). Prvni kvétenstvi rostlin bylo odstranéno pro ziskani vétsiho mnoZstvi kvétnich

vyhont. Z kvetoucich rostlin byly pted transformaci odstranény SeSule a oteviené kvéty.

Pro transformaci byly pfipraveny 250ml kultury A. tumefaciens (v tekutém YEB médiu
s piislusnymi antibiotiky) nesouci dané konstrukty. Kultury byly centrifugovany 20 min pfi
5 500% g. Supernatant byl odstranén a bakterie byly resuspendovany pomoci Sml pipety v 250
ml infiltratniho média pro 4. thaliana (Tabulka 10).
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Tabulka 10: Slozeni infiltracniho média pro A. thaliana (1 1).

MS soli (SigmaAldrich) 2,17 g
Gamborg B5 vitamin mixture (Duchefa Biochemie) |1 ml
MES (2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid) 0,5¢g
Sachardza S0g
6-BAP (6-Benzylaminopurine) 0,01 mg
Destilovand voda doll
smécedlo SILWET (pfidano az tésn¢ pred infiltraci) | 300 uL

Kvétenstvi rostlin byla ponofena do infiltra¢niho média s bakteriemi po dobu 45 s. Rostliny
byly poté piekryty cernym plastovym pytlem a umistény do péstebni komory. Pytel byl

sundan po 24 h a rostliny dopéstovany za standardnich podminek.

3.5.3. Tranzientni transformace N. benthamiana

Pro tranzientni transformaci N. benthamiana byly napéstovany v tekutém LB médiu
s ptislusnou selekci Sml kultury A. tumefaciens s danymi konstrukty. Bakterie byly
centrifugovany 5 min pii 1 500 g. Supernatant byl odstranén a bakterialni pelet byl 2x omyt
1 ml infiltratniho média pro N. benthamiana (Tabulka 11). Po 2. omyti byly bakterie opét
centrifugovany stejnym zplsobem a supernatant byl odstranén. V dal$im kroku byly bakterie
pipetou resuspendovany v 1 ml infiltraéniho média pro N. benthamiana. Nésledn¢é byla
zméfena optickd denzita (ODgoo) bakterii pomoci spektrofotometru BioMate™ 3S
(ThermoFisher Scientific). Bakterie byly infiltratnim médiem pro N. benthamiana natedény
na hodnotu ODgoo = 0,15. Poté byl cca 1 ml bakterii vnesen do spodni strany listd 4—6 tydni

starych rostlin N. benthamiana pomoci injekéni stiikacky bez jehly.

Tabulka 11: SloZeni infiltraéniho média pro N. benthamiana.

MES (2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid) |10 mM

Chlorid hotecnaty 10 mM

Acetosyringon 200 uM

Destilovana voda

3.6. Mikroskopie

3.6.1. Proteinové interakce

Pro hodnoceni proteinovych interakci metodu BiFC byly mikroskopovany spodni strany listl
N. benthamiana 3 dny po tranzientni transformaci danymi vektory. Z listi byl pfipraven
vzorek o priméru cca 0,5 cm, ten byl ndsledné umistén do kapky vody na podloZnim sklicku
a prekryt krycim sklickem. Preparaty byly poté pozorovany konfokalnim mikroskopem Zeiss
LSM 880 s detektorem Airyscan (Zeiss, Némecko). Pro kazdy konstrukt byla provedena dvé
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opakovani a pii kazdém byly z jednoho vzorku nasnimany minimalné tii snimky, dva z nich
vzdy ve vice rovinach Z. Sniméni bylo provedeno v konfokdlnim moédu mikroskopu.
Fluorescenc¢ni proteiny byly excitovany pii 488 nm (YFP) a 561 nm (mCherry). Pro snimani
byl pouzit objektiv C-Apochromat 40x/1.2 W Korr FCS M27, emisni filtry FS38/GFP BP (Ex
470/40 Em BP 525/50) pro YFP a FS63 HE/mRFP (Ex BP 572/25 Em BP 629/62) pro
mCherry.

3.6.2. Kolokalizace

Kolokalizace byly sledovany v pylu kvetoucich rostlin A. thaliana (stari 4-6 tydna). Kvéty
byly zrostlin odebrany pomoci pinzety a pyl byl uvolnén do kapky roztoku s DAPI (4',6-
diamidin-2-fenylindol) na podloznim sklicku a piekryt krycim sklickem. Poté byl preparat
inkubovén cca 10 minut a nasledné pozorovan pod mikroskopem. Fluorescence byla nejprve
ovéfena fluorescenénim mikroskopem Zeiss Axiolmager ApoTome2 (Zeiss, Némecko). Pyl
vybranych rostlin s potvrzenym signdlem byl poté nasnimén na konfokalnim mikroskopu
Zeiss LSM 880 s Airyscan detektorem (Zeiss, Némecko). U variant, kde byl velmi slaby
signal GFP, byl proveden tzv. lambda scan, pfi kterém jsou zvlast' snimény signaly v riznych
definovanych emisnich vlnovych délkach. Diky tomu je moZzné odliSit GFP signal od ptipadné
autofluorescence. Pro kazdou variantu byla provedena tii opakovani, pii kazdém opakovani
byl pouzit smésny vzorek z pylu tii rostlin a vytvofeny minimalné tfi snimky. Fluorescen¢ni
proteiny byly excitovany pii 488 nm (GFP), 561 nm (mOrange2 a mCherry) a 405 nm
(DAPI). Pro snimani byl pouZit objektiv Plan-Apochromat 100x Oil (NA= 1.46), emisni filtry
BP 495-550 + LP 570 Airyscan pro GFP, BP 555-620 + LP 645 Airyscan pro mOrange2
a mCherry a BP 420-445 + BP 465-505 Airyscan pro DAPI. Ziskanéd fotodokumentace byla
zpracovana (Airyscan processing) podle automatického nastaveni pro dal§i analyzu

v softwaru Zen Black.

3.6.2.1.  Aplikace stresu

Stres byl aplikovan pouze u variant s markerem stresovych granuli. Pro pisobeni stresu byly
z rostlin odebrany oteviené kvéty a umistény do 0,5ml plastovych mikrozkumavek, které byly
uzavieny a umistény do inkubatoru po dobu 3 h pfi teploté 37 °C. Kvéty byly 1 h od konce
pusobeni stresu ze zkumavky vyjmuty a byl pfipraven preparat a provedena mikroskopie
stejnym zplisobem jako u nestresovanych variant. Aplikace stresu byla pro kazdou variantu
provedena minimalné ve dvou opakovanich, opét byly pouzity smésné vzorky a vytvoteny tii

snimky.
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3.7. Zpracovani obrazové dokumentace

3.7.1. Proteinové interakce

Pro kazdou variantu byl vybran jeden reprezentativni snimek. V programu ZEN 2.5 (Blue
edition) byl upraven jas a piidano méftitko. Pomoci funkce Profile byl pro kazdy vybrany
snimek a rovinu Z vytvoren profil fluorescencnich intenzit ve vybrané oblasti. Tato funkce
poskytuje data absolutnich fluorescenc¢nich intenzit v dané oblasti. Z téchto dat byl pro kazdy

z vybranych snimkt vytvoren graf pro lepsi vizualizaci fluorescencnich signald.

U kazdé z negativnich kontrol byly tfi snimky pouzity ke stanoveni prahové hodnoty pozitivni
interakce. Pro kazdy ze tfi snimkl byly ve tfech rGznych oblastech vytvofeny profily
fluorescen¢nich intenzit. Ze ziskanych dat byla pro kazdou oblast stanovena primérna
hodnota signdlu mCherry a signalu YFP, z téchto hodnot byl ur¢en procentualni piekryv
signalti v dané oblasti. Primérnd hodnota procentualniho piekryvu vybranych devét oblasti

byla poté stanovena jako prahova hodnota.

Stejnym zpGsobem byla vyhodnocena primérna hodnota procentualniho piekryvu

u kombinaci s nizkou/nejednoznacnou intenzitou signalu YFP oproti mCherry.

3.7.2. Kolokalizace
Kazdy pouzity obrazek byl sloZen zvice rovin pomoci programu ZEN 2.3 SP1 FPI

a nasledné byl upraven jas a ptidano métitko v programu ZEN 2.5 (Blue edition).

Pro vSechny ziskané kombinace proteinit ALBA s markerovymi proteiny bylo pomoci funkce
Co-localization v programu ZEN 2.5 (Blue edition) odliSeno pozadi od pylového zrna
a stanoven Pearsonilv korela¢ni koeficient ,,R*“. Pro méfeni bylo pouZito vZdy minimalné osm
snimkl a z kazdého cca osm riznych rovin Z. Ziskané hodnoty byly zprimérovany a byla

urc¢ena smerodatna odchylka.
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4. Vysledky

4.1. Proteinové interakce

4.1.1. Pouzité konstrukty

Pro stanoveni proteinovych interakci metodou BiFC byly pouzity konstrukty obsahujici vzdy
sekvence genii dvou raznych proteini ALBA, kazdy C-terminalné fuzovany s jednou
polovinou YFP, a sekvenci volného fluorescencniho proteinu mCherry pro zjisténi tispéSnosti
transformace. Pro kazdy protein méla byt testovdna varianta s n-polovinou YFP (nYFP)
i s c-polovinou YFP (cYFP). Celkem tedy 30 variant. V dasledku problémi pti klonovani se
Sest variant nepodafilo pfipravit. Pro kazdou dvojici proteini vSak byla ptipravena alespon

jedna varianta.

Jako pozitivni kontrola byla pouzita kombinace ALBAI+ALBA2, u kterych byla potvrzena
tvorba heterodimeru (Yuan et al., 2019). Jako negativni kontrola byla zvolena kombinace
bZIP52+ALBAI. Transkripéni faktor bZIP52 je za standardnich podminek lokalizovan
v cytoplazmé a proteiny ALBA nepatii mezi jeho interakéni partnery (Wiese et al., 2021).
Tato kombinace je jiz pfipravena v destinacnich vektorech, nepodafilo se ji ovSem vcas vnést
do rostlin N. benthamiana. Misto této kontroly byla pouzita kombinace ALBA1-nYFP/-cYFP
+nYFP nebo cYFP.

Dale byla pfipravena kombinace mutovanych proteini ALBA1(K30E) + ALBA2(K30E).
Tato mutace naruSuje vazbu proteint ALBA1 a ALBA2 s nukleovou kyselinou (Yuan et al.,
2019). Vzhledem k zavislosti interakce nékterych proteinit ALBA na vazb¢ nukleové kyseliny

(Mani et al., 2011), bylo ocekdvano mozné naruSeni tvorby heterodimeru.

Ptehled vSech testovanych kombinaci proteinti na tvorbu dimerti — viz Tabulka 12.
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Tabulka 12: Pfehled testovanych kombinaci proteintit ALBA na tvorbu dimerti metodou BiFC.

negativni kontroly

ALBAI1-nYFP |+ cYFP
nYFP +| ALBA1-cYFP
podrodina Rpp20 podrodina Rpp25

ALBA1-nYFP |+| ALBA2-cYFP ALBA4-nYFP |+| ALBAS5S-cYFP
ALBA1-nYFP |+| ALBA3-cYFP ALBA4-nYFP |+| ALBAG6-cYFP
ALBA2-nYFP |+ | ALBA3-cYFP ALBAS5S-nYFP |+| ALBA4-cYFP
ALBA3-nYFP |+| ALBA1-cYFP ALBA5-nYFP |+| ALBA6-cYFP
ALBA3-nYFP |+| ALBA2-cYFP ALBA6-nYFP |+| ALBA5-cYFP

interakce mezi podrodinami

Rpp20-nYFP + Rpp25-cYFP Rpp25-nYFP + Rpp20-cYFP
ALBAI-nYFP |+| ALBAS5-cYFP ALBA4-nYFP |+| ALBAIl-cYFP
ALBA1-nYFP |+| ALBA6-cYFP ALBA4-nYFP |+| ALBA2-cYFP
ALBA2-nYFP |+| ALBA4-cYFP ALBA4-nYFP |+| ALBA3-cYFP
ALBA3-nYFP |+| ALBAS5-cYFP ALBAS5-nYFP |+| ALBAI1-cYFP
ALBA3-nYFP |+| ALBA6-cYFP ALBAS5-nYFP |+| ALBA2-cYFP

ALBA5-nYFP |+| ALBA3-cYFP
ALBA6-nYFP |+| ALBAI1-cYFP
ALBA6-nYFP |+| ALBA2-cYFP
ALBA6-nYFP |+| ALBA3-cYFP

mutovana varianta
ALBAI1(K30E)-nYFP |+ | ALBA2(K30E)-cYFP

4.1.2. Transformace rostlin a fluorescen¢ni mikroskopie

Vzhledem k ireverzibilni komplementaci fluorescenéniho proteinu YFP se miliZe intenzita
signalu meénit v zavislosti na Case od infiltrace a na mnozstvi vnesenych bakterii. Pro
stanoveni optimalniho ¢asu a ODeoo bakterii byla pouZita pozitivni kontrola ALBA1 +
ALBAZ2, kterd byla nafedéna na hodnoty ODsoo bakterii v rozmezi 0,05 az 0,5, infiltrovdna do
listh N. benthamiana a pozorovana po 24h, 48h, 72h a 96h. Krom¢ téchto vzorka byly
koinfiltraci listl pfipraveny buiiky exprimujici navic supresor umlcovani p19, ktery nakonec
vzhledem k dostatecné sile signalu a GispéSnosti transformace nebyl vyuzit. Jako nejvhodné;jsi
se pro provedeni experimentu ukazaly byt hodnoty ODgwo = 0,15 a cas cca 72h

po transformaci bez ptfitomnosti p19.

Ve vsech ptipadech byl pozorovan dostateény signal fluorescencniho proteinu mCherry, ktery

slouzi jako kontrola transformace, volné v cytoplazmé a v jadie. Signal YFP byl v ptipadé
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pozitivni kontroly pozorovan v cytoplazmé, ale také v blize nespecifikovanych shlucich/
granulich, které se s postupem c¢asu od infiltrace a se zvysujici se optickou denzitou pouzité
bakteridlni kultury zvétSovaly. Stejné granule byly pozorovany témét u vSech zkoumanych
variant. V cytoplazmé a cytoplazmatickych provazcich byly také pozorovany mensi granule.
V ptipad¢é neinteragujicich dvojic proteini ALBA byly tyto granule pozorovéany také, ale
mensi a v men$im poctu. Akumulace proteinli v téchto granulich je problematickd, jelikoz
pfiblizeni proteini muze vést k nespecifické interakci polovin fluorescencnich proteinti
a falesné pozitivnimu vysledku. Kviili k tomuto problému byly hodnoceny signaly pouze

v oblastech, kde se granule nenachézely.

Interakce byly hodnoceny v ramci kazdé z podrodin a mezi podrodinami. V ramci podrodiny
Rpp20 byla pozorovédna pozitivni interakce proteinu ALBAT1 s obéma zbyvajicimi proteiny
ALBA2 a ALBA3 (Obrazek 8, A). Tyto dva proteiny spolu podle ziskanych vysledki
neinteraguji (Obrazek 8, A). V ramci podrodiny Rpp25 nebyla pozorovéana zadna pozitivni
interakce (Obrazek 8, B). Mezi obéma podrodinami spolu interaguji vSechny proteiny
s vyjimkou proteinu ALBA6, u kterého nebyla pozorovdna zddnd pozitivni interakce
(Obrazek 8, C-E). U nékterych kombinaci byl pozorovan slabsi signal YFP, proto byla jejich
interakce blize porovnana se signdlem pozorovanym u negativnich kontrol. U kombinace
proteini ALBA1 a ALBAS je vysledek nejasny. Vysledny piehled pravdépodobnych
interak¢nich partnerd — Schéma 1. V Zadném z ptipadl pozitivni interakce nebyl pozorovan
signal v oblasti jadra. Velmi silnd pozitivni interakce byla pozorovana mezi mutovanymi
proteiny ALBA1(K30E) + ALBA2(K30E), u této kombinace navic nebyly pozorovany zadné
granule (Obrazek 8, F).

Schéma 1: Pravdépodobni interakéni partnefi stanoveni na zakladé pozorovanych interakci metodou
BiFC. Plnou ¢arou jsou zndzornény spojeni pravdépodobni interakéni partnefi. PferuSovanou carou je
znazornéna nejasnd interakce mezi proteiny ALBA1 a ALBAS. Pro zjednoduseni je oznaceni ALBA

zkraceno na A.
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V nékterych ptipadech byly pozorovany odlisné vysledky mezi cYFP a nYFP variantami
v ramci jedné kombinace zkoumanych proteinti. Jednalo se pfedev§im o nékteré kombinace
s proteinem ALBA3. U variant kombinaci obsahujici ALBA3-nYFP nebyla pozorovana
komplementace signdlu YFP ani tvorba granuli. U vSech ostatnich ¢lenti obou rodin se
1 vpfipadé, ze spolu neinteragovaly, vytvarely granule. Vzhledem k této skutecnosti je
pravdépodobné, ze varianta ALBA3-nYFP neni schopna s cYFP (nehledé¢ na piipojeny
protein ALBA) komplementovat fluorescencni protein. V téchto piipadech byly
do vysledného hodnoceni zahrnuty pouze varianty s ALBA3-cYFP. DalSi neodpovidajici si
kombinaci jsou proteiny ALBA1 a ALBAS. U varianty ALBAS-nYFP + ALBA1-cYFP je
silnd pozitivni interakce, ov§em u varianty ALBA1-nYFP + ALBAS5-cYFP nebyl detekovan

témét zadny signal YFP (Obrazek 8, D). Piehled vSech stanovenych interakci proteini ALBA
— viz Tabulka 13.

Tabulka 13: Vysledny ptfehled stanovenych interakci proteini ALBA metodou BiFC a chybg¢jicich

variant.

CYFP— | AT BAI-| ALBA2- | ALBA3- | ALBA4- | ALBAS- | ALBAG-
nYFp| | CYFP | CYFP | cYFP | cYFP | cYFP | cYFP

ALBAL1-
nYFP

ALBA2-
nYFP

ALBA3-
nYFP

varianty s ALBA3-nYFP

ALBA4-
nYFP

ALBAS-
nYFP

ALBAG6-
nYFP
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Obrazek 8: Interakce proteint ALBA zkoumana metodou BiFC pii tranzientni expresi proteint
v pokozkovych buiikach listd N. benthamiana. V 1. sloupci obrazka je signal komplementovaného
YFP. Ve 2. sloupci je signal volného mCherry ovétujici uspésnost transformace pokozkovych bunek
N. benthamiana. Ve 3. sloupci je piekryv obrazkl obou kanalti — YFP a mCherry. Pro zjednoduseni je
oznaceni ALBA zkraceno na A. Prvni ve dvojici proteinti je uvddén vzdy protein fizovany s nYFP,
na druhém misté€ je protein fizovany s cYFP. M¢fitko: 50 pm. Obdélnik s Sipkou u obrazki prekryvu
zna¢i oblast dat pouzitych pro vytvoreni profilu fluorescencnich intenzit. A — interakce proteind
v ramci podrodiny Rpp20, B — interakce proteind v rdmci podrodiny Rpp25, C — interakce proteind
ALBAA4 s proteiny podrodiny Rpp20, D — interakce proteinu ALBAS s proteiny podrodiny Rpp20, E —
interakce proteinu ALBAG s proteiny podrodiny Rpp20, F — mutované proteiny ALBA1(K30E) +
ALBA?2 (K30E)
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Vzhledem k tomu, Ze u nékterych kombinaci byl pozorovan velmi slaby signal YFP, byla
na zéklad¢ negativnich kontrol stanovena prahova hodnota pozitivni interakce. Jednad se
o hodnotu, ktera by m¢la ¢aste¢né odrdzet moznou komplementaci YFP vzniklou nezéavisle
na interakci zkoumanych proteint. Tato hodnota byla stanovena na zakladé ptrekryvu signalu
YFP se signdlem mCherry (viz kapitola 3.7.1.). U varianty ALBA1-nYFP + cYFP byl
pramérny piekryv fluorescenc¢nich intenzit 7 %, u varianty nYFP + ALBA1-cYFP se jednalo
o 27 % (Obrazek 9, Graf 1). Tato vyss$i hodnota — 27 % byla stanovena jako prahova.
U kombinaci, kde byl pozorovan slabsi signal YFP (ALBA1-nYFP + ALBA3-cYFP,
ALBAS-nYFP + ALBA3-cYFP, ALBA6-nYFP + ALBA2-cYFP), byla stanovena mira
prekryvu fluorescencnich signalii a porovnadna s prahovou hodnotou (Graf 1). V piipad¢, ze
bylo dosazeno vétSiho prekryvu nez u prahové hodnoty, byla interakce hodnocena jako

pozitivni.

Obrazek 9: BiFC interakce negativnich kontrol ALBA1-nYFP + cYFP a nYFP + cYFP-ALBAL. V 1.
sloupci obrazkl je signal potencidlné komplementovaného YFP. Ve 2. sloupci je signal volného
mCherry ovétujici tispésSnost transformace pokozkovych bune¢k N. benthamiana. Ve 3. sloupci je
prekryv obrazkd obou kanalt. Pro zjednoduseni je oznaceni ALBA zkraceno na A. Prvni ve dvojici
proteind je uvadeén vzdy protein fuzovany s nYFP (nebo samotné nYFP), na druhém miste je protein
fazovany s cYFP (nebo samotné cYFP). M¢titko: 50 um. Obdélnik s Sipkou u obrazkt piekryvu znaci
oblast dat pouzitych pro vytvoteni profilu fluorescencnich intenzit.
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Graf 1: Procentudlni ptekryv fluorescencnich intenzit komplementovaného YFP s mCherry u kontrol
a nejednoznacnych kombinaci proteinit ALBA. V 1. sloupci je uveden piekryv stanoveny u pozitivni
kontroly, ve 2. a 3. sloupci jsou signaly negativnich kontrol, ve zbylych sloupcich jsou piekryvy
u nejednoznacnych kombinaci. Zelena barva zna¢i pozitivni interakci, Cervend barva oznacuje
kombinace neinteragujicich proteinii. Pro zjednoduseni je oznaceni ALBA zkraceno na A. Prvni
ve dvojici proteint je uvadén vzdy protein fizovany s nYFP (nebo samotné nYFP), na druhém misté
je protein fuzovany s cYFP (nebo samotné cYFP).

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%
A1+A2 A1+cYFP nYFP+A1 A1+A3 A5+A3 AB+A2

4.2. Kolokalizace

4.2.1. Piipravené konstrukty a transformované rostliny

Kolokalizace znamena vzajemny vyskyt signdlu ve dvojici obrazi, jejichz ptrekryv je poté
analyzovan. Jako markery mohou slouZit oznacené proteiny se znadmou lokalizaci.
Kolokalizaci té€chto proteinli s oznaenymi zkoumanymi proteiny lze urcit moZnou
specifickou lokalizaci studovanych proteinti. Jako markerové proteiny pro specifikaci
lokalizace proteinit ALBA ve zralém pylu byly zvoleny proteiny RBP47B, marker stresovych
granuli, a protein DCP5, marker P-télisek (Weber, Nover and Fauth, 2008; Xu and Chua,
2009). Klonovanim GoldenBraid 3.0 byly pfipraveny konstrukty pro transformaci — viz
Tabulka 14.
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Tabulka 14: Pripravené konstrukty v destinacnich vektorech pLX/ Omega2 pro kolokalizaci s proteiny
ALBA.

pLX proPabp3-RBP47Bc-mOrange2-nosT

pLX proDcp5-DCP5c-mCherry-nosT

pLX proPabp3-mCherry-nosT

Omega2 proPabp3-mOrange2-nosT

pLX proAlba6-ALBA6c-GFP-nosT-proPabp3-RBP47Bc-mOrange2-nosT
pLX proAlba6-ALBA6c-GFP-nosT-proDcep5-DCP5c-mCherry-nosT

Vsechny tyto konstrukty byly vneseny do rostlin ekotypu Col-0 a bylo ziskdno dostate¢né
mnozstvi rostlin transformovanych. Vyjma konstrukt s kodujici sekvenci proteinu ALBA6
mély byt tyto konstrukty pouzity také pro transformaci 2. generace rostlin jiz nesoucich
konstrukty pro znacené proteiny ALBA-GFP GFP s rezistenci na hygromycin a kazetou
FAST-R (Naprstkova ef al., 2021). Po napéstovani 1. generace takto transformovanych rostlin
bylo zjisténo, ze kromé kombinaci s proteinem ALBA3, doSlo u vSech kombinaci k umléeni

exprese ALBA-GFP.

Kvili tomuto problému byla zvolena opacna strategie. Bylo napéstovano vétsi mnozstvi
rostlin nesoucich konstrukty pro markerové proteiny DCP5 a RBP47B a 1. generace
(heterozygotni) téchto rostlin byla nasledné transformovana konstrukty ALBA-GFP. Rostliny
se samotnymi fluorescencénimi proteiny pro tuto druhou transformaci pouZity nebyly. Kazdym
z konstruktt  ALBA-GFP (ALBA1, ALBA2, ALBA4 a ALBAS) byly transformovany
minimélné dvé rostliny od kazdého ze dvou markerovych proteint. Pozdé&ji bylo od kazdého
z markerovych proteinli transformovano jesté dalSich pét rostlin, semena téchto rostlin ovSem
dozrala pozdéji a z Casovych divodi nebylo mozné napéstovat dal$i generaci. Vzhledem
ke Stépeni ve 2. generaci postradala jedna cCtvrtina ziskanych transformovanych rostlin

s konstruktem ALBA-GFP signal markerovych proteint.

Ackoliv byla vyseta vSechna ziskana semena, podatilo se pro vétSinu kombinaci markerového
proteinu a proteinu ALBA ziskat pouze malé mnozstvi rostlin. Jedinou kombinaci, kterou se
nepodafilo ziskat, je ALBAS5-GFP s markerovym proteinem RBP47B-mOrange2. Nizké
mnozstvi ziskanych rostlin je ddno pfedevSim poctem rostlin pouzitych pro transformaci

a také velmi slabym signalem GFP, predev§im u kombinaci s ALBA1-GFP a ALBAS5-GFP.

V ptipad¢ proteinu ALBA3 byla druha generace rostlin nesoucich konstrukt ALBA3-GFP

transformovana markerovymi proteiny a bylo ziskano dostatecné mnozstvi rostlin.
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V ptipadé¢ proteinu ALBA6 byly v laboratoii dostupné pouze rostliny nesouci konstrukt
ALBAG6-GFP se stejnymi selekénimi kazetami jako markery, gen pro rostlinnou rezistenci
vici kanamycinu a RFP pro selekci semen. Proto byly pro tuto variantu pfipraveny
samostatn¢ konstrukty nesouci kromé kodujici sekvence pro markerové proteiny i1 kodujici

sekvenci pro ALBA6-GFP. Téchto rostlin bylo také ziskano dostatecné mnozstvi.

4.2.2. Fluorescen¢ni mikroskopie

Mikroskopie zralych pylovych zrn byla provedena pro samotné fluorofory mOrange?2
a mCherry, markerové proteiny RBP47B-mOrange2 a DCP5-mCherry, mOrange?2
v kombinaci s ALBA3-GFP a vSechny kombinace proteini ALBA-GFP s markerovymi
proteiny, kromé jiz zminéné kombinace ALBAS-GFP s RBP47B-mOrange2.

4.2.2.1. Kolokalizace s markerem P-télisek DCP5

Marker P-télisek byl vzdy lokalizovan v cytoplazmé ve formé granularni utvard — P-télisek
(Obrazek 10, A). VSechny proteiny ALBA s timto markerem ¢aste¢n¢ kolokalizuji, hodnoty R
se pohybuji u vSech kombinaci kolem 0,7 (Obrazek 11, Tabulka 15). U né&kterych P-télisek
byl pozorovan jen CasteCny nebo zadny piekryv signdlu ALBA-GFP s konkrétni granuli
znac¢enou DCP5-mCherry. Jako kontrola fluorescen¢niho signdlu byl pozorovan samotny

protein mCherry (Obrazek 10, B).

Tabulka 15: Vysledné hodnoty R kolokalizaci proteini ALBA-GFP s markerem P-télisek DCP5-
mCherry za standardnich podminek. V zavorkach jsou uvedeny hodnoty smérodatnych odchylek.

Pearsonuv korela¢ni koeficient
ALBA1 + DCP5 ]0,656 (+/-0,095)
ALBA2 + DCP5 0,692 (+/-0,083)

ALBA3 + DCP5

0,690 (+/-0,071)

ALBA4 + DCP5 | 0,695 (+/-0,086)
ALBAS + DCP5 | 0,669 (+/-0,092)
ALBAG6 + DCP5 | 0,648 (+/-0,150)

40




Obrazek 10: Lokalizace markeru P-télisek DCP5-mCherry a samotného fluorescencniho proteinu
mCherry ve zralém pylu za standardnich podminek. Vysledné obrazky jsou slozeny z vice rovin Z.
Pro lepsi vizualizaci je v poslednim sloupci protein DCP5-mCherry znézornén bilou barvou. DAPI
bylo pouzito pro vizualizaci jader spermatickych buné¢k a jadra bunky vegetativni. Méfitko: 5 pm. A —

lokalizace proteinu DCP5-mCherry, B — lokalizace samotného fluorescenc¢niho proteinu mCherry

A DCP5-mCherry DCP5-mCherry + DAPI DCP5-mCherry + DAPI

B mCherry mCherry + DAPI

Obrazek 11: Kolokalizace proteini ALBA-GFP s markerem P-t€lisek DCP5-mCherry ve zralém pylu
za standardnich podminek. Vysledné obrazky jsou sloZeny z vice rovin Z. DAPI bylo pouzito
pro vizualizaci jader spermatickych bun€k a jadra buiiky vegetativni. Méfitko: 5 pm. R = Pearsoniv
korela¢ni koeficient. A — ALBA1-GFP a DCP5-mCherry, B — ALBA2-GFP a DCP5-mCherry, C —
ALBA3-GFP a DCP5-mCherry, D — ALBA4-GFP a DCP5-mCherry, E — ALBA5-GFP a DCP5-
mCherry, F — ALBA6-GFP a DCP5-mCherry
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ALBA1-GFP

ALBA2-GFP

ALBA3-GFP

ALBA4-GFP

DCP5-mCherry

DCP5-mCherry

DCP5-mCherry

DCP5-mCherry

Prekryv + DAPI

Prekryv + DAPI

Prekryv + DAPI




E ALBAS5-GFP DCP5-mCherry Prekryv + DAPI

F ALBA6-GFP DCP5-mCherry Prekryv + DAPI
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4.2.2.2.  Kolokalizace s markerem stresovych granuli RBP47B

Pro markerovy protein RBP47B-mOrange2 byly ziskany rtzné linie rostlin s neshodnou
lokalizaci fluorescencniho signdlu znaceného markeru na bunééné tUrovni samciho
gametofytu. U pfiblizn¢ dvou tfetin rostlin v 1. generaci byl signdl proteinu lokalizovan
piedevSim v cytoplazmé a pouze Castecné ve vegetativnim jadie (Obrazek 12, A), u jedné
tretiny rostlin byla lokalizace taktéz v cytoplazmé, ale ve vegetativnim jadie byl signal silné;si
(Obrazek 12, B). Celkové byl vSak vyrazné siln€jsi signal u cytoplazmatické lokalizace.
Signal v cytoplazmé nebyl ani u jedné varianty zcela homogenni, nybrz byl rozlozen
do oblasti sniz§i a vysS$i intenzitou fluorescence. V nékterych piipadech byla u rostlin
pozorovana pylova zrna obou variant lokalizace. OvSem po pulsobeni stresu dochazelo
k relokalizaci proteinu do cytoplazmy a k tvorbé cytoplazmatickych stresovych granuli
u obou variant (Obrazek 12, D). Za standardnich ani stresovych podminek nebyl markerovy
protein lokalizovan v jadrech spermatickych bunék. Z dostupnych poznatkli vyplyva mozna
lokalizace proteinu RBP47B v jadfe i cytoplazmé (Weber, Nover and Fauth, 2008; Gutierrez-
Beltran et al., 2015; Kosmacz et al., 2019). Vzhledem k funkéni tvorbé stresovych granuli
a nedostupnym informacim ohledné lokalizace markerového proteinu ve zralém pylu byly
pouzity obé varianty. Jako kontrola fluorescen¢niho signalu a mozZné nespecifické tvorby
granuli po puasobeni stresu byl pouzit samotny fluorescencni protein mOrange2, ktery
vykazoval totoznou lokalizaci signdlu za standardnich podminek (Obrazek 12, C) i po

plsobenti stresu.

Obrazek 12: Rizné lokalizace markeru stresovych granuli RBP47B-mOrange2 ve zralém pylu
za standardnich podminek a po plsobeni stresu, a lokalizace samotného proteinu mOrange?2 ve zralém
pylu za standardnich podminek. Vysledné obrazky jsou sloZeny z vice rovin Z. Pro lepsi vizualizaci je
v poslednim sloupci protein RBP47B-mOrange2 znazormnén bilou barvou. DAPI bylo pouzito pro
vizualizaci jader spermatickych bunc¢k a jadra buiky vegetativni. Mé&fitko: 5 pum. A — varianta
s preferencni lokalizaci RBP47BmOrange2 v cytoplazmé, B — varianta s preferencni lokalizaci
RBP47B-mOrange?2 v jadfe, C — volny fluorescencni protein mOrange2, D — lokalizace RBP47B-

mOrange?2 po plsobeni stresu — shodné pro ob¢ varianty lokalizace RBP47B-mOrange?2
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A RBP47B-mOrange2 RBP47B-mQOrange2 + DAPI RBP47B-mOQOrange2 + DAPI

B RBP47B-mOrange2 RBP47B-mOrange2 + DAPI RBP47B-mOrange2 + DAPI

C mOrange?2 mOrange2 + DAPI

D Po plisobeni stresu 37 °C/3 h

RBP47B-mOrange2 RBP47B-mOrange2 + DAPI RBP47B-mOrange2 + DAPI




Proteiny ALBA-GFP byly lokalizovany pouze v cytoplazmé, kde byly podobné jako
u RBP47B patrné mens$i oblasti s vyssi intenzitou signdlu, silngj$i signal byl pozorovan
v okoli vegetativniho jadra a v nékterych ptipadech v cytoplazmé spermatickych bunck
a okoli moznych membran spermatickych bunék. Po plisobeni stresu se proteiny ALBA-GFP
akumulovaly v cytoplazmatickych granularnich strukturach, podobné jako RBP47B. Tyto
vysledky odpovidaji vysledkim publikace Naprstkova et al. (2021).

U vsSech proteini ALBA byla pozorovana velmi vyrazna kolokalizace s markerovym
proteinem stresovych granuli a to ve standardnich podminkéch i po plisobeni stresu (Obrazek
13, A-E). K vyhodnoceni kolokalizace byl pouzit Pearsontiv korela¢ni koeficient (Tabulka
16). Hodnoty tohoto koeficientu se ve vSech ptipadech pohybovaly kolem 0,8 — 0,9, coz znaci
velmi silnou pozitivni korelaci fluktuace fluorescencniho signdlu; maximalni dosazitelnd
hodnota tohoto koeficientu je 1 (perfektni korelace). MensSi mira kolokalizace byla patrna
u proteinu ALBA6 (za standardnich podminek — R=0,732, po stresu — R=0,777). V ptipadé
proteinu  ALBA1-GFP byly ziskdny pouze rostliny s proteinem RBP47B-mOrange2
preferencné lokalizovanym v jadie. U ostatnich proteini ALBA byly ziskany a pouzity

rostliny s obéma variantami.

Tabulka 16: Vysledné hodnoty Pearsonova korela¢niho koeficientu kolokalizaci proteint ALBA-GFP
s markerem stresovych granuli RBP47B-mOrange2 za standardnich podminek a po plsobeni stresu.

V zavorkach jsou uvedeny hodnoty smérodatnych odchylek.

Pearsontliv korela¢ni koeficient
Standardni podminky | Po piisobeni stresu
ALBA1 +RBP47B |0,879 (+/-0,063) 0,915 (+/-0,036)
ALBA2 + RBP47B |0,941 (+/-0,037) 0,887 (+/-0,061)
ALBA3 +RBP47B |0,957 (+/-0,017) 0,946 (+/-0,014)
ALBA4 + RBP47B |0,89 (+/-0,058) 0,962 (+/-0,028)
ALBA6 + RBP47B |0,732 (+/-0,085) 0,777 (+/-0,122)

Vzhledem ke dvéma moZnym variantam preferencni lokalizace proteinu RBP47B je potieba
zminit moZnou odchylku miry kolokalizace s proteiny ALBA, kterd by mohla nastat mezi
dvéma rGznymi variantami za standardnich podminek. Proteiny ALBA jsou lokalizovany
pouze v cytoplazmé cili u varianty RBP47B s preferen¢ni lokalizaci v jadfe miize byt mira
kolokalizace niz$i, nez u varianty s preferencni lokalizaci v cytoplazmé. I ptesto byly hodnoty
Pearsonova korelacniho koeficientu velmi vysoké i u ALBA1-GFP (0,879 za standardnich
podminek a 0,915 po aplikaci stresu). Variabilita dat by v tomto pifipadé neméla ovlivnit

pozorovani vzhledem k nizkym hodnotam smérodatnych odchylek (Tabulka 16).
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Pro kontrolu nespecifické kolokalizace byla navic testovdna kolokalizace samotného
fluorescen¢niho proteinu s proteinem ALBA3-GFP za standardnich podminek (Obrazek 14).
Signaly této kombinace proteinii koreluji jen velmi malo v nespecificky se ptekryvajicich

oblastech cytoplazmy, R = 0,254 (+/-0,115).

Obrazek 13: Kolokalizace proteiniit ALBA-GFP s markerovym proteinem stresovych granuli RBP47B-
mOrange2 ve zralém pylu za standardnich podminek a po plsobeni stresu. Vysledné obrazky jsou
slozeny z vice rovin Z. DAPI bylo pouzito pro vizualizaci jader spermatickych bun¢k a jadra buiky
vegetativni. Mé&fitko: 5 um. R = Pearsoniv korela¢ni koeficient. A — ALBA1-GFP a RBP47B-
mOrange2, B — ALBA2-GFP a RBP47B-mOrange2, C — ALBA3-GFP a RBP47B-mOrange2, D —
ALBA4-GFP a RBP47B-mOrange2, E — ALBA6-GFP a RBP47B-mOQOrange2
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ALBA1-GFP RBP47B-mOrange2 Pfekryv + DAPI

Po plsobeni stresu 37 °C/3 h

ALBA2-GFP RBP47B-mOrange2 Pfekryv + DAPI

Po plsobeni stresu 37 °C/3 h




ALBA3-GFP RBP47B-mOrange?2 Prekryv + DAPI

Po plsobeni stresu 37 °C/3 h

ALBA4-GFP RBP47B-mOrange2 Prekryv + DAPI

Po plsobeni stresu 37 °C/3 h




E ALBAG6-GFP RBP47B-mOQOrange2 Prekryv + DAPI

Po pusobeni stresu 37 °C/3 h

Obrazek 14: Kolokalizace samotného fluorescencniho proteinu mOrange2 v kombinaci s proteinem
ALBA3-GFP ve zralém pylu za standardnich podminek. Vysledné obrazky jsou slozeny z vice rovin
Z. DAPI bylo pouzito pro vizualizaci jader spermatickych bun€k a jadra buiiky vegetativni. Méritko:

5 pm. R = Pearsoniiv korelacni koeficient.

ALBA3-GFP mOrange?2 Prekryv + DAPI
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5. Diskuze

5.1.  Proteinové interakce

Ackoliv je metoda BiFC stidle pouzivdna, u proteini ALBA se ukdzala byt znacné
komplikovana a je nezbytné ziskand data porovnat s vysledky vétSiho mnozstvi dalSich
metod. Také by bylo vhodné mit lepsi kontroly. V nékterych studiich nejsou pouzivany
kontroly zadné, nebo je exprimovana jen jedna samotna polovina YFP. Velmi cCasté je pravé
pouziti zkoumaného proteinu s jednou polovinou YFP v kombinaci s druhou polovinou YFP
bez navazaného proteinu, coz byla varianta pouzitd i v této praci. Vhodné€j$i moznosti je
pouziti kombinace proteind, které spolu neinteraguji, ale maji stejnou bunécnou lokalizaci.
Nejlepsim feSenim je pouziti mutované varianty zkoumaného proteinu, zde je ale potieba
ov¢tit dalsi metodou, Ze dand mutace ma vliv na interakci zkoumanych proteinti (Horstman et
al., 2014). V této praci byly pouzity mutované proteiny, ale jednalo se o mutaci v misté vazby
RNA, kterd pravdépodobné na interakci téchto dvou proteinli nemé vliv. V budoucnu je
v pldnu pouziti jiz zminéné kontroly — kombinace s neinteragujicim cytoplazmatickym

proteinem.

Ve vétsiné studii je pouzivano pouze kvalitativni vyhodnoceni vysledkit BiFC. V této praci
byla provedeno ¢astecné kvantitativni vyhodnoceni a také vizualizace intenzit signali pomoci
profilll fluorescencnich intenzit, coz usnadnilo vysledné vyhodnoceni. Kvantifikace ziskanych
vysledkl je ovSem zradnéa vzhledem k ireverzibilni komplementaci fluorescenc¢niho proteinu,
u n€kterych buné€k mohlo napiiklad dojit k rychlejsi aktivaci exprese vnesenych konstrukt
a tim padem 1 kexpresi vétSitho mnoZstvi proteinli a vysledné veétsi intenzité signalu
pozorovaného pii ndsledné mikroskopii. Proto nebyla hodnocena samotné intenzita YFP, ale
pomér mezi intenzitami YFP a mCherry. Tento zptisob vSak také muize byt problematicky —
kvili pozorovanym granulim s vyraznym signalem YFP. Neni jasné, jak rychle a jaké
mnozstvi proteinli bylo do granuli pfesunuto a zda byly pfesouvany jiz ve formé& dimerd nebo
neinteragujicich proteint, tim by mohly byt vysledky zkresleny. Dal$i komplikaci pro spravné
vyhodnoceni jsou jiz zminéné moZné stérické zabrany, Spatné sloZeni proteinu nebo
prostorova orientace. VSechny tyto faktory vztahujici se jak k fluorescencnimu proteinu, tak
k potencidlnim dimeriim, mohou ovlivnit vysledny signal (Horstman et al., 2014). K moZnosti
vzniku téchto problémim navic pfispival fakt, Ze zde byla pouZzita velmi kratkd spojovaci
sekvence mezi proteinem ALBA a polovinou YFP — pouze dvé aminokyseliny. Spojovaci

sekvence je dllezitd pro umoZznéni spravného natoceni proteindi, aby mohl zkoumany protein
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tvofit dimer a soucasné¢ mohl byt komplementovan fluorescencni protein (Horstman et al.,

2014). Tento problém mohl nastat u kombinaci s variantou ALBA3-nYFP.

U rostlin byla zatim tvorba dimerti mezi ALBA1 a ALBA2 zkoumana pouze v praci Yuan et
al., (2019) za vyuziti metody komplementace dvou polovin enzymu luciferazy taktéz pii
tranzientni expresi v pokozkovych bunkich N. benthamiana. U luciferazy by na rozdil od
pouziti nYFP a cYFP nemélo dochézet k spontanni komplementaci, aniz by interagovaly
zkoumané proteiny. Komplementace je navic reverzibilni (Chen et al., 2008). Ziskané
vysledky luminiscence byly vyhodnoceny kvantitativné a vyplyva z nich tvorba heterodimeru
ALBA1 + ALBA2 i homodimeri kazdého ztéchto protein. Z publikovanych vysledki
bohuzel neni jasné, zda se 1 v piipad¢ prace Yuan et al. (2019) proteiny ALBA akumulovaly
v granularnich ttvarech. Interakce vSak byly potvrzeny i dalsi metodou. Tvorba homodimert
byla zkoumana i v praci kolegyné Mgr. Heleny Kocové (Kocova, 2020), na kterou jsem svou

praci navazovala, nebyly ovSem ziskany jednozna¢né vysledky.

Tvorba homodimerti by mohla ovlivnit vysledky pozorovéani heterodimeri. Pokud by v buiice
vznikaly 1 homodimery jednoho nebo obou exprimovanych protein, nedoslo by
ke komplementaci signdlu YFP, vzhledem k pfitomnosti stejnych polovin YFP
v potenciondlnim homodimeru, coz by vedlo k niz§imu mnozstvi heterodimert a vysledek by
mohl byt vyhodnocen jako faleSn€ negativni. Data by mohla byt ovlivnéna i opacnym
zpiisobem — pokud by fluorescencni protein branil tvorbé homodimert a vznikaly by pouze
nebo pievazné heterodimery. Je tedy stale otdzkou, jaké dimery jsou tvofeny v kontextu vSech
Sesti proteintt ALBA. Naptiklad u S. solfataricus z domény Archaea existuji dva geny ALBA,
exprese ALBA2 odpovida pouze 5 % exprese ALBAI. Protein ALBA2 se vyskytuje pouze jako
heterodimer s proteinem ALBA1l a ma odliSny vliv na organizaci DNA neZz homodimer

ALBAT1 (Jelinska ef al., 2005).

V této préci byly dimery lokalizovany vyhradné v cytoplazmé, coZ piispiva k zatim obecné
nejednoznaénym interpretacim vysledki bunééné lokalizace proteini ALBA (Wang et al.,

2019; Yuan et al., 2019; Naprstkova et al., 2021).

Mezi proteiny ALBA byla pozorovana komplementace signalu u osmi riznych heterodimert,
z nichZ pouze 2 vznikaji v rdmci jedné podrodiny. S proteinem ALBAG6 k obnoveni signalu
nedochazi ani u jednoho z ¢lenti podrodin. Heterodimery by mohly fungovat na zéklade
pomeéru s hladinami homodimert, které byly zatim u 4. thaliana potvrzeny u proteint ALBAI

a ALBA2 (Yuan et al., 2019). U Archaea mohou zmény pomérti homodimert a heterodimerti
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slouzit k reakci na zmény vnéjSich podminek nebo vyvojového stadia (Jelinska et al., 2005;

Laurens et al., 2012).

Z vysledkti vyplyva predevSim interakce proteini ALBA mezi dvéma eukaryotickymi
podrodinami. Toto pozorovani odpovida informacim o proteinech ALBA z jinych organizmt,
kde se Casto nachazi jen jeden protein z kazdé ze dvou podrodin a tyto proteiny spolu

interaguji (Gissot et al., 2013; Dupé, Dumas and Papadopoulou, 2014).

Vznikajici heterodimery mohou mit rizné funkce nebo mohou byt redundantni a vzajemné
zastupitelné. Z analyz hladin transkripti vyplyva, Ze mezi mnozstvim transkriptt gent 4ALBA
jsou v ruznych ¢astech rostliny rozdily, rtizné jsou také v aktivity promotort genitit ALBA, a to
jak na trovni celé rostliny, tak i v jednotlivych ¢astech generativnich organii (Wang et al.,
2019; Naprstkova et al., 2021). Vyrazny rozdil je vexpresi ALBA3, ktery je nejvice
exprimovan v kvétenstvi a zralém pylu, exprese tohoto genu je pravdépodobné jako jedina
z genll ALBA ovlivnéna transkripénim faktorem DUOI, ktery ma zasadni roli v diferenciaci
spermatickych bunék (Borg ef al., 2011). U proteinu ALBA3-GFP byl v pylu pozorovéan
velmi silny signal, jedna se zaroveil o sekvenéné nejvice odlisny protein z rodiny Rpp20
(Naprstkova et al., 2021). V pylu by tedy mohly naptiklad pirednostné vznikat heterodimery
s proteinem ALBA3, ktery by zde mohl mit néjakou specifickou funkci. Vysledky
kolokalizaci neodhalily mezi jednotlivymi proteiny ALBA vyrazné rozdily, vyjma proteinu
ALBA6, coz by naopak svédéilo i o mozné zastupitelnosti nékterych proteinti

v heterodimerech.

Mozna redundance mezi nékterymi proteiny ALBA by mohla byt dana také vysokou
podobnosti aminokyselinové sekvence mezi nekterymi Cleny (Wang et al., 2019). V ramci
podrodin byla pozorovany interakce pouze mezi proteiny ALBAl a ALBA2.
Aminokyselinova sekvence téchto proteinli je z93 % identickd (Naprstkova, 2016).
Vzhledem k této podobnosti a faktu, Ze tyto dva proteiny vytvaii také homodimery, je mozné,
ze jsou vzajemné zastupitelné. Ani u jednoho z téchto ¢lenti nebyla zaznamenana interakce
s ALBA3, pravdépodobné vlivem sekven¢niho rozriiznéni a mozného rozriznéni funkce
Avsak mohlo zde dojit k faleSn€ negativnimu vysledku vlivem komplikaci zminénych vyse.
V ramci jedné podrodiny by spolu navic mohly proteiny interagovat v jinych mistech nez

v pfipadé€ interakce mezi podrodinami.

Vzhledem k pozorovani interakci dimert u Archaea (Zhao, Chai and Marmorstein, 2003;

Jelinska et al., 2010) by dalsi variantou mohla byt tvorba vétsich proteinovych komplext, kde
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by ALBA1 mohl fungovat ve form¢ homodimeru nebo heterodimert jako kostra, a propojovat
vice dal$ich ¢lenti rodiny, se kterymi je podle ziskanych vysledkl schopen vazby (Yuan et al.,

2019).

Specificky je protein ALBAG, u kterého nebyla pozorovana zadna heterodimericka interakce.
Tento protein se od zbylych ostatnich proteint ALBA u A. thaliana nejvice odliSuje. Kromé
domény Alba a motivu RGG, které jsou spolecnym znakem c¢lenii podrodiny Rpp25, mé navic
nekolik dalSich sekvencnich motivil. Ze vSech Sesti proteint je také jeho aminokyselinova

sekvence nejdelsi a nejvariabilngjsi (Naprstkova et al., 2021).

Zajimava je tvorba granuli u vSech variant heterodimert, kromé& problematické varianty
ALBA3-nYFP, a Uplnd absence téchto granuli u mutovanych proteinii. Otazkou zistava
identifikace vznikajicich granuli. Vzhledem k pouziti silného promotoru pCsVMV, doslo
v bunikkach N. benthamiana k nadmérné produkci proteini ALBA. U A. thaliana vede
overexprese proteini ALBA vlivem promotoru pCsVMYV k vyraznym fenotypovym defektiim
rostlin (Néprstkova, nepublikovdno). Je mozné, ze tranzientni overexprese téchto proteind
v N. benthamiana je pro rostlinu silnym stresorem, proto tyto proteiny uklada
do pozorovanych partikuli. Dalsi otdzkou je, zda by stejného vysledku bylo dosazeno i

v bunikach A. thaliana, jelikoz v N. benthamiana se mohou nachdzet jiné RNA a proteiny.

Jak jiz bylo zminéno, mutace K30E by méla vést ke znemoznéni vazby k RNA. Pokud
heterodimer ALBA1(K30E) + ALBA2(K30E) nevytvafi granule, mohlo by to znamenat, ze
tvorba granuli je zavisld na vazbé RNA. Navdzand RNA by mohla slouzit jako kostra
pro tvorbu biomolekularnich kondenzati. Ty se zde ale vlivem nadmérného mnozstvi

proteint ALBA shlukuji a vytvari vétsi defektni struktury.

Pokud by granule pozorované u N. benthamiana byly skutetné né&jakou formou
biomolekularnich kondenzatl, je moZné, ze by proteiny ALBA mohly mit funkci ve vytvareni

P-télisek a stresovych granuli u 4. thaliana, s jejichz markery kolokalizuji.

5.2. Kolokalizace

5.2.1. Proteiny ALBA a P-téliska

Kolokalizace proteinit ALBA s proteinem DCPS5 je jen Castecnd, piekryv signalt fluorofort
byl u néekterych P-télisek velmi nepatrny nebo zadny, pravdépodobné se nebude jednat
o klicové komponenty P-télisek. Mohly by ov§em hrat roli v sekvestraci nékterych transkriptt
do P-télisek v zavislosti na vyvojovém stadiu pylu. Ve zralém pylu se nachéazi velké mnozstvi
transkriptl, z nichz ptiblizné 10% je specifickych pouze pro pyl (Honys and Twell, 2004)
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a P-téliska by mohly slouzit k uskladnéni nékterych z téchto transkript (Scarpin et al., 2017).
Souvislost proteini ALBA s pfechodem mezi vyvojovymi stadii navazanim na specifické
transkripty byl pozorovan u L. infantum (Dupé, Dumas and Papadopoulou, 2014), na vyvoji
se podili 1 u dalSich paraziti (Mair et al.,, 2010; Chéne et al., 2012). U T. gondii byla
pozorovana regulace translace 7g4ALBA2 pomoci proteinu TEGALBA1 (Gissot et al., 2013).

V tésné blizkosti P-télisek se po pusobeni stresu Casto nachézeji stresové granule (Weber,
Nover and Fauth, 2008), s nimiz proteiny ALBA vyznamné kolokalizuji. Mohly by tedy hrat
roli v prostorovém priblizeni téchto struktur po plisobeni stresu nebo v interakci mezi témito
strukturami. N¢které stresy také mohou indukovat tvorbu novych nebo zvétSovani stavajicich
P-télisek (Gutierrez-Beltran et al., 2015), vzhledem k reakcim proteini ALBA na piisobeni

stresu by zde mohly mit tyto proteiny 1 n€jakou strukturni funkei.

P-téliska jsou zaroven vyznamna vraném vyvoji rostliny (Jang et al, 2019). Aktivita
promotori genit ALBA a piitomnost jejich transkripti v mladych rychle se vyvijejicich
rostlinnych organech naznacuje propojeni metabolické aktivity téchto pletiv s proteiny ALBA
(Wang et al., 2019; Naprstkova et al., 2021). I kdyz ani mutace celé podrodiny gentt 4ALBA
nemd na rany vyvoj rostlin zdsadni vliv (Wang, 2019; Kocova, 2020; Naprstkova,
nepublikovdno), nadmérné mnozstvi jediného znich ve sporofytu vede ke znaénym
fenotypovym defektiim, napf. zméndm fenotypu listovych struktur a opozdéni pfechodu do

generativni faze vyvoje (Néaprstkova, nepublikovano).

Je také mozné, Ze se proteiny ALBA podili na sekvestraci n¢kterych transkriptii do P-télisek
v diferenciacni zoné kotene a kofenovych Spickach, kde byly tyto proteiny identifikovany
u A. thaliana (Naprstkova, 2016; Wang et al., 2019). U mutantnich rostlin A. thaliana
alba456 bylo pozorovano zvySené mnozstvi transkripti metabolickych drah spojenych
s nedostatkem Zivin (Wang et al., 2019). Proteiny ALBA by zde mohly napomahat regulaci
pfijmu zivin sekvestraci nékterych transkripti do P-télisek k degradaci nebo uskladnéni.
Vzhledem ke zkraceni kotenovych vlaskti u mutanta A. thalina alba3 a alba4 (Honkanen et

al., 2016) by se mohlo jednat i o transkripty spjaté s ristem kotenového vlaseni.

Tvorba P-télisek byla také u rostlin pozorovana pii stresu zasolenim (Steffens et al., 2015).
Mutantni rostliny A. thaliana albal a alba?2 jsou citlivé vici stresu zasolenim (Palm et al.,
2019), coz by mohlo znamenat zapojeni proteint ALBA v reakci na tyto stresové podminky,
mozné pravé vytvafenim P-télisek v bunikach kotene. U albal byla zvySena citlivost 1 viici

vétsi koncentraci glukozy v ristovém médiu (Palm et al., 2019).
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5.2.2. Proteiny ALBA a stresové granule

Vzhledem k vysoké mife kolokalizce proteinit ALBA s markerem RBP47B za standardnich
podminek by mohly tyto proteiny byt jednim z interakénich partneri RBP47B a s dal§imi
molekulami tvofit jadra stresovych granuli. Ve stresovych granulich izolovanych ze
semenackll rostlin proteiny ALBA nalezeny nebyly (Kosmacz et al., 2019); piesné sloZeni
granuli muze byt zavislé na fad¢ faktorti, naptiklad na pfitomnosti ¢i nepfitomnosti n¢kterych
proteinti nebo RNA v zéavislosti na vyvojovém stadiu rostlin nebo konkrétnim pletivu. Vysoka

mira kolokalizace znaci jejich piitomnost ve stresovych granulich zralého pylu A. thaliana.

Vyse diskutované mozné zapojeni proteini ALBA ve drahéch pfijmu ¢i metabolizmu Zivin by
mohlo souviset i se stresovymi granulemi. U zivocichii vznikaji stresové granule i vlivem
nedostatku zivin, u 7. brucei se v téchto stresovych granulich nachéazeji i proteiny ALBA
(Mani et al., 2011). U rostlin poznatky ohledné tohoto stresu ve spojitosti se stresovymi
granulemi chybi. U semendcktl se v kofenech vSak stresové granule mohou formovat vlivem

teplotniho stresu (Kosmacz et al., 2019).

U stresovych granuli je b&Zn& pozorovéan rychly vznik v fddech minut aZz desitek minut
a postupné rozvolnéni v fadu hodin (Gutierrez-Beltran et al., 2015; Hamada et al., 2018).
V piipad¢ proteini ALBA se v pylu granule nachazi i 24 h od konce pusobeni stresu
(Naprstkova et al., 2021). Vzhledem ke zplsobu aplikace stresu nebyla v této praci delsi
Casova perioda nez 1 hodina po ukonceni stresu testovana. Na zdklad€ vysoké miry
kolokalizace s RBP47B lze ovSem piedpokladat, ze se 1 pfi pozorovani samotnych proteinti
ALBA jednalo o jejich akumulaci ve stresovych granulich. Dynamika granuli by v tom
piipad€ mohla byt v pylu vyrazné omezena. Vzhledem k tomu, Ze nésledny riist pylové lacky
je velmi energeticky naro¢ny (Rounds, Winship and Hepler, 2011), je mozné, Ze ve zralém
pylu je jen omezené mnozstvi energie, kterd by mohla byt pouZzita pro udrzeni dynamiky
granuli. Opakovanim stresu a sestavovanim a rozvolfovanim granuli by mohlo dojit
k vyc€erpani energie potifebné k rlstu pylové lacky. K rozvolnéni by tedy mohlo dojit az

ve chvili, kdy by bylo potieba pouzit nékteré z latek v granulich uskladnénych.

Ve zralém pylu se nachazi i1 fada specifickych proteinti a akumuluje se zde velké mnozstvi
raznych komponent dilezitych pro nésledny rtst pylové 1acky (Pacini, 1996; Schwacke et al.,
1999; Hafidh et al., 2018). ZvySena koncentrace nckterych z nich by také mohla mit vliv
na dynamiku stresovych granuli jakozto biomolekularnich kondenzati (Emenecker,

Holehouse and Strader, 2020).
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Mezi mirou kolokalizace jednotlivych proteini ALBA s RBP47B nebyly pozorovany znacné
rozdily az na protein ALBAG6, ktery s markerem kolokalizoval vyrazné méné.Tento protein
byl také nejvice patrny v okoli jader spermatickych bun¢k. Zaroven jako jediny netvoii zadné
heterodimery a od ostatnich clen rodiny se znacné odliSuje. Je mozné, Ze ma casteCné

odli$nou funkci od ostatnich proteinit ALBA u A. thaliana (Naprstkova et al., 2021).

Protein ALBA4 navic znacn¢ kolokalizuje s PABP3, markerem cytoplazmatickych partikuli
obsahujicich mRNA, urovein kolokalizace ALBA4-GFP a PABP3-RFP se po ptisobeni stresu
zvysuje. Nékteré proteiny rodiny PABP jiz byly ve stresovych granulich identifikovany, mohl
by mezi né patfit i PABP3. Vyrazné niz$i stupen kolokalizace s PABP3 byl pozorovan
u proteinu ALBA6. Testovana byla i kolokalizace proteini ALBA4 a ALBAG6 s vysledkem
R = 0,536 znacicim nizsi Castecnou korelaci intenzit fluorescencnich signala (Naprstkova et

al., 2021). Tyto vysledky také poukazuji na odliSnost proteinu ALBAG6.
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6. Souhrn

Prvnim zcild bylo stanovit mozné proteinové interakce mezi Sesti proteiny ALBA
u A. thaliana. 7Z vysledkii metody BiFC vyplyva interakce mezi péti proteiny ALBA mezi
dvéma podrodinami a jedna interakce v ramci podrodiny Rpp20 — u proteini ALBAI1
a ALBA2, které jsou si velmi podobné. Protein ALBA6 dle ziskanych dat neinteraguje
s zadnym z proteinii. Vysledky je ovSem nutné doplnit o data ziskand dalSimi metodami
vzhledem ke znacnému vyskytu akumulace signalu YFP v blize nespecifikovanych
cytosolickych oblastech. Taktéz chybi u né¢kterych kombinaci jedna z variant navazani YFP

a ne vzdy bylo dosazeno odpovidajiciho si vysledku mezi dvéma variantami navazani YFP.

Druhym cilem bylo zjistit, zdali se proteiny ALBA mohou v sam¢im gametofytu A. thaliana
nachazet ve stresovych granulich nebo v P-téliskach. Mezi markerem stresovych granuli
a proteiny ALBA byla zjiSténa vysokd mira kolokalizace za standardnich podminek
1 po ptisobeni stresu. Pravdépodobné se tedy proteiny ALBA skute¢né nachézeji ve stresovych
granulich a mohly by byt i interakénim partnerem proteinu RBP47B. Mensi mira kolokalizace
byla pozorovéna u proteinu ALBA6, coz muze znacit jeho odlisSnou funkci. S markerem
P-télisek kolokalizuji vSechny proteiny ALBA za standardnich podminek pouze ¢aste¢né. Je
tedy mozné, ze nejsou kliCovymi komponenty pro jejich tvorbu, ale mohly by napiiklad

umoziovat sekvestraci n€kterych transkripti do téchto télisek.
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8. Ptilohy

Priloha 1: Prehled primerd pouzitych pro amplifikaci ¢asti z genomové DNA A. thaliana. Modre je

znazornéna adaptorova sekvence zahrnujici vazebné misto pro BsmBI a specifickou sekvenci, ve které

enzym §tépenim tvofi lepivé konce, pro vlozeni do pUPD2 plazmidu.

Cast
transkripéni | Nazev primeru
jednotky

Sekvence primeru 5°- 3°

DCP5¢ Fl ATGGCGGCTGATAATACGGGTTC
DCP5c RI1 AGAGAGGGAGAATATGGTG
DCP5¢ F2 GTCTCATCCACATTGTTTATT
DCP5¢c | DCP5c R2 GGTAGTACGATTTGATACG
DCP5p F1 CTGTCTTTGGTCTTCTTCTTC
proDep5 | DCP5p RI TATCCGATCTATGTCTCTCTTC
PABP3p Fl CTTGAATCTATATATGTGTATCAATATATG
TGATTATGAGTTTACTTTTTACAAGACGATTTGTTA
proPabp3 | PABP3p R1 TTTTTGTCTCGTGA
47B F1 ATGCAGACAACCAACGGCTC
47B RI GGCCTCATGCAATAAAACGTCAGTG
47B F2 GAGGCCTTTTCTGATAGATATCCTTC

RBP47Bc |47B R2

CGATTCTCCCCATGATAGTTG

Piiloha 2: Slozeni a cyklus PCR s Taqg DNA polymerazou pro amplifikaci z genomové DNA

A. thaliana. T, — annealingova teplota primert (Pfiloha 4)

Slozeni reakce I reakee ~
(ul) Teplota | Cas Opakovani

Destilovana voda 15,08 95°C |2 min
10x Merci reakéni pufr |2 95°C |10
10 mM dNTP 0,4 Tan 30s 10x
10 uM pifimy primer 0,8 68°C | 1kb/min (dle délky fragmentu)
10 uM reverzni primer | 0,8 95°C |10
genomova DNA 0,8 68°C  |30s 25x
DNA polymerdza Taqg |0,12 68°C | Ikb/min (dle délky fragmentu)

68°C |5 min

4°C -
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Priloha 3: SloZeni a cyklus PCR s Phusion DNA polymerazou pro amplifikaci z genomové DNA

A. thaliana. T,, — annealingova teplota primert (Pfiloha 4)

Slozeni reakce | reakee ~
(ul) Teplota | Cas Opakovani
Destilovana voda 12,5 98°C 2 min
10x Merci reakéni pufr |4 98°C 10s
10 mM dNTP 0,4 Tan 30s 10x
10 &M pimy primer 1kb/30s (dle délky
0,8 72°C fragmentu)
10 uM reverzni primer |0,8 98°C 10 s
MgCly 0,8 72°C  [30s
, 1kb/30s (dle délk 25x
genomova DNA 0,5 72°C fragment(u) '
Phusion polymeréaza 0,2 72°C |5 min
4°C -

Ptiloha 4: Ptehled annealingovych teplot (Tan) pouzitych primert pii pouziti Taq DNA polymerazy a

Phusion polymerazy.
Cast transkripéni cimer Tan pfi pouziti Tag DNA |  Tan pti pouZiti Phusion
jednotky P polymerazy (°C) polymerazy (°C)
DCP5c _Fl
= 50 58,5
DCP5¢_R1
pepse DCP5c_F2
c
= 51 55
DCP5¢_R2
DCP5p_F1
proDep5 b 51 58
DCP5p_R1
PABP3p Fl1
proPabp3 P 56 55
PABP3p RI
47B_F1
= 68 62
47B R1
RBP47Bc 47B_F2
= 68 62
47B R2
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Ptiloha 5: Slozeni a cyklus restrikéné-ligacni reakce.

SloZeni reakce Cyklus
10x T4 Reak¢ni pufr 1 ulL teplota cas opakovani
Entry vektor/y/ sekvence™ 75 ng** 37°C 10 min
Destina¢ni vektor 75 ng 37°C 2 min
Restrikéni enzym (BsmBI, Bsal) | 0,5 uL 16°C 5 min 30x
T4 ligdza 0,6 uL 37°C 30 min
Destilovana voda do 10 uL 65°C 15 min
4°C -

*pokud bylo entry vektorl vice, bylo pouzito 75 ng od kazdého
**y ptipadé sekvenci vkladanych do pUPD2 vektoru bylo pouzité mnozstvi vypocitano na zaklade délky
vkladané sekvence: (délka vkladané sekvence (kb) x mnozstvi vektoru (ng))/velikost vektoru (kb)

Ptiloha 6: SloZeni a cyklus reakce pro colony PCR. T., — annealingova teplota primert (ur¢ena pomoci

Twm Calculator (Thermo Fisher Scientific, dostupné z: https://www.thermofisher.com/))

SloZeni reakce I reakee ~
(u) Teplota | Cas Opakovani
Destilovana voda 15,88 95°C 2 min
10x Merci reakéni pufr |2 95°C 10 s
10 mM dNTP 0,4 Tan 30s
. 30x
10 uM pfimy primer 0,8 1kb/min (dle
’ 68°C délky fragmentu)
10 uM reverzni primer | 0,8 68°C 5 min

DNA polymeraza Taq |0,12 4°C -
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