Popis reseni projektu v roce 2006

Centrum zakladniho vyzkumu LC 06034
Requlace morfogeneze rostlinnych bunék a orgdni

(REMOROST)

Resitelskd pracovisté:

Ustav experimentdlni botaniky AV CR, v.v.i. - pFijemce-koordindtor UEB
Zazimalova Eva, Doc. RNDr. CSc. - reSitelka koordindtorka

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta - prijemce UK
Katedra fyziologie rostlin, Katedra genetiky a mikrobiologie.
Opatrny Zdenék, Prof. RNDr. CSc. - rreSitel

Masarykova univerzita v Brné - prijemce MU
Prirodovédecka fakulta, Oddéleni funkéni genomiky a proteomiky.
Hejdtko Jan, RNDr. Ph.D. - resitel

Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze - prijemce VSCHT
Fakulta potravinarské a biochemické technologie, Ustav biochemie a mikrobiologie.
Novotnd Zuzana, Dr. Ing. - reSitelka

Mendelova zemédélska a lesnicka univerzita v Brné - prijemce MZLY
Agronomicka fakulta.
Brzobohaty Bretislav, Doc. RNDr. CSc. - resitel

Ustav fotoniky a elektroniky AV CR, v.v.i. - pFijemce UFE
Sekce fotoniky.
Kasik Ivan, Dr.Ing. - resitel

cil projektu

Navrhnout model regulace morfogeneze rostlin na zdkladé propojeni funkce fytohormond,
signdlnich drah a jednotlivych bunéfnych struktur (plasmatickd membrdna, endomembrdnovy
systém, cytoskelet), a vyvinout metodu pro méreni intraceluldrniho pH.

Anotace projektu

Zdkladem rlstu a morfogeneze rostlin jsou striktné ¢asové a prostorové regulované procesy
buné&ného déleni, ristu, a tvarovych zmén (bunéénd morfogeneze) a posléze proces diferenciace.
Tyto procesy podléhaji sloZitému systému vzdjemné koordinovanych regulaci; jejich zdkladem je
pFijem a prenos signdll, kde klicovou roli hraji signdly hormondlni povahy. Vétsina z nich je
prijimdna na plasmatické membrdné a signdl je ddle prendSen specidlnimi prenosovymi drahami,
které jsou propojeny s dynamikou bunénych struktur. Projekt je zaméren na studium funkce a
dynamiky proteinli podilejicich se na regulaci morfogeneze rostlinnych bunék a na charakterizaci
bunéénych procest, které determinuji distribuci jak téchto proteind tak i hormondlnich signdli.



Informace o ndkupu investi¢nich prostredkd v roce 2006:

UEB:
+  Konfokadlni mikroskop a vybaveni na pokrocilou konfokdlni mikroskopii - Zeiss (14,8 mil. K¢)
*  Mikrocentrifuga Eppendorf 5424 - dodavatel Lab Mark a.s. (74 tis. K¢)
«  Upgrade fluorescenéniho mikroskopu (DSU systém, Olympus) na pracovisti UEB AVCR
v Olomouci (887 tis. K&)
UK:  ---
MU:
«  Systém pro automatickou mikroskopii ...slide" firmy Olympus, cena po slevé 2,1 mil. K¢ (sleva
cca 1,2 mil. K&)
+  Prislusenstvi k mikroskopu (cca 0,3 mil. K¢)
«  Ndkup FPLC (Akta FPLC, GE Healthcare, cca 1,1 mil. K¢&)
«  Systém pro homogenizaci rostlinného materidlu Qiagen Tissuelyser (cca 0,1 mil. K&)
VSCHT:
«  OrbitdIni termostatovany inkubdtor OTSILLEU1 C s osvétlenim pro péstovdni suspenznich
bunéénych kultur (dodavatel firma Schoeller Instruments) (429 tis. K¢&)
MZLU:

Avanti J-30I (laboratorni vysokootdckova chlazend centrifuga s rotory)
AKTA FPLC s Frac-950 (vysokoidéinnd chromatografie proteint)
Kultivaéni skrinn AR36L

DP70 (CCD kamera pro mikroskopii)

(celkem 3,57 mil K&)

URE:

Vldknovy spektrometr ANDO AQ6315A (542 tis. K¢)



Schematické zndzornéni resené problematiky

s oznaenim zapojeni jednotlivych partnerskych organizaci
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Informace o postupu praci v roce 2006 a plan na rok 2007

Pro reseni problematiky Centra byly v ndvrhu projektu zformulovdany tyto dilci cile a navrZeny
priblizné terminy jejich dosazZeni:

V0O01: Zavést fluorescenéni kvantitativni metody pro sledovdni membrdnovych déja u rostlinnych
bunék. PFipravit transgenni linie nesouci geny vztahujici se k hormondlnim signdlim a geny pro
komponenty cytoskeletu a transportu vécki - 31.12.2007

V002: Charakterizovat molekuldrni komponenty poldrniho transportu auxind a jejich dynamiku na
plasmatické membrdné - 31.12.2009

VO03: Charakterizovat proteiny, které u rostlin interaguji s transportem bunécnych vdckil, a
jejich dlohu v Fizeni transportu bunéénych vaéki - 31.12.2009

V004: Charakterizovat struktury cytoskeletu a jejich dlohu v dilé¢ich morfogennich procesech -
31.12.2009

V005: Charakterizovat dlohu vybranych signdlnich drah se zrfetelem na regulaci morfogeneze
rostlinné buriky - 31.12.2009

V006: Zavést a optimalizovat optické metody lokdlni detekce fyzikdlné-chemickych veli¢in s velmi
jemnym prostorovym rozlozenim pro studium bunéénych struktur - 31.12.2009

VO07: Poznat a charakterizovat mechanizmy homeostdze fytohormond auxinového a
cytokininového typu ve vztahu k regulaci morfogeneze - 31.12.2009

V008: Integrovat viechny poznatky ziskané pri redeni rliznych aspektd projektu a zkonstruovat
model regulace morfogeneze rostlinné buriky a orgdnt - 31.12.2010

Strucné informace o postupu praci v roce 2006 jsou prifazeny nize k prislusnym diléim cildm spolu
s informaci, kterd z partnerskych instituci je za prislusny dilci vysledek zodpovédnd. Rozdéleni
Fesené problematiky do dilcich cili je isté formdlni a mnohé oblasti vyzkumu spadaji pod dva i
vice dil¢ich cild.

DilET cil VOO1 je &isté metodicky a zaméreny také na pripravu experimentdlniho materidlu. Postup
praci v rdmei tohoto diléiho cile je zEédsti vilenén i do dalsich diléich cild, které odrdZeji konkrétni
biologickou problematiku.

DiléT cil V006 byl z didvodii logického uspordddni zarazen za diléi cil VOO7.

Posledni dilci cil VOO8 je shrnutim a vyhodnocenim problematiky resené v ramci celého projektu,
proto bude plnén az v poslednich letech reseni. Nicméné v rdmci Centra budou organizovina
minisymposia vénovand dilci problematice Centra a tato minisymposia budou zarazovdna pod dilci cil

Voo8.



V0O01:

Zavést fluorescenéni kvantitativni metody pro sledovdni membrdnovych déji u rostlinnych
bunék. Pfipravit transgenni linie nesouci geny vztahujici se k hormondlnim signdlim a geny pro
komponenty cytoskeletu a transportu vaékd

V roce 2006 nebyla provddéna méreni na rostlinnych burikdch, protoZe zatim nebyl pripraven
prislusny experimentdlni materidl. Fluorescenéni studie byly provddény na Zivolisnych a
bakteridlnich burikdch (spektrofluorometr, konfokdlni mikroskop Leica, fluorescenéni
mikroskop Olympus Cell-R) a byly zavedeny a rozvijeny metody a pristupy, které budou
aplikovdny v pristim roce na rostlinné buriky. Byla provedena méreni vstupu vdpniku do bunék
pomérovym mérenim sondou FURA na fluorometru a pomoci sondy FURA Red a Fluo4 na
fluorescenénim mikroskopu Cell-R. Byla srovndna vyuZitelnost konfokdlniho mikroskopu Leica
a fluorescenéniho mikroskopu Cell-R pro sledovdni endocytosy fluorescenéné znalenych
proteind. Bylo zavedeno méfeni membrdnového potencidlu pomoci sondy DiSCs(5). Mgr.
FiSer zkonstruoval zarizeni umozfiujici v mikroskopu Jenamed 2 mérit anisotropii
fluorescence s cilem mérit vzdjemné interakce membrdnovych proteind znaenych GFP
(green fluorescence protein) pomoci ovlivnéni anisotropie fluorescence prenosem energie
mezi témito proteiny. (UK)

- viz 1€z dalsi diléi cile

Pldany na rok 2007 :

Optimalizace fluorescencnich kvantitativnich metod pro charakterizaci dynamiky endocytosy
vybranych proteint, méfeni membrdnového potencidlu a stanoveni reaktivnich forem kysliku
na experimentdlnich modelech pylovych la¢ek tabdku a bunéénych suspenzi tabdku BY-2 a
Arabidopsis (UK)

v002:
Charakterizovat molekuldrni komponenty poldrniho transportu auxini a jejich dynamiku na
plasmatické membrané

Charakterizace funkce proteind PIN: DileZitymi faktory pro mezibunéény transport
fytohormonu auxinu jsou proteiny PIN, které jsou specifické pro rostliny, a nékteré
transportéry typu MDR/PGP zrodiny ABC-transportérl, které se obecné vyskytuji
v burikdch bakterii, hub, rostlin i Zivo€ichli. I kdyZ byly proteiny rodiny PIN vZdy povaZovdny
za kli¢ové facilitdtory" poldrniho transportu auxinl na Urovni prenosu auxinl z buriky, jejich
vlastni molekuldrni funkce nebyla zndma. S vyuZitim indukovatelné exprese gent PIN a
PGPI9 a kvantitativnich méfeni akumulace auxinl v bufikich Arabidopsis a tabdku
kultivovanych /n vitro jsme prokdzali, Ze proteiny PIN vymezuji rychlost pfenosu auxint
z bunék, Ze je jejich plisobeni specifické vi¢i auxinlim a citlivé viéi inhibitorlim transportu
auxinu. Ddle jsme zjistili, Ze funkce proteind PIN se v nékterych kvalitativnich i
kvantitativnich aspektech li§i od plisobeni transportéru PGP19. Nase poznatky svédéi pro
pFimou funkci proteind PIN v katalyzovéni exportu auxini z bunék a pro to, Ze v rostlindch
jsou dvé razné, na sobé nezdvislé cesty prenosu auxinii z bufiky - PIN-dependentni a PGP-
dependentni. Spolu s kolegy ze spolupracujicich zahrani¢nich pracovist’ (Laborator Dr.
Frimla, Univ. Tlbingen, Némecko, Lab. Prof. Murphyho, Purdue Univ., USA, Lab. Dr. Geislera,
Univ. Zurich, Svycarsko, a Lab. Dr. Luschniga, University of Natural Resources and Applied
Life Sciences-BOKU, Vider, Rakousko) jsme ukdzali, Ze proteiny PIN umoZiuji export
molekul auxind i z kvasinek a savéich bunék, aniz by zde byly tfeba dalsi rostlinné faktory.
Tyto poznatky svédéi pro funkci proteint PIN jakoZto vlastnich prenasedd auxinl z buriky




(Petrdsek et al., Science 2006). (VEB, spoluprdce s MU a s vySe uvedenymi zahrani¢nimi
pracovisti)

Pokracovali jsme v charakterizaci funkce proteinu PaLAX1 (kandiddt na prenase auxinu do
buriky z Prunus avium, ktery je Cdstecné homologni s prenaseCem auxinu do buniky z A.
thaliana - permeasou AUX1). Byly dokonéeny pokusy o komplementaci mutanta aux? (loss-of-
function) genem PaLAXI. PalLAXI neni schopen mutanta aux! plné komplementovat, coz je
v souladu s jeho predbéZznym zarazenim do sice pribuzné, ale nikoli stejné genové rodiny jako
gen AUXI Transgenni linie Arabidopsis nesouci gen PaLAX1 byly kriZeny s linii IAA2::6US.
Odezva TAAZ na endogenni hladinu TAA prostrednictvim modrého zbarveni byla analyzovdna
u rostlin Fl-generace potomstva z tohoto kriZeni (Hoyerovd et al. pripravovdno pro
.resubmission™). (VEB)

PFipravujeme rtzné transgenni linie tabdku a Arabidopsis, nesouci geny pro pfenasee auxinl
do bufiky (geny rodiny AtPIN (PINI1,4,5,6) a gen AtPGPI9 ) a gen pro mozny receptor auxind
AtABPI pod indukovatelnymi promotory. Jednotlivé linie jsou v sou€asné dobé v raznych
fazich pFipravy - od prvnich kroki po transformaci aZ po ustaveni relativné stabilnich linii,

vs s

kde probihad jiz jejich ovérovani a charakterizace (spadd i pod dil¢i cil VOO1). (UEB)

Pldany na rok 2007 :

Izolace a charakterizace hypotetického proteinu vdzajiciho nekompetitivni inhibitory
poldrniho transportu auxindl, charakterizace mechanismu(ll) pisobeni fytotropini (UEB)
Charakterizace endocytotického kroku konstitutivniho cyklovéni proteinid PIN v bunéénych
kulturdch tabdku a Arabidopsis (UEB ve spoluprdci s Univ. Tlbingen, UK a MU)

Pokradovdni v pFipravé riiznych transgennich linii tabdku a Arabidopsis, nesoucich geny pro
prenadefe auxinl do bufiky a gen pro mozny receptor auxini AtABPI pod indukovatelnymi
promotory (spadd ¢dstecné také pod dil¢i cil VOO1 a VOO5) (VEB)

Charakterizace specifickych inhibitord pfenasece(¢t) auxinu do buriky (UEB)

Priprava konstruktu nesouciho gen PaLAXI v translaéni fizi s RFP (red fluorescence protein)
a ziskdni prislusnych transgennich linii (UEB)

Odvozeni dobre rozpadavych bunéénych linii z kontrolnich rostlin Arabidopsis thaliana cv.
Columbia a z mutanta auxi (UEB)

Vv003:
Charakterizovat proteiny, které u rostlin interaguji s transportem bunéénych vaéki, a jejich
Ulohu v Fizeni transportu bunéénych vacku

Zavddéni metody purifikace rostlinného komplexu exocyst: Podminkou pro pokusy o purifikaci
exocystu jsou protildtky proti nékterym jeho podjednotkdm, které umozriuji sledovat pozici
podjednotek v jednotlivych frakcich po aplikaci separaénich postupl. Dosud se ndm podarilo
pripravit polyklondini protildtky proti podjednotkdm Sec3, Sech, Secé a diky spoluprdci
s laboratori Johna Fowlera (Oregon State University, Corvallis, USA) jsme ziskali také
protildtku proti podjednotce Sec8. Predbézné pokusy s rozdélovaci chromatografii na
extraktech kvétdku ukdzaly, Ze pouzity postup dsti v kolokalizaci podjednotek, coz napovidd,
%e komplex je opravdu vytvofen a za danych podminek se nerozpadd. V pribéhu roku jsme
pak presli na pouziti extraktll ze suspenznich bunék Arabidopsis, vzhledem k tomu, Ze
viechny protildtky byly pripravovdny proti rekombinantnim bilkovindm Arabidopsis. Uspéiné
byl zarazen krok iontové vyménné chromatografie a v soucasnosti se pokousime jesté zaradit
krok vstupni frakcionace na hydroxyapatitu. Pri iontové vyménné chromatografii jsme oviem




zaznamenali oslabeni podilu podjednotky Sech, coZ naznauje mozné obtiZe pri pokusech o
purifikaci intaktniho komplexu. (UEB)

VyuZiti 2hybridniho systému v kvasince k hleddni interaktort podjednotek exocystu: Byl
proveden screening cDNA knihoven Arabidopsis s cilem vyhledat proteiny interagujici s
podjednotkami komplexu exocyst. Dosud se podarilo ovérit tri kandiddty, kteri interagovali
také po retransformaci. Byly pripraveny prvni 2-hybridni konstrukty odvozené od formind.
Probihd optimalizace metody detekce exprimovanych fiznich proteinl v burikdch kvasinek.
V rdmci tohoto pristupu jsme také zacali testovat mozné interakce exocystu s GTPdzami.
(VEB, UK)

Pldany na rok 2007:

Budeme pokracovat v optimalizaci postupu pro purifikaci komplexu exocyst. V pripadé
Uspéchu se pokusime identifikovat nékteré bilkoviny v purifikovanych frakcich pomoci
proteomickych metod. To by mohlo mit také velky vyznam pro nalezeni novych interaktord.
(VEB)

U interaktorl nalezenych 2-hybridnim pFistupem se pokusime mj. ziskat také inzeréni
mutanty v Arabidopsis. (UEB)

Bude pokracovat také klonovadni a charakterizace dalsich podjednotek exocystu. (UEB)
Budeme pokradovat v genetické i biochemické analyze reguldtord malych 6TPdz. (UEB)

V004:
Charakterizovat struktury cytoskeletu a jejich dlohu v diléich morfogennich procesech

Studium poldrni lokalizace y-tubulinu v pozdnich fdzich mitdzy: Byly navrZeny primery a
klonovdny nékteré vybrané geny Ran GTPdz. Byly popsdny zmény v poldrni lokalizaci y-tubulinu
v pozdnich fdzich mitézy a jejich vliv na sprdvny pribéh cytokineze. Bylo vyuZito ovlivnéni
modelovych organismii ldtkami ménicimi pribéh bunééného cyklu. RovnéZ jsme vyuZivali
vhodného transformovaného materidlu s cilenymi zménami v pribéhu bunééného cyklu. Byly
provddény predevim imunolokalizaéni studie a analyzy /n vivo s vyuZzitim GFP-transformantt
a lipofilnich membrdnovych barviv. Na zdkladé téchto studii byl pripraven rukopis publikace o
vyznamu y-tubulinu pro acentrozomdini nukleaci mikrotubulli (Cenklovd et al., rukopis
v priprave). (UEB)

Pldany na rok 2007 :

Budou klonovdny daldi prisluiné geny RanGTPdz a interagujicich proteint, budou pripraveny
GFP-flize a RNAi verze téchto genll, budou transformovdny bufiky a pfedevsim rostliny A.
thaliana. VlyuZijeme tranzientni exprese vyklonovanych geni v listech, v protoplastech
s vyuzitim PEG tfransfekce, pripadné vyuZijeme particle bombardment techniky, rovnéz
budeme provddét stabilni transformace rostlin A. thaliana. Zahdjime charakterizaci fenotypt
pFi eliminaci jednotlivych Ran 6TPdzovych proteind pomoci RNAi. Sou¢asné budou provedeny
imunolokalizani experimenty sledujici distribuci RanGTPdz a interagujicich proteint véetné
analyz /n vivo. Bude provedena analyza proteinovych interakci vybranych GTPdz. (UEB)



V005:
Charakterizovat ulohu vybranych signdlnich drah se zretelem na regulaci morfogeneze
rostlinné buriky

V uplynulém roce jsme se zamérili na fosfolipasu C specificky $tépici fosfatidylcholin (PC-
PLC) a na receptor pro inositoltrisfosfdt (Krinke et al., J.Exp.Bot. v tisku). V jediné, dosud
publikované prdci z roku 2005 je funkce tohoto enzymu spojovdna s reakci buriky na
nedostatek fosfdtl. Nase predbéiné vysledky nicméné ukazuji, Ze je PC-PLC i signdlnim
proteinem. Byly studovdny expresni profily PC-PLC po oSetfeni rostlin auxiny, cytokininy a
kyselinou abscisovou. Ddle byla zahdjena charakterizace inzerénich T-DNA mutantl A.
thaliana pro véech Sest gent PC-PLC. (UEB)

Uloha fosfolipidové signdlni drdhy v morfogenezi rostlinnych bunék: Byla zahdjena
charakterizace inzerénich T-DNA mutantl A. thaliana pro geny fosfolipasy D (PLD),
fosfolipasy C (PLC) a fosfatidylinositol 4-kinasy, nase kolekce byla doplnéna o linie s inzertem
v genech pro diacylglycerol kinasu (DAGK). Prehled jednotlivych inzerénich T-DNA linii a
stavu rozpracovanosti je uveden v tabulce. Zdroveri byly diky mezindrodni spoluprdci ziskdny
dva dvojité mutanty: jeden pro PI 4-kinasu typu p (soulasny knock-out genl PI4kpI a
PI4KpB2) a druhy pro PLD typu T (souéasny knock-out genli PLD{I a PLDZZ). Mutantni linie pro
jednotlivé isoformy PI 4-kinas budou v blizké dobé vyuZity k nalezeni isoformy PI 4-kinasy,
kterd je aktivovdna v odpovédi na kyselinu salicylovou (SA), jako priklad rostlinného hormonu.
Aktivaci PI 4-kinasy po plsobeni SA jsme prokdzali v préci, kterd byla neddvno odesldna do
tisku (Krinke et al. submitted). Tato aktivace vede k vyznamnému ndristu fosfatidylinositol
4 b-bisfosfdtu, ktery je jednak moduldtorem aktivity PLD a ovliviuje téz dynamiku
aktinového cytoskeletu. (spadad téz do dil¢iho cile VO04) (VSCHT)

Tabulka Stav charakterizace jednotlivych inserénich T-DNA linii.
Jméno genu Kdéd genu Linie T-DNA Stav charakterizace

PLDal At3g15730 SALK 053785 dokorteno

PLDa2 At1g52570 GABI_212E06 probiha

PLDB1 At2g42010 SALK 079133 dokorteno

PLDB2 At4g00240 SALK_113607 probiha

PLDy1 At4g11850 SALK 066687 dokorteno

PLDy2 At4g11830 SALK_089965 probiha

PLDy3 At4g11840 SALK_084335 probiha

PLD3 At4935790 SALK_023247 probiha

PLDo4 At1g55180 SALK_ 017905 neni objednano

PLDa3 At5g25370 SALK_130690 neni objednano

PLDC1 At3g16785 SALK_083090 dokorteno
SALK 094369 dokorteno

PLDC2 At3g05630 SALK 119084 dokorteno

PLDC_double - - darovano (Arnould Savouré)

PLC1 At5g58670 SALK_025769 dokorteno

PLC2 At3g08510 SALK_152284 probiha

PLC3 At4g38530 SALK_054406 dokorteno

PLC4 At5g58700 GABI_832F07 neni objednano

PLC5 At5g58690 SALK 144469 dokorteno

PLC6 At2g40116 GABI_104C08 dokorteno

PLC7 At3g55940 SALK_044778 dokorteno
SALK 030333 dokorteno

PLCS8 At3g47290 SALK_150154 neni objednano

PLC9 At3g47220 SALK_ 025949 neni objednano




DAGK1 At5g07920 SALK 053412 dokorteno

DAGK?2 At5g63770 SALK 063328 dokorteno

Pl4Ka2 At19g51040 SALK_046774 probiha

PI4KpB1 At5g64070 SALK_040479 dokorteno

PI14Kp2 At5g09350 SALK_098069 dokorteno
P14KpB_double - - darovano (Erik Nielsen)

Studium interakce PLD s tubulinem: Dvojity knock-out mutant gend PLD{I a PLDC2 bude
predevsim slouzit jako negativni kontrola k potvrzeni interakce PLD s tubulinem pomoci
méreni aktivity PLDZ (PXPH PLD) /n vitro v pritomnosti tubulinu. Na zdkladé zndmé regulace
aktivity lidské fosfolipasy D2 interakci s tubulinem a existujici homologie tubulin-vdzajici
domény hPLD2 s rostlinnou PLD{Z,2 predpokldddme interakci i moznou regulaci akftivity
rostlinné PLDT1,2 interakci s tubulinem. Prvni vysledky naznaluji dvojndsobné zvyseni
aktivity tohoto enzymu po vzdjemné interakci. (spadd téz do dil¢iho cile VOO4) (VSCHT)
Interakci jiné isoformy fosfolipasy DB (C2PLD) s monomernim a polymernim aktinem jsme
prokdzali v prdci, kterd bude v nejbliZSich dnech odesldna do Easopisu FEBS Letters. V prdci
jsme ukdzali, ze Ca * hraji dlleZitou Glohu pFi téchto /n vitro interakcich. Zatimco F-aktin
v pFitomnosti vdpenatych iontd zvysil aktivitu PLD, G aktin ji naopak sniZil. Déle jsme provedli
sekvenéni analyzu domény vdzajici aktin u eukaryotickych fosfolipas D. Vysledky ukazuji na
moznost, Ze interakce fosfolipasy Dp s aktinem je zprostiedkovand uréitymi konservovanymi
aminokyselinovymi zbytky vPLD doméné vdzajici aktin. (spadd téz do dil¢itho cile VOO04)
(VSCHT)

Specifickd funkce vybranych PLD pylovych ld¢ek tabdku: V pylu tabdku (podobné jako
Arabidopsis) se exprimuje Fada paralogti PLD. Pomoci techniky PCR s degenerovanymi primery
se podarilo ziskat ¢dstecné sekvence cDNA dvou fosfolipdz typu D aktivnich v tabdkovém
pylu. Byla zavedena technika RACE pro doplnéni chybéjicich ¢dsti sekvenci, probihaji PCR a
sekvenovdni jednotlivych zajimavych produktdl. Cdstecnych sekvenci ziskanych z pylovych
laéek tabdku pomoci RT-PCR jsme vyuZili k ndvrhu antisense-oligonukleotidl, které specificky
inhibuji PLDB &i PLD (spadd i pod diléi cil VOO4). (VUEB, UK)

NADPH oxidasy jako potencidlni hraé v PLD/PA signalizaci: Byla klonovdna a sekvenovdna
parcidlni cDNA sekvence NADPH oxidasy, kterd je pritomna v pylu tabdku. Ve spoluprdci s
tymem UEB byla zavedena metodika in-gel assay pro stanoveni aktivity NADPH oxiddzy
zejména v kontextu modulace genové exprese pomoci transfekce rostoucich lacek antisense
oligonukleotidy, které byly navrZeny na zdkladé zjisténé sekvence. Publikace je v pripraveé.
(UK)

NADPH oxidasy a reaktivni formy kysliku (ROS) v poldrnim ristu pylovych ldéek: Na
rostoucich 3pickdch pylovych ld¢ek Fady druhll krytosemennych rostlin byla zji§téna tvorba
reaktivnich forem kysliku podobné, jako tomu je u rostoucich korenovych vldski. ProtoZe
tato aktivita je brzdéna DPI, ktery inhibuje NADPH-zdvislé oxiddzy (NOX), hledali jsme
zprvu bioinformatickymi prostredky prislusné oxiddzy v transkriptomu pylu Arabidopsis.
Zjistili jsme, Ze pyl obsahuje specifickou podtfidu NOX a pomoci degenerovanych primert a
PCR se ndm podarilo naklonovat prislusné homology z pylu tabdku. Zavedli jsme také metodiku
stanoveni aktivity NADPH oxidasy po separaci nativni elektroforézou v gelu. Tato metoda a
PCR ndm umoznily prokdzat, Ze pri pouZiti modifikovanych antisense-oligonukleotidi jsme
schopni specificky potladit genovou expresi a také aktivitu NOX v pylovych la¢kdch. To je
spojeno s poklesem produkce ROS na $pi¢ce a zpomalenim ristu lIdéek. Tato prdce md také
velky metodicky vyznam, protoZe komplexné dokumentuje funkénost dosud mdlo vyuZzivané
metody inhibice genové exprese pomoci antisense-oligonukleotidl u rostlin. Zjistili jsme
také, Ze aktivita pylovych NOX je silné stimulovdna vdpnikem. Publikace je zasldna do tisku
(Potocky et al. submitted). (UEB)




PA fosfatasy: Bylo zji§téno, Ze propranolol, inhibitor PA fosfatas, stimuluje rist pylovych
lacek podobné jako sama kyselina fosfatidovd. Bylo provedeno bioinformatické vyhodnoceni
dostupnych informaci o poCtu a expresnim profilu PA fosfatdz u Arabidopsis a jejich
sekvence porovndny s dostupnymi sekvencemi z Celedi Solanaceae. Na zdkladé téchto
informaci byla zaklonovdna a osekvenovdna kompletni CDS PA fosfatdzy z pylu tabdku a byly
navrZeny antisense oligonukleotidy pro potlaceni exprese genu. (UK)

Interakce mezi hormony a geny KNOX v Easném vyvoji semendékl Arabidopsis thaliana.
Rostlinné hormony Fidi vyvoj rostlin modulaci exprese specifickych regulaénich gend. Je
zkoumdna hormondlni regulace genové exprese rodiny KNOX genli Arabidopsis thaliana. Vedle
aplikace exogennich hormonil je ke zvySeni hladin endogennich cytokinind (CK) vyuZit systém
regulovatelné genové exprese - pOp-ipt/LhGR. Plsobeni exogennich hormont (auxin, kyselina
abscisovd, cytokininy, etylén a gibereliny) nevyvolalo ektopickou expresi genu BP. Exprese BP
byla silné sniZend plsobenim kyseliny abscisové, naproti tomu auxiny ji zvy3ovaly v korelaci s
auxiny indukovanou iniciaci meristémd postrannich kofend, v nichZ je BP silné exprimovdn.
Exprese BP nebyla vyznamné ovlivnéna krdtkodobym exogennim pilsobenim ostatnich
testovanych hormonll na drovni celistvych semendékd. Orgdnové specifickd diferencidlni
regulace exprese KNOX genl byla pozorovdna v pribéhu krdtkodobé indukce IPT
(isopentenyltransferasy, vstupniho enzymu biosyntézy cytokininl). Zatimco exprese nékolika
KNOX gent byla indukovdna do nizkého stupné, specifické potlaéeni exprese STM bylo
pozorovdno v hypokotylech. Toto potlaceni exprese STM bylo daleko vyraznéjsi pri nizkych
intenzitdch svétla. Dlouhodobé plsobeni CK vedlo ke zvy$eni hladin nékolika KNOXT
transkriptl v hypokotylech. Pozorované zvyseni korelovalo s radidlni expanzi vaskuldrnich
pletiv, které jsou hlavni doménou exprese KNOXI gend. Z toho lIze usuzovat, Ze cytokininy
maji pouze maly nebo Zddny primy vliv na aktivitu promotorli KNOXI gent v hypokotylech.
Citlivost k plsobenim hormont nebyla zménéna u mutanta se ztrdtou funkce genu BP.
Konstitutivné zvySend exprese genu BP vedla k redukci délky a poétu postrannich kofend,
zatimco hlavni kofen nebyl ovlivnén. Tyto semendcky vykazovaly nizké, ale prikazné zmény v
citlivosti k plisobeni kyseliny abscisové, cytokinin a prekurzoru etylénu. Zajimavym zjigténim
je skuteénost, Ze indukce exprese genli indukovatelnych plisobenim cytokinini byla
pozorovdna v kotyledonech drive nez doslo k indukci IPT, coZ svéd¢i o rychlém transportu
cytokininl z jinych &dsti semendku. (MZLU)

Regulace genové exprese u rodiny AHP genl Arabidopsis thaliana. U vy$Sich rostlin se
dvoukomponentni systém (castni pFenosu signdlu nékterych hormont a reakci na stres nebo
zménu svételnych podminek. Faktory s prenasecovou doménou (AHP) transportuji fosfatovou
skupinu z receptorl umisténych v membrdndch na reguldtory odpovédi. Doposud bylo
identifikovdno 5 AHP faktord. Metodou RT-PCR v redlném Ease je studovdn vliv cytokinint na
expresi rodiny AHP genil v semendécich Arabidopsis thaliana. Byl srovndvdn rozdil v ptsobeni
exogenné aplikovanych aromatickych cytokinind a cytokininG isoprenoidniho typu
produkovanych enzymem isopentyltransferasou (IPT). Po aktivaci exprese IPT byl
zaznamendn vyrazny ndrist derivdtl trans-zeatinu a pouze minimdlni zmény v mnoZstvi
ostatnich isoprenoidnich cytokinind. K prechodnému ndrlstu exprese AHP1-4 doslo po
krdtkodobém plsobeni jak aromatickych tak i isoprenoidnich cytokinind. Pokud vdak byly
semendéky kultivovdny dlouhodobé v pFitomnosti cytokinind, byl pozorovdn ndrlst exprese
pouze po aplikaci aromatickych cytokinind a nikoliv pFi dlouhodobé indukci exprese IPT. Toto
zjisténi je dal$im nepfimym dikazem rozdilnych (&inkd aromatickych a isoprenoidnich
cytokinint. (MZLU)

Analyza struktury a funkce AHP proteind: V rostliné Arabidopsis thaliana bylo popsdno $est
genl kédujicich HPt proteiny (histidine-containing phosphotransmitter - proteiny prendsejici
fosfdt pres histidin). Pét z téchto Sesti genl (AHPI-5) kéduje proteiny s konzervovanym
histidinem a Sesty (AHP6) obsahuje misto histidinu asparagin. Vyhleddvdnim v cDNA
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knihovndch Arabidopsis se ndm podarilo ziskat dplnou cDNA vdech Sesti AHP genl a
naklonovat ji do rlznych expresnich vektorl. Tyto vektory byly transformovdny do
expresnich kmenl £ coli a byla analyzovdna hladina jejich exprese. Viechny proteiny se
podarilo ziskat v rozpustné frakci; proteiny AHP1-3 a AHP5 jsou produkovdny s relativné
vysokou vytéZnosti, na rozdil od proteini AHP4 a AHP6, u nichZ je vytéZek exprese nizky.
Proto byla a je realizovdna Fada novych expresnich screent, které by mohly vést ke zvyseni
produkce obou proteind. V sou¢asné dobé je také optimalizovdna purifikace AHP proteint
pomoci FPLC. Predpokldddme, Ze i pres nizké vytézky AHP4 a AHP6 se ndm podari pripravit
viechny AHP proteiny v mnoZstvi a Cistoté potrrebné pro jejich krystalizaci. Paralelné byly
pripraveny polyklondini krdli¢i protildtky proti véem uvedenym AHP proteindm. Krdlici byli
imunizovdni peptidy simulujicimi vybrané epitopy AHP proteini tak, aby mezi nimi nevznikala
kriZovd reakce. V souasné dobé jsou pripravené protildtky testovdny. (MU)

Role predpoklddané receptorové histidinkinasy CKI1 v regulaci vhimdni cytokinind u rostlin,
priprava _homozygotnich linii se shiZenou expresi CKII a jejich fenotypovd analyza: Byla
provedena selekce transgennich linii homozygotnich pro konstrukt umozrujici represi
exprese genu CKII mechanismem RNA-interference (RNAi). U téchto rostlin byly zjistény
zajimavé fenotypové projevy a v souCasné dobé probihaji podrobnéjsi analyzy korelace
zjiténych fenotypovych projevi s mirou exprese CKIZ pomoci Q RT PCR. Tyto vysledky
budou soudsti spole¢né publikace se spolupracujicim pracovistém z Jizni Korey (Dr. Ildoo
Hwang) a Biofyzikdlnim tstavem AV CR v Brné (doc. Brzobohaty), jejiz rukopis v sou¢asnosti
pripravujeme. (MU)

Priprava EMS knihovny pro detekci mutantd se zménou exprese genu CKII: Byla provedena
EMS mutageneze a vyseti cca 1.800 transgennich linii Arabidopsis thaliana, nesoucich
konstrukt s markerovym genem widA pod kontrolou promotoru genu CKII (pCKII::uidA). Byla
sebrdna semena jednotlivych linii a v souasnosti probihd analyza expresniho vzorce genu
CKI1 u jednotlivych mutantnich linii pomoci systému pro automatickou mikroskopii ..slide".
Jednd se pravdépodobné o prvni vyuziti tohoto systému pro tyto aplikace a predpokldddme i
metodickou publikaci na toto téma. V souCasné dobé jsme pomoci systému ,.slide" dokoncili
analyzu asi 250 linii a identifikovali jsme priblizné 20 linii s odchylkami v expresi €K1, které
Ize rozdélit do cca 8 fenotypovych trid. V soucasné dobé probihd jednak analyza zbyvajicich
linii, jednak podrobnéjsi genetickd i molekuldrni analyza jiz identifikovanych linii s
predpoklddanou zménou exprese CKIZ. (MU)

Analyza vztahll mezi strukturou a funkci proteind podilejicich se na prenosu cytokininového
signdlu, analyza struktury a funkce prijimaové domény CKI1: Byla purifikovdna prijimacova
doména CKI1 (RD - receiver domain) v Cistoté a mnoZstvi potfebném pro krystalizaci
proteinu. Pro analyzu mechanizmu prenosu signdlu pomoci CKI1 jsme klonovali ¢dst genu CKTIZ,
kédujici tzv. prijimacovou doménu CKI1 a provedli jeji expresi v £ coli. Ve spoluprdci s dr.
Lubicou Urbanikovou z Ustavu molekuldrnej bioldgie SAV v Bratislavé byla tato doména
krystalizovdna. Krystaly vSak vykazovaly dvojitou symetrii, a proto se v soucasné dobé
zaméfujeme na optimalizaci technik, které by vedly k ziskdni kvalitnéjsich krystal. (MU)
Proteomickd analyza ranych odpovédi na cytokininy: Recentné byly publikovdny vysledky,
ukazujici na pomérné rychlé zmény v genové expresi bezprostrredné po aplikaci exogennich
cytokininl. V sou¢asné dobé pripravujeme analyzu zmén proteomu v ranych stddiich po
aplikaci exogennich cytokininl, coz by ndm mélo umoZnit identifikovat cilové proteiny
zprostredkovdvajici rané odpovédi rostlinnych bunék na zvySenou hladinu exogennich
cytokinind. (MU)

Analyza interakci cytokininl a auxind a jejich role pfi morfogenezi rostlin de novo: Pro
identifikaci molekuldrni podstaty vzdjemnych interakci mezi cytokininy a auxiny, které jsou
kritické pro vysledny morfogenni efekt, jsme se rozhodli vyuzit hypokotylovy test
v kombinaci s mikroskopickou a biochemickou analyzou. PouZili jsme celou Fadu riznych
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markerovych linii, jejichz podrobnou mikroskopickou analyzu prdvé dokonujeme. Ziskané
vysledky ukazuji na dosud nezjisténé procesy béhem hormondlné podminéné morfogeneze u
rostlin de novo a naznaluji jejich obecnou platnost a univerzalitu hormondiné podminénych
vyvojovych programi i béhem prirozené ontogeneze. V sou€asnosti tyto vysledky
sumarizujeme a predpokldddme jejich publikovani béhem pristiho kalenddrniho roku. (MU)
Role symplastickych poli pro morfogenezi primdrni kiry korfene: Byla optimalizovdna metodika
detekce adhezivnich domén plasmalemy a bunécné stény. ProtoZe lze predpoklddat, Ze
lokalizace téchto domén je v primdrni kife uréena hlavné frekvenci poli¢ek plasmodesmd, tak
byla pouZita jako jedno z kriterii, pro vyhodnoceni preferencniho sméru komunikace bunék
primdrni kiry béhem diferenciace. Tato charakteristika byla doplnéna lokalizaci kalosy, pro
niz byl optimalizovdn postup fixace a imunolokalizace. (UK)

Znaleni plasmodesmi virovymi ,movement proteiny" /n vivo: Jsou pFipravovdny transgenni
linie pro znafeni plasmodesmii s vyuZitim virovych ,movement proteini® flzovanych
s fluorescenénimi proteiny. Ty umoZni kvantifikaci a vytvoreni plasmodesmogrami, podél osy
vyvijejiciho se korene. (UK)

Pldany na rok 2007:

PFiprava a charakterizace T-DNA mutantl A. thaliana pro viech 3Sest genl PC-PLC
(pokraovdni), pripadné priprava dvojitych mutantl. Dokonena bude studie expresnich
profildl po odetient rostlin rostlinnymi hormony. Ve spoluprdci s VSCHT bude studovdna role
PLD v pfenosu cytokininovych signdld. (UEB)

Dokonéeni charakterizace chybéjicich T-DNA mutantl enzymi fosfoinositidového signdlniho
systému, ziskdni dostate¢ného mnozstvi semen (VSCHT)

Identifikace a charakterizace fosfolipas G&astnicich se prenosl signdli cytokinind resp.
auxinl (VSCHT)

Studium interakce fosfolipasy D (PLDC1,2) s tubulinem /n vitro (VSCHT)

Ziskdni kompletnéjsich sekvenci zejména jednotlivych izoforem PLD (pokracovdni) - se
zaméfenim na vyhleddvdni interakci téchto proteinl zejména pomoci kvasinkového
dvouhybridniho testu a zkoumdni zapojeni funkce téchto proteind v signdlnich kaskdddch
poldrniho rastu. (UK)

Charakterizace klonl ziskanych z 2-hybridniho screeningu ¢cDNA knihoven a identifikace
daldich interagujicich proteint touto metodou. (UK)

V souvislosti s NOX a tvorbou ROS v pylovych la¢kdch bude rozpracovdana metoda sledovani
spotreby kysliku rostoucimi lda¢kami tabdku a budou ddle studovdany mozné funkce ROS
v ristu la¢ek, také v moZné interakci se signalizaci spojenou s aktivitou PLD. (UEB)

Analyza struktury a funkce AHP proteind - pokraovdni (MU)

Genetickd i molekuldrni analyza transgennich linii A. thaliana s predpoklddanou zménou
exprese CKI1 (MU)

Analyza struktury a funkce prijimacové domény CKI1 - pokracovdni (MU)

Uréeni specifity cytokininovych receptorl z A. thaliana (AHK2, AHK3 a CRE1/AHK4) z
hlediska vztahli mezi strukturou a aktivitou novych cytokininovych derivdti a jejich
antagonistl. Studium funkce cytokinind v regulaci bunééného cyklu, a to na drovni jeho
komponent, napf. cdk, cyklinl, pFirozenych proteinovych inhibitort cdk a rovnéz CDC25-
fosfatas (VUEB)

Proteomickad analyza ranych odpovédi na cytokininy - pokracovani (MU)

Dokonceni dokumentace a vyhodnoceni orientace adhezivhich domén a jejich zmén béhem
diferenciace kofene. Ovérit lokalizaci kalosy do poli plasmodesmii ha drovni EM (UK)
Pokra&ovdni pFipravy transgennich linii pro lokalizaci plasmodesmi /71 vivo (UK)

Pokralovdni studia interakce mezi hormony a KNOX geny v Casném vyvoji semendlki
Arabidopsis thaliana (MZLU)
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Pokragovdni analyzy regulace genové exprese u rodiny AHP gend Arabidopsis thaliana
(MZLV)

vV0oO07:
Poznat a charakterizovat mechanizmy homeostdze fytohormoni auxinového a cytokininového
typu ve vztahu k regulaci morfogeneze

Farnesylace isopentenyltransferasy, vstupniho enzymu biosyntézy cytokinind: Ve spoluprdci
s laboratori Prof. W. Gruissema (Swiss Federal Institute of Technology, Curych) bylo
zjisténo, Ze jeden z deviti enzymll zapojenych do biosyntézy cytokinini (AfIPT3) je post-
translaéné farnesylovdn. Sledovdni exprese fluorescencéné znaceného enzymu (GFP-AfIPT3)
v rostlinach Arabidopsis ukdzalo, Ze na farnesyl-positivhim pozadi (WT) je enzym smérovdn
do jadra, zatimco pri expresi ha farnesyl-negativhim pozadi (mutant eral-2) je enzym
akumulovdn v plastidech. Ndhrada farnesyl-vazebného cysteinu v CaaX motivu serinem
v molekule IPT3 blokovala nejen farnesylaci, ale téz katalytickou aktivitu enzymu. Jednd se o
prvni  zjisténi dudlni funkce vazebného cysteinu v prenylaci a katalytické aktivité
isoprenylovaného enzymu. ZvySend exprese IPT3 je spojena s akumulaci isoprenoidnich
cytokinini a to zejména N7-glukosidu isopentenyladeninu (iP7G). Metabolickd preména
primdrnich produktl biosyntézy cytokinini na biologicky neaktivni iP7G predstavuje jeden
z kli¢ovych mechanizml hormondlni homeostdze v rostlindch Arabidopsis. (UEB)

Role poldrniho transportu auxinu v uvolfiovdni pupent z apikdlni dominance: Objasnéni
genetického zdkladu, ktery podmiriuje rast a vyvoj rostlin, se prudce rozviji. Jako priklady
je moZno uvést polarizace osy apex-bdze u embryi, tvorba primordii orgdnd z bunék
stonkového apikdlniho meristému (SAM) a jejich prostorové umisténi - fylotaxe, polarita a
tvar listl a ddle vyvojové prechody, jako jsou juvenilni - dospélé listy, prechod z
vegetativniho do reprodukéniho vyvoje a velmi dikladné prostudovany vyvoj kofene. Pro
vdechny tyto procesy jsou spoleCnym jmenovatelem gradienty auxinu mezi jednotlivymi
skupinami bunék, umozriované poldrnim transportem auxinu, ktery je zprostredkovdn skupinou
PIN/AUX proteind. Jednim z vyvojovych procesi u rostlin, ktery je studovdn jiz vice nez 100
let je apikdlni dominance a s ni souvisejici pfechod inhibovaného (dormantniho) axildrniho
pupene do aktivniho rlistu po dekapitaci rostliny, ktery stdle neni zcela objasnén. Proto byl v
axildrnich pupenech a ve stonku sledovdn poldrni transport auxini (PAT) pomoci radioaktivné
znalenych auxinl a pomoci imunolokalizace PIN1, po uvolnéni z apikdIni dominance. Ddle byly
sledovdny zmény exprese genl (¢astnicich se poldrniho transportu auxinu (PIN1 a AUX1) a
genu Ulastniciho se udrzovdni dormance pupenu (DRM1) v axildrnich pupenech béhem
uvolriovdni z apikdlni dominance. Uvolnéni z apikdlni dominance je provddéno jednak dekapitaci
a také aplikaci cytokininu na axildarni pupen intaktni rostliny. Je také studovdna moZznost
udrzeni apikdlni dominance ndhradou odstranéného apexu aplikaci auxinu a vliv této aplikace
na zmény genové exprese v axildrnich pupenech. (MZLU)

Do linii umoZriujicich regulovatelnou expresi genu pro biosyntézu cytokinind (CaMV
355>GR>ipt linie) byl pomoci kriZzeni vnesen transgen pro detekci tvorby lokdlnich maxim
auxind (DR5::6US a DR5rev::GFP). Byla provedena fenotypovd analyza vyvojové specifické
odpovédi téchto linii na indukci endogennich hladin cytokinind jak na trovni zmény morfologie
a ristu korene, tak na drovni zmén v tvorbé lokdlnich maxim auxind. (MU)
Vyvinuti/optimalizace metod potifebnych pro stanoveni rostlinnych hormont a méreni aktivity
enzymi jejich metabolismu:

Byla vyvinuta metoda electrospray liquid chromatography-mass spectrometry (LC-ESI-MS) s
detekénim limitem okolo 100 fmol. TAC umoZnila rychlou, jednostupfiovou pripravu vzorkd
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pred touto analyzou. Technologie LC-ESI-MS a LC-ELISA byly pouzity pro srovndvaci
stanoveni hladin endogenni kyseliny abscisové v imunoafinitné precisténych extraktech
z listd normdlnich a vodou stresovanych rostlin MNicotiana tabacum L. Tento analyticky
pFistup byl validovdn pomoci deuteriem- a tritiem-znalenych internich standardd. IAC se
ukdzala jako vysoce efektivni, citlivd a pohodind metoda pro isolaci cilového analytu z
rostlinném materidlu (Hradecka et al., J. Chromatogr. v tisku). (UEB)

Ddle se ndm podarilo vyvinout metodu ELISA pro méreni 24-epikastasteronu a pribuznych
brasinolidovych analog s detekénim rozsahem od 0.005 do 50 pmol. Polyklondlni protildtky
pouzivané vtomto testu byly pripraveny proti  konjugdtu 24-epikastasteron
carboxymethyloximu s hovézim sérovym albuminem a vykazovaly velmi vysokou specifitu pro
24-epibrasinosteroidy. Prirozené brasinosteroidy (BR), napf. brasinolid a 24-epibrasinolid,
vykazovaly relativné vysoké kriZové-reaktivity s pripravenymi protilatkami, kdeZzto ostatni
BR analoga s p-orientovanymi hydroxylovymi skupinami na C-2, C-3, C-22, a €23 ztrdcely
imunoreaktivitu. Za pouZiti interni standardizace, zfed'ovacich testl, recovery autentického
[*H]24-epikastasteronu a imunohistogramli jsem prokdzali, Ze ELISA je aplikovatelnd pro
stanoveni hladiny 24-epibrasinosteroiddi v &istych rostlinnych extraktech. RovnéZ byla
vyvinuta vysoce citlivd technologie zaloZend na LC-ESI-MS (LOD: 50 fmol) a vysledky byly
porovndny s HPLC-ELISA (Swaczynovd et al., J. Plant Growth Regul. v tisku). (UEB)

Pro experimentdlni modelové organismy, zvolené pro reseni problematiky Centra (tabdk,
Arabidopsis thaliana), byla optimalizovdna radioizotopovd metoda stanoveni aktivity
cytokininoxidasy/dehydrogenasy (CKX) in vitro. PFiddnim elektronovych akceptort (napf. 2,6-
dichloroindofenolu) do reakéni smési bylo dosaZeno vyrazného zvyseni citlivosti metody
umozriujici detekovat aktivitu CKX uz v miligramovych mnozstvich rostlinného materidlu pri
zachovdni nizké koncentrace substrdtového cytokininu (na rozdil od drive popsanych
kolorimetrickych technik) a priblizujici tak podminky stanoveni /n vitro skutecnému
fyziologickému stavu rostliny (Sykorovd et al., 2006 poster). Mezi obéma experimentdlnimi
modely (tabdk, Arabidopsis) byly uvedenym postupem zjistény rozdily v substrdatové specifité
CKX (na zdkladé kompetiénich testl i s vyuZitim radioaktivné znalenych substrdtovych
cytokininl) tykajici se zejména degradace trans- a cis-zeatinu (pfedbézné vysledky). (UEB)

Pldany na rok 2007:

Stanoveni vlivu zvySené exprese IPT3 na farnesyl-positivnim a farnesyl-negativnim pozadi na
zmeny fenotypu rostlin Arabidopsis. (UEB)

Stanoveni vlivu zvySené exprese IPT a CKX na hladiny a metabolismus cis-zeatinu, provéreni
moznosti degradace cis-zeatinu aktivitou CKX. (UEB)

Molekuldrni determinace substrdtové specificity beta-glukoziddz uvolfiujicich aktivni
cytokininy z jejich O-glukozidd. (MZLUV)

Role vakuoly v procesu reverzibilni glukozylace cytokinind, jednoho z prvka jejich
homeostdze. (MZLU)

Studium expresnich profild PsDRM1, PsAD1, PsPIN1 a PsAUX1 a imunolokalizace PsPIN1 v
pupenech, které jsou po dekapitaci dominantnim vyristajicim pupenem opét inhibovény. Vliv
riizného zplsobu vymanéni z apikdlni dominance (dekapitaci, aplikaci cytokinnu na axildrni
pupen intaktni rostliny, aplikace inhibitoru poldrniho transportu auxinu na stonek) na zmény
genové exprese v axildrnich pupenech. (MZLU)

Bude provedeno dokonéeni fenotypovych a molekuldrnich analyz kfizencl linii CaMV
355>GR>ipt a DR5::GUS (CaMV 35S5>GR>uid A ). Ve spoluprdci s Centrem biostatistiky a
analyz (CBA) MU bude provedeno statistické vyhodnoceni dosaZenych vysledkd, které budou
publikovdny v mezindrodnim ¢asopise. (MU)

Sledovdni pFijmu a metabolismu znaéenych cytokinint (derivdtl isopentenyladeninu a zeatinu)
v izolovanych chloroplastech tabdku. (UEB)
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Vyvoj novych technologii pro stanoveni auxinl, které budou zaloZeny na generickych
protildtkdch pro auxiny, tzn. Ze budou schopny vdzat velké mnoZstvi metabolitd IAA. Tyto
protildtky budou vyuZity k pfipravé imunokolon a ndsledné purifikaci vzorkl imunoafinitni
chromatografii a k analyze HPLC/MS/MS. (VEB)

Zavedeni mikrodisekce jednotlivych rostlinnych bunék a optimalizace analyz rostlinnych
hormondl na buné¢né drovni pomoci UPLC/MS/MS. Tato technologie bude aplikovdna poprvé
na svéracich bufikdch praduchi u rostlin vystavenych stresu suchem. (UEB)

Vyvoj novych technologii pro stanoveni brasinosteroidd v transgennich rostlindch a
mutantech A. thaliana. Tyto technologie by mély byt zaloZzeny na co nejkomplexnéjsich
analyzdch metabolitl  brasinosteroidd s vyuZitim imunoafinitni  chromatografie a
UPLC/MS/MS. (UEB)

V006:
Zavést a optimalizovat optické metody lokalni detekce fyzikalné-chemickych veliin s velmi
jemnym prostorovym rozloZenim pro studium bunéénych struktur

V pribéhu prvniho roku reSeni byly prdce na projektu, v souladu s pldnovanymi dkoly,
zaméreny na teoretickou analyzu vhodnych typt vidknového taperu (rozméry ziZeni a $picky
vldkna), na experimentdlni pfipravu vhodnych tapert, na jejich mechanickou ochranu, na
mechanické opracovdni jejich koncl (Fez, zkoseni) a na identifikaci vhodnych prevodnikid ve
vazbé na volbu vhodné metody optické detekce. Zdvéry teoretické analyzy tvard
adiabatického taperu jsou shrnuty v disertacni prdci (Martan 2006). Souldsti této prdce
bylo i dokonéeni experimentdlniho zarizeni umoZzrujiciho praktickou pripravu a vyvoj
technologie taZeni taperl na zdkladé tvdreni kiemennych skel plamenem. S vyuZitim této
technologie byly experimentdiné pripraveny vzorky tapert vldken. Pro srovndni byly té%
pripraveny vzorky rizenym odleptdvdnim vlidken smési kyselin. Jako nejvhodnéjsi se ukdzala
leptaci smés HF:HNOs:H,O v poméru 1:1:1. Celkové v3ak bylo dosaZeno lepSich vlastnosti
(zejména mechanickych) postupem zalozenym na plamenovém tvdreni. Byl vyvinut postup
mechanické ochrany pFipravenych taperd spolivajici v jejich dodate¢ném pokryti vhodnou
polymerni vrstvou neprodlené po ukonéeni tvarovacich procest (maximdlné desitky sekund).
Byly vypracovdny postupy pro zpracovdni taperl - Fezdni ziZené &dsti (s primérem cca
jednotek mikrometra) a jeji zabrudovdni pod definovanym thlem pomoci lapovacich filmd.
Alternativné byl téZ vyvijen postup pFipravy detekénich elementl zaloZenych na jiném typu
optického vldkna (Solafik et al. 2006 a,b). Cesta optickych tapert se vdak na zdkladé
provedenych praci ukdzala jako nosnd. Vysledky ziskané v oblasti vyvoje optického hardwaru
byly souhrnné presentovdny ve zvané predndsce v Mad'arsku (Kasik et al. 2006).

Na zdkladé analyzy literatury o optickych detekénich metoddch byl pro tento projekt,
navrzen jako vhodny fluorescenéni princip detekce zaloZeny na méreni zmén fluorescenénich
prevodnikdl zachycenych na jednovidovém taperu v reflexnim uspordddni. S ohledem na tento
pristup byly testovdny pH fluorescencni prevodniky fluorescein, 5(6)-carboxyfluorescein,
6,8-dihydroxy-1,3-pyrenedisulfonic acid disodium salt (Sigma-Aldrich 37920, DHPDS), 3-
cyanoumbelliferone (Sigma-Aldrich 28605) a 2',7'-bis(2-carboxyethyl)-5(6)-
carboxyfluorescein (Sigma-Aldrich 14560, BCECF). Byla zmérena objemovd absorpéni a
fluorescenéni spektra téchto prevodnikli vroztoku o pH v ofekdvaném rozsahu. Vybér
vhodnych prevodnikli pro dal$i postup vychdzel z poméru intenzit absorpce a fluorescence
pro prislusny rozsah pH (Podrazky et al. 2007 submitted) a z existence absorpcniho pdsu
v oblasti, kde jsou dostupné Cerpaci zdroje. Jako nejvhodnéjsi pracovni varianta byla zvolena
kombinace Eerpdni laserovou diodou na vinové délce 415 nm a prevodniku DHPDS. Aby se
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zabrdnilo zni€eni biologickych vzorkl vysokym optickym vykonem budiciho zédreni (50 W)
interagujicim s prepardtem v omezeném prostoru ze Spicky taperu, byla navrZena pulzni
modulace. (URE)

Pldn na rok 2007 :

V oblasti vldknovych tapert bude pozornost ddle soustfedéna na vyvoj metod pripravy taperd
s dobrymi mechanickymi vlastnostmi a na vypracovdni technologickych postupli, které umoZzni
penetraci detekéniho elementu skrz bunécnou sténu.

Ddle budou vyvijeny metody pro imobilizaci pFevodnikl na taper (fixace do polymernich
vrstev nebo do vrstev tetraetoxysilanu pripravenych metodou sol-gel) a hleddny nejvhodnéjsi
prostorové konfigurace imobilizovanych vrstev. Testovdni prevodnikd probéhne nejprve v
modelovych roztocich, posléze v redinych vzorcich.

Bude realizovdna pilotni optickd sestava pro méreni pH s jemnym prostorovym rozlisenim.
Z vypracovaného ndvrhu vyplyvd, Ze bude patrné nutné pracovat se systémem o mezni vinové
délce v oblasti krdtkych vinovych délek (400-500 nm) pro dosaZeni stabilniho jednovidového
rezimu. Pro tuto spektrdlni oblast vSak rfada vldknové-optickych komponent neni bézné
dostupnd a bude nutné je experimentdlné pripravit, pro coz md pracovisté vybaveni a
Cdsteéné i know-how. Na zdkladé ziskanych vysledki bude navrZen systém pro detekci ve
fdzovém zdvésu, ktery bude prvnim krokem k ndsledné postupné optimalizaci citlivosti
optického systému. (URE)

v0O08:
Integrovat vSechny poznatky ziskané pri rFeSeni rliznych aspekti projektu a zkonstruovat
model regulace morfogeneze rostlinné buriky a orgdn

Pldany na rok 2007:

V poloviné roku 2007 bude zahdjeno pravidelné setkdvdni &lend Pesitelskych tyml centra.
Setkdni vroce 2007 bude organizovdno reditelskym tymem MU. Ulelem setkdni bude
vzdjemnd vyména informaci o pokroku praci na jednotlivych dil¢ich cilech a jejich vysledcich,
konzultace vyuZitelnych technologii a pracovnich postupl a zejména prabézné propojovdni
dosaZenych vysledki s cilem vytvorit komplexni model regulace morfogeneze rostlin.

Mezinarodni spoluprdce (nové navazané):

Jiz delsi dobu probihajici mezindrodni spoluprdce vsech partnerskych pracovist’ Centra jsou
uvedeny v ndvrhu projektu. Zde jsou uvedeny pouze mezindrodni spoluprdce nové zahdjené:

Nové zahdjené mezindrodni projekty:

UEB:

Prof. Gilinther Scherer (University of Hannover, Némecko) a Dr. Jan Martinec (UEB): poddn
bilaterdini projekt GACR-DFG .Functional analysis of a novel phosphatidylcholine - splitting
phospholipase C".

Prof. Dominique van der Straeten (Ghent Univ., Belgie) a Dr. Eva ZaZimalovd (UEB): ziskdn grant
v rdmci programu KONTAKT &. 1-2006-12: Elongace rostlinné buriky: integrace auxinového
signdlu s etylénem, brasinosteroidy a modrym svétlem
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UK:

Faculty of Biotechnology, Jagiellonian University, Krakéw, Polsko, prof. K. Strzalka: tydenni pobyt
doc. Konopdska v Krakové, dokonceni spoleéné publikace, dvoutydenni pobyt J. Beranové
v Krakové - méreni na diferencidlnim skenovacim kalorimetru

Instituto de Biologia Molecular y Cellular de Rosario, Rosario, Argentina,prof. Diego de Mendoza:
tydenni pobyt prof. C. Mansilla v Praze - konzultace o pokracovdni spoleénych pokust

VSCHT:

V rdmci reseni problematiky zabyvajici se interakci fosfolipas se strukturami cytoskeletu byla
navdzdna spoluprdce s prof. Arnould Savouré z university CNRS FRE2846, Physiologie
Cellulaire et Moléculaire des Plantes, Ivry sur Seine, France). Jeho laborator se zabyvd
suchostresem a rostlinnymi fosfolipasami.

URE:

Byla zahdjena novd mezindrodni spoluprdce s Universite de Rennes na tématice novych nanoldstic
pro fotoniku. Jejim cilem je hledat zplisoby posileni fluorescence pomoci nanostruktur pro
zvydeni citlivosti vldknovych sensord. Spoluprdce byla potvrzena zahdjenim doktordtu pod
dvojim vedenim J. Mrdzka.

Ddle byly hleddny moZnosti pripadné spoluprdce s IPHT Jena (P. Tobiska) v oblasti modelovdni a
technologie vldknovych tapert pro detekci pH.

Publikované prace
(vypracované v rdmci Centra nebo s prispénim Centra, pfirazené v databdzi RIV)

(jména pracovniki podilejicich se na prdci Centra jsou zvyraznéna, s vyjimkou prispévkd na
konferencich)

Cldnky v impaktovanych casopisech:

Abas L, Benjamins R, Malenica N, Paciorek T, Wisniewska J, Moulinier-Anzola JC, Sieberer T,
Friml J, Luschnig C (2006) Intracellular trafficking and proteolysis of the auxin efflux
facilitator PIN2 in Arabidopsis is proteasomedependent and involved in root gravitropism. -
Nature Cell Biology 8: 249-256 (IF 19,7)

Friml J, Benfey P, Benkovd E, Benett M, Berleth T, Geldner N, Grebe M, Heisler M, Hejatko J,
Jurgens G, Laux T, Lindsey K, Lukowitz W, Luschnig C, Offringa R, Scheres B, Swarup R,
Torres-Ruiz R, Weijers D, Zazimalova E (2006) Aplical-basal polarity: why plant cells don” t
standon their heads. - Trends in Plant Science 11: 12-14 (IF 9,7)

Hradecka V, Novdk O, Havli¢ek L, Strnad M: Immunoaffinity chromatography of abscisic acid
combined with electrospray liquid chromatography-mass spectrometry. - J. Chromatogr. (v
tisku) (IF 3,1)

Kiran NS, Polanska L, Fohlerové R, Mazura P, Vélkovd M, Smeral M, Zouhar J, Malbeck J,
Dobrev P, Machdckova I, Brzobohaty B (2006) Ectopic over-expression of the maize beta-
glucosidase Zm-p60.1 interfers with cytokinin homeostasis in transgenic tabacco. - J. Exp.
Bot. 57: 985-996 (IF 3,3)
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Krinke O, Novotna Z, Valentovda O and Martinec J: Inositol trisphosphate receptor in higher
plants—is it real? - J. Exp. Bot. (v tisku) (IF 3,3)

Mazura P, Fohlerova R, Brzobohaty B, Kiran NS, Janda L (2006) A new sensitive method for
enzyme kinetic studies of scare glucosides. - J. Biochem. Bioph. Meth. 68: 55-63 (IF 1,2)

Petrasek J, Mravec J, Bouchard R, Blakeslee JJ, Abas M, Seifertova D, Wisniewska J, Tadele Z,
Kubes M, Covanové M, Dhonukshe P, Skiipa P, Benkovd E, Perry L, Kieéek P, Lee OR, Fink
GR, Geisler M, Murphy AS, Luschnig C, ZaZimalova E, Friml J: PIN proteins perform a rate-
limiting function in cellular auxin efflux. - Science 312: 914-918, 2006 (IF 30,9)

Sauer M, Balla J, Luschnig C, Wisniewska J, Reinghl V, Friml J, Benkovd E (2006) Canalization of
auxin flow by Aux/IAA-ARF-dependent feed-back regulation of PIN polarity. Genes &
Development 20: 2902-2911 (IF 15,6)

Swaczynové J, Novdk O, Hauserovd E, Fuksovéd K, Sida M, Kohout L, Strnad M: New techniques
for the estimation of naturally occurring brassinosteroids. - J. Plant Growth Regul. (v tisku)
(IF 2,7)

Sebela M, Stosovd T, Havli§é J, Wielsch N, Thomas H, Zdréhal Z, Shevchenko A (2006)
Thermostable trypsin conjugates for high-throughput proteomics: synthesis and
performance evaluation. - Proteomics 6: 2959-2963 (IF 6,1)

Tvrzovd L, Schumann P, Spréer C, Sedldéek I, Pd¢ovd Z, Sedo O, Zdréhal Z, Steffen M, Lang Elke
(2006) Pseudomonas moraviensis sp. nov. and Pseudomonas vranovensis sp. nov., soil bacteria
isolated on nitroaromatic compounds, and emended description of Pseudomonas asplenii.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 56: 2657-2663 (IF 2,7)

Zazimalova E, Kreéek P, Skipa P, Hoyerova K, Petrdsek J:Polar transport of plant hormone
auxin - the role of PIN-FORMED (PIN) proteins. - Vyzddany prehledny ¢ldnek do Cell. Mol.
Life Sci., .conditionally accepted" (.after minor revision") (IF 4,8)

Disertacni prace:

T. Martan: ,Generation of supercontinuum in nonlinear microstructure optical fibre", disertaéni
prdce CVUT-FEL, 2006, anglicky

Dalsi clanky :

Brewer P, Heisler M, Hejatko J, Friml J, Benkovd E (2006) In situ hybridization for mRNA
detection in Arabidopsis tissue sections. - Nature Protocols 1: 1462-1467

Hejatko, J., Blilou, I., Brewer, P.B., Friml, J., Scheres, B. and Benkovd, E. : In situ hybridisation
technique for mRNA detection in whole mount Arabidopsis samples. - Nature Protocols 1:
1939-1946, 2006

Kaminek M, Sykorovd B, Hoyerova K, Motyka V: Mechanisms controlling cytokinin homeostasis in
plant cells. - In: Essays on Phytohormones and Signalling in Plants. K. Laukens, L. Roef, E.
Witters, eds., University of Antwerp, ISBN 90-5728-067-1, pp. 149-165, 2006
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Rukopisy v recenznim Fizeni:

Hradilova, J., Malbeck, J., Brzobohaty, B.: Cytokinin regulation of gene expression in the AHP
gene family in Arabidopsis thaliana. - Submitted, 2006

Krinke O., Ruelland E., Valentova O., Renou J.-P., Flemr M., Burketovd L., Zachowski A.: The
Arabidopsis salicylic acid-responsive transcriptome is regulated by phosphatidylinositol 4-
kinase. - Submitted (Plant J.)

Potocky M, Jones M, Bezvoda R, Smirnoff N, Zdrsky V: Reactive oxygen species produced by
NADPH oxidase are involved in pollen tube growth. - Submitted, 2006

Soucek, P., Klima, P., Rekova, A., Brzobohaty, B.. Cross-talk between hormones and ANOX
genes in early Arabidopsis seedling development. - Submitted, 2006

Spichal L, Krystof V, Paprskdrovda M, Lenobel R, Styskala J, Binarova P, Cenklova V, De Veylder
L, Kontopidis 6, Fischer PM, Schmiilling T, Strnad M: Classical anticytokinins do not
interact with cytokinin receptors, but inhibit cyclin-dependent kinases. - J. Biol. Chem.,
submitted, 2006

Cldnky v pripravé - do impaktovanych Casopisi:

Cenklova V, Pochylova Z, Binarové P: Polar localization of y-tubulin during late mitosis is cell cycle
regulated and essential for regular progression through cytokinesis.

Dhonukshe P, Aniento F, Ortiz-Zapater E, Hwang I, Robinson DG, Klima P, Seifertova D, Mravec
J, Stierhof Y-D, ZaZimalovda E and Friml J: Clathrin-mediated endocytosis of plasma
membrane cargos in plants

Hoyerova K, Perry L, Hand P, Kottova J, Kocdbek T, May S, Napier R, ZaZimalova E:
Characterization of PdLAX1 Function in Arabidopsis and Tobacco. - (pripravovano pro
"resubmission” - Plant Physiol.)

Linek J., KFeéek P., Potocky M., Martinec J., Valentové O., Zdrsky V., Novotnd Z.:
Regulation of plant PIP2-dependent phospholipase D activity by actin. Bude odesldno do
Casopisu FEBS Letters

Prispévky na konferencich:
Predndsky:

Kasik I., Matéjec V., Chomdt M., Berkova D., Hayer M., Mrdzek J., Podrazky O.: ,Optical fibers for
optical sensing”, Advanced Study Course on Optical Sensing - ASCOS 2006, Tihany,
Hungary, September 2006, invited lecture.

Hejatko J, Ryu H, Borkovcovd P, Kim GT, Soufek P, Palme K, Brzobohaty B, Hwang I (2006)
Constitutive CKI1 activity modulates cytokinin signaling and regiulates vascular tissue
development in Arabidopsis. 8-th International Congress of Plant Molecular Biology, 20. - 25.
8. 2006, Adelaide, Australia, Book of Abstracts, pg 66 (predndska)

Hoyerovd, K., Jifina, M., ZaZimalovd, E.: Modeling mechanisms of cellular auxin transport. Bulletin
Ceské spolecnosti experimentdlni biologie rostlin, 2: 17, 4. Metodické dny, Srni, rijen 2006,
(predndska)
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Potocky, M., Jones, M., Bezvoda, R., Smirnoff N., Zdr‘sk)'/, V.: Reactive oxygen species produced by
NADPH oxidase are involved in pollen tube growth. XIX. International Congress on Sexual
Plant Reproduction, Budapest, Hungary, 11 - 16 July 2006 (predndska)

Zérsky, V, Potocky, M., Jones, M., Cole, R.A., Bezvoda, R., Synek, L., Pickovd, D., Fowler, J.,
Smirnoff, N., Cvrékovd, F., Hdla, M.: Proteins and lipids regulating pollen tube expansion.
XIX. International Congress on Sexual Plant Reproduction, Budapest, Hungary, 11 - 16 July
2006 (predndska)

Postery:

Cenklovd V., DoskoCilova A., Volc J., Bogre L., Binarovd P.: Downregulation of y-tubulin by RNAi in
Arabidopsis plants revealed its role in acentrosomal microtubule nucleation. Book of
abstracts: Plant biology 2006, (5.-9.8.2006, Boston, Massachusetts, USA): p 211, 2006.

Cenklovda V., Pochylova Z., Vrlik M., Binarovd P.: y-Tubulin is essential for cytokinesis in
Arabidopsis. Book of abstracts: XIV. Cytoskeletdlni klub, (17.-19.5.2006, Vranovskd Ves),
2006.

Covanovd M, Petrdsek J, ZaZimalovd E. (2006) Protoplast swelling as a measure of auxin action in
BY-2 tobacco cell culture. Bulletin Ceské spolecnosti experimentdlni biologie rostlin, 2:
54, 4. Metodické dny, Srni, Fijen 2006

Eyer L, Zdréhal Z, Sedo O, Kone&nd H, Pant@i¢ek R, Rizi¢kovd V, Preisler J, Hernychovd L, Dogkar*
J (2006) Proteom polyvalentniho stafylokokového bakteriofdga 812. In Sirotiak, Maros.
Studentskd vedeckd konferencia 2006. Zbornik recenzovanych prispevkov - biologickd a
environmentdlna sekcia. 1. zvdzok. Bratislava : Univerzita Komenského v Bratislave,
KARTPRINT od s. 41-43, 3 s

Haéla, M. Elids, M., Zdr'sk)'l V.: Rab escort protein of Arabidopsis thaliana: from cDNA to evolution
of the REP/GDI superfamily. XVth congress of FESPB, Lyon 17-21 July, 2006.

Hdla, M., Elid8, M., Zdrsky,V. : Rab prenylation in plants. SEB Plant Transport Group Meeting,
Imperial College, Wye Campus, 4-6 September 2006.

Hradilovd, J., Malbeck, J. Brzobohaty, B.: Cytokinin regulation of gene expression in the AHP
gene family in Arabidopsis thaliana. - In 34 EPSO Conference, Book of Abstracts, Visegradd,
Hungary, 28 May - 1 June 2006, p. 169

Hradilovd, J., Malbeck, J., Brzobohaty, B.: Cytokinin kinetics in binary system of inducible jp?
expression and characterization of AAHP gene family in Arabidopsis thaliana. - In 4.
Metodické dny, 1. - 4. Fijna 2006, Srni, Ceskd republika, Bulletin Ceské spole&nosti
experimentdlni biologie rostlin, 6(2) 2006, p. 62

Kiran, N.S., Benkova-Frimlovd, E., Rekovd, A., Dubovd, J., Malbeck, J., Raikhel, N.V., Brzobohaty,
B.. Retargetting a maize beta-glucosidase: evidence from intact plants that zeatin-O-
glucoside is stored in vacuole. - In XV FESPB Congress, Book of Abstracts, Lyon, France,
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Dalsi aktivity Centra:

V rdmci Centra budeme porddat cyklus metodicky zamérenych semindfid pro viechny pracovniky
Centra i pro hosty z partnerskych i dalsich instituci.
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Prvni semindr Dr. I. Konopdska a Mgr. R. FiSera (UK) jiz probéhl (27.6.2006) a jeho program
je priloZen nize:

semindr 27.6.2006:

.Co dnes prindseji fluorescencni techniky
v biologické laboratori*

PFedndgeji: Doc. RNDr. Ivo Konopdsek, CSc. a Mgr. Radovan Fiser
(Katedra genetiky a mikrobiologie, PFirodovédeckad Fakulta UK, Praha)

Program:
1) Fluorescence jako metoda
a) sondy (firmy, membrdny, proteiny, indikdtory)
b) spektra ( problém s autofluorescenci, polarita okoli, vazba ionta)
c) doba Zivota (méreni, nadéje a problémy)
d) anizotropie (membrdny, proteiny)
e) zhdseni (dostupnost sondy)
f) FRET (pravitko pro nanosvét)
2) Fluorometry, fluorescencni spektroskopici dneska, kurzy, rutina a spektroskopie
3) Co jsme v nasi skupiné délali a na co se chystdme, co je hdm nedostupné:
a) jak zachdzet s novou sondou, obvyklé problémy
b) konformace membrdnového proteinu
¢) anisotropie, jeji vizualizace, FLIM
d) vstup vdpniku do bunék (fluorometr a fluorescencni mikroskop)
e) membrdnovy potencidl na plazmatické membrdné a na membrdné mitochondrie
f) endocytdza, konfokdlni mikroskop a fluorescencni mikroskop
g) membrdnovy protein znaeny GFP, neéekané moznosti anizotropie
4) Diskuse

Dalsi semindr* je pldnovdn na leden/unor pristiho roku. Bude zaméren ha moznosti vyuziti optickych
metod pro lokdIni detekci fyzikdlné-chemickych veliin pro studium bunécnych struktur a jeho
pripravy se ujal Dr. Ivan Kasik (URE).
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