
Název úlohy:  
VIZUALIZACE ENDOPLAZMATICKÉHO RETIKULA 
 
Rostlinný materiál:  
BY-2 tabákové buňky stabilně exprimující GFP-HDEL; pokožkové buňky listů Nicotiana 
bentamiana, transientně transformované v rámci praktika konstruktem GFP-HDEL 
 
Princip vizualizace:  
GFP (green fluorescent protein, zeleně fluoreskující protein) byl izolován z medúzy Aequoria 
victoria. Tento unikátní protein obsahuje fluorofor který po excitaci 390-470 nm (modrá oblast 
spektra) emituje fluorescenci o cca 509 nm (zelená oblast spektra). GFP je protein o 230 AK a 
molekulové hmotnosti 27-30 kDa a je velmi rezistentní k denaturaci. GFP je v biologii používán 
jako molekulární značka: pomocí metod molekulární biologie je sekvence DNA kódující GFP 
spojena se sekvencí DNA kódující jiný protein. Během procesu transformace je tento gen vnesen do 
genomu rostlinné buňky. Takto transformovaná buňka přepisuje (exprimuje) tento gen a produkuje 
tak tzv. fúzní protein. Lokalizace fúzního proteinu v buňce je jednoduše pozorovatelná pod 
fluorescenčním mikroskopem. Buňku není třeba nijak barvit nebo fixovat. 
Pro pozorování endoplazmatického retikula (ER) pomocí GFP byl zkonstruován fúzní protein. 
Protein GFP zde nese N-terminální signální peptid bazické chitinázy z Arabidopsis thaliana který 
zajišťuje transport fúzního proteinu do lumenu ER. Na C-konci se nachází HDEL sekvence která 
zajišťuje udržení fúzního proteinu v lumenu ER (Haseloff et al. 1997).  
 
Obrázek č. 1: Schematická trojrozměrná struktura proteinu GFP. Fluorofor GFP vzniká cyklizací a 
oxidací 3 aminokyselin v průběhu „maturace“ – zrání proteinu. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek č. 2: Konstrukt, kódující GFP se signálními sekvencemi na C- a N-konci proteinu, 
zajišťující jeho lokalizaci v lumenu ER. 

 
Postup vizualizace: 
Stabilně transformované buňky BY-2: K pozorování použijte fluorescenční mikroskop nebo 
konfokální mikroskop. 
Tranzientní transformace pokožkových buněk listů Nicotiana bentamiana: Transformované listy 
(transformace viz protokol) odstřihněte a udržujte ve vlhkém prostředí. Pozorujte pod 
fluorescenčním a konfokálním mikroskopem. 
 
Úkol: 



Ve fluorescenčním mikroskopu a konfokálním mikroskopu pozorujte buňky stabilně exprimující 
GFP-HDEL. Popište, v jakých buněčných kompartmentech se tato struktura nachází. Popište, jak se 
liší struktura ER u dělících se a nedělících se buněk. Pro dokumentaci pohybu nasnímejte pomocí 
konfokálního mikroskopu časovou sekvenci a vytvořte z ní soubor typu AVI (video). 
Obdobným způsobem pozorujte tranzientně transformované pokožkové buňky listů Nicotiana 
bentamiana. Popište rozdíly ve struktuře této organely v pokožkových buňkách a suspenzních 
buňkách. 
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