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Isopentenyltransferasy (IPT) jsou enzymy prvniho kroku
biosyntézy rostlinnych hormonil cytokinint, které katalyzuji
prenylaci (isopentenylaci) adeninu. IPT jsou podle
substratové specifity déleny na adenylatové a tRNA.
Adenylatové IPT (EC 2.5.1.27) katalyzuji isopentenylaci
AMP, ADP nebo ATP. V genomu Arabidopsis thaliana bylo
identifikovano 7 adenylatovych IPT (AtIPT1, AtIPT3 az 8),
pficemz u téchto IPT slouzi jako donor isoprenoidniho
fetézce dimethylallyl difosfat (DMAPP) a (E)-4-hydroxy-3-
methyl-but-2-enyl difosfat (HMBDP). U AtIPT3 bylo
zjisténo, ze DMAPP slouzi nejenom jako prekurzor pro
biosyntézu, ale ze farnesyluje samotny enzym na cysteinu
333 coz ovliviiuje lokalizaci enzymu na bunécné urovni.
Obdobny aminokyselinovy motiv pro prenylaci byl nalezen
iu AtIPT7 na pozici 312. Teoreticka Cast této bakalarské
prace se soustfedi na reSerSi dosavadnich poznatki v dané
problematice. Cilem experimentalni casti je priprava
rekombinantni AtIPT7 v kvasinkovém expresnim systému

Saccharomyces cerevisiae za ucelem prenylace enzymu.

AtIPT7, expresni systém Saccharomyces cerevisiae,
posttransla¢ni modifikace, prenylace, ptiprava
rekombinantniho proteinu

60

0

Cesky

v



Bibliographical identification:

Autor’s first name and surname

Title

Type of thesis
Department

Supervisor

Consultant

The year of presentation

Abstract

Keywords

Number of pages
Number of appendices

Language

Jana Dobriskova

Preparation of recombinant AtIPT7 in Saccharomyces
cerevisiae expression system for prenylation of the enzyme
Bachelor

Department of Biophysics

Mgr. Méria Smehilova, Ph.D.

Mgr. Markéta Gemrotova, Ph.D.

2012

Isopentenyltransferases (IPTs) are enzymes involved in the
first step of biosynthesis of plant hormones cytokinins. They
catalyse prenylation (isopentenylation) of adenine molecule
forming the cytokinin. IPTs are divided depending on
substrate specifity to adenylate and tRNA isopentenyl-
transferase types. Adenylate [PTs (EC 2.5.1.27) catalyse
isopentenylation of AMP, ADP or ATP. There are
7 adenylate IPTs (AtIPT1, AtIPT3-8) in the Arabidopsis
thaliana genome. These isoforms utilize dimethyallyl
diphosphate (DMAPP) and (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-
enyl diphosphate (HMBDP) as donors of the isoprenoid side
chain. For AtIPT3 was found that DMAPP is not only the
precursor for biosynthesis, but moreover that that it
farnesylates this enzyme at cysteine 333 what influences
a subcellular localisation of the enzyme. A similar
prenylation motif was found in AtIPT7 sequence. The
experimental part of this work documents preparation of the
recombinant AtIPT7 and its mutant variant in
Saccharomyces cerevisiae expression system with aim to

elucidate the prenylation effect on the enzymes.

AtIPT7, expression system Saccharomyces cerevisiae,
posttranslational modification, prenylation, preparation of
recombinant protein

60

0

Czech



Obsah

1 CIL PRACE. cuicinscnsssusnscsmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 8
2 TEORETICKA CAST.coiucrunscsmsssssnssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 9
2.1 Posttransla¢ni modifikace proteini 9
2.1.1  ProteOlytiCKe StEPEMNI. .. .ccuiiriieiieiieiieiieetterte ettt e st et e et e et eetaesteesbe e beessessaesseesseensaenseessenssenseens 9
2.1.2  Kovalentni MO IKACE. ........eoiuieiieiiiieeiee ettt st se et 9
2.2 Prenylace proteini 11
2.3 Isopentenyltransferasy 13
2.3.1  BioSYNtEZa CYLOKINMINT .....eevuierieiieiieiieteetiesteesteeteetessesseesseesseesseesseessesssessaesaessesssesssesseesseenseenes 13
2.3.2  Charakterizace iSOpentenyltransferas.........ccccvverieriierieicieiiertee ettt 15
233 A P T3 ettt bbbt ettt b e bbbttt e b et b nae 17
2304 ALIPTT ettt b e bbbt b e bt bttt e b et et nae e 18
2.4 Ptiprava rekombinantnich proteini 19
B B R 5 4 0] (1 11 ) 3 1<) 1 1) RS 20
2.42  Exprese rekombinantniho proteinu v expresnim systému Saccharomyces cerevisiae.................. 21
EXPresni VEKEOT PYES2 ... ettt ettt ettt e e b e b et ete et e et ene e ae e e enes 21
3 EXPERIMENTALNI CAST.uuiciincsnsnssnssssssssssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssass 24
3.1 Material 24
3,101 PHStIOJOVE VYDAV c..eetietieiieie ettt ettt ettt ettt et st sa et e b e et e st e eneesbeenneenseeneeenees 24
3012 CREMUIKALIC ...c.eeiiiieiieiieee ettt a ettt b e bt bttt e e e b e 25
3.1.3  POUZILE TOZEOKY 1.vvievvieeieeiiecieecteete ettt ettt ettt etaesta e beesbeesbeessesseesseenseesseanseassenssesseeseessenssenneas 26
3.1.4  Biologicky materidl @ ENZYMY ..........cccccuerieriieriieiieieeiesieesieeteeee e stee e ebeesseesseesaessaessaeseessesnnas 28
3.2 Metody 29
3.2.1  Kultivace bakterii @ KVaSINEK ........ceeoiiiiiiiiiiei ettt 29
3.2.2  Izolace plasmidové DNA z DaKteril £. COMi....ooouiruiriiaiiiiiiiiiieeee et 30
323 PIECISENT DINA . ..ottt b ettt 30
3.2.4  Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA...........ccoooiiiiiiiiiiniireeeeeeee e 31
3.2.5  RESIIKCE DINA. ..ottt a ettt st b e s bt bt et et et na b e 31
3.2.6  AgaroSova eleKtrofOr€Za . .......cocouiiiiiiiiiiiciicciieieee et 31
3.2.7  Izolace plasmidové DNA z agaroSovych gelll........ccovvveriiriieniiiiiiieeieeetcee e 32
TR S U ¥ T T USSR 33
329  Amplifikace genll pomoCi PCR ..o 33



3.2.10 Zaklonovani amplifikovanych genti do klonovacich vektortl ...........cccevveiieiieiinienieeeeee, 36
3.2.11 SEKVENACE DINA ...ttt ettt et et e et e st e s et e bt e et e nteenteeneeeneen 37
3.2.12 TTANSTOTIMACE .....eeutieeiieie ettt ettt ettt et et e se e sae e bt et emteeaeesseenbeenbeenseeneeeneas 37
3.2.13 Exprese AtIPT7 a AtIPT7%'* v kvasinkich Saccharomyces cerevisiae ..............oovuuue.... 38
3.2.14 Piiprava bun€eného LYZAtU .........cccvevuieiieiieieeiecieeee ettt ettt be e esseeneas 39
3.2.15 Stanoveni CElKOVYCh PIrOtEINTL.......ccuiirviiiiiierieriieiieie ettt te e see e e sseebeesbeesseesaensaens 39
3.2.16 PULIIKACE PIOtEINTL.....eiuviiiiiieiieiieciieit ettt ettt st saeesbeebeesbeesbeessessaesseeseenseessenneas 40
3.2.17 SDS-PAGE ..ottt ettt ettt 40
3.2.18 Barveni proteinti v polyakrylamidovém gelu..........cooieiiiiiiiiiii i 42
3.2.19 AT 153 01 1 o) o RS SRRRT 42
3.2.20 IMUNOAELEKCE ...ttt ettt et e b et e b e e enee s 42
3.2.21 Stanoveni aktivity enzymil AtIPT7 a AtIPT7<'* v bun&&ném 1yzatu .........ooovveevveeeeenenn. 43
3.3 Vysledky 44
3.3.1  Amplifikace genti pro AtIPT7 a AtIPT7“'* a jejich zaligovani do cilového vektoru pYES2 .....44
3.3.2  Exprese proteintt AtIPT7 a AtIPT7 125 oo 47
3.3.3  Imunodetekce proteintt AtIPT7 a AtIPT7S 2 i 49
3.3.4  Stanoveni aktivity enzymii AtIPT7 a AtIPT7%'® v bun&&ném 1yzAatu .........o.covvvveeveeeeeeeee. 51
3.4 Diskuze 52
B ZAVER oectescsnscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 54
5 SEZNAM LITERATURY ..vviiicnisnniccssssnrecsssssssecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 55
6  SEZNAM ZKRATEK ....coiiiiiniiniinninsnnssnesssecsssnsssssssesssassssessssssssssssassssssssasssssssss 59

VII



1 Cil prace

Cilem teoretické casti je zpracovat prehled riznych posttranslacnich modifikaci proteint,
zvlasté pak o prenylaci proteintl. Dal§im cilem je popsat piipravu rekombinantnich proteint a jeji
ucel. Poslednim cilem je zpracovat resersSi o enzymech zapojenych do prenylace proteint, kterymi
jsou isopentenyltransferasy, znichz zde je kladen daraz na jiz prostudovanou
isopentenyltransferasu  z  Arabidopsis  thaliana AtIPT3 a vtéto praci studovanou
isopentenyltransferasu AtIPT7 vykazujici s AtIPT3 zna¢nou podobnost.

Cilem experimentalni casti je pfipravit rekombinantni AtIPT7 a jeji mutovanou verzi
AtIPT7%"* v kvasinkovém expresnim systému Saccharomyces cerevisiae za elem prenylace
enzymu a nasledné porovndni vlivu prenylace na aktivitu téchto dvou enzymil. Ptiprava
rekombinantniho enzymu zahrnuje fadu dil¢ich cildi, jako je pfiprava a klonovani gent do
patficnych expresnich vektorti, ovéfeni piipravenych konstruktii, transformace do hostitelskych
bunek, selekce transformantii, exprese rekombinantnich proteind, jejich purifikace a nasledna

detekce se stanovenim aktivity.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Posttransla¢ni modifikace proteinu

K tomu, aby byl nové vznikly protein aktivni, je tfeba, aby po translaci sekvence mRNA do
sekvence aminokyselin doslo ke sbaleni polypeptidového fetézce do pfislusné konformace,
k tvorbé ptipadnych disulfidovych mustkd, a pokud se jedna o protein komplexni, musi dojit
k asociaci prislusnych podjednotek (Voet a Voetova 1995). Spousta proteinti, aby byla aktivni,
musi podstoupit rizné posttranslacni modifikace, jako proteolytické $tépeni nékteré z vazeb nebo

kovalentni pripojeni zbytku né€které molekuly. Tyto procesy jsou obvykle enzymaticky fizeny.

2.1.1 Proteolytické Stépeni

Proteolytické Stépeni je jednou z nejzndméjsSich posttranslacnich modifikaci proteind. Je
dosti pravdépodobné, ze vétsina proteinti je takto modifikovana, jelikoz vétSina proteind podléha
minimalné proteolytickému odstépeni vedouciho methioninového zbytku kratce po opusténi
ribozomu (Voet a Voetova 1995). Mnoho proteinti, zapojenych do Sirokého spektra biologickych
procest, je aktivnich pravé az po cilené proteolyze za specifickych podminek.

Dale je spousta proteinll (transmembranové proteiny), které maji byt po translaci a sbaleni
vylouéeny do apoplastu nebo cileny do rliznych bunéénych kompartmentti, syntetizovana s tzv.
signalnim peptidem, obvykle na N-konci. Tento signalni peptid je obvykle tvofen 13 az 36
prevazné hydrofobnimi zbytky. V momenté, kdy signalni peptid projde membranou, je specificky

odstfizen od zbytku proteinu enzymem oznac¢ovanym jako signalni peptidasa.

2.1.2 Kovalentni modifikace

Kovalentni modifikace polypeptidového fetézce probihaji bud’ uvniti fetézce, nebo na N-
konci, ptipadné na C-konci (Voet a Voetova 1995). Mezi vice nez 150 znamych modifikaci se fadi
napiiklad acetylace, fosforylace, glykosylace, acylace, ubikvitinace, atd. Pomoci né&kterych
kovalentnich modifikaci jsou k enzymim vazany kofaktory, které zvysuji jejich katalytickou
ucinnost.

Fosforylace/defosforylace je posttranslaéni modifikaci proteinu zapojenou do reverzibilni
aktivace a inaktivace enzymové aktivity v signalnich drahach (Pawson 2002). Tato modifikace
spoCiva ve vazbé fosfdtu na aminokyselinu polypeptidového fetézce, ktera je katalyzovana

proteinovou kinasou, nebo naopak odstépenim fosfatu z aminokyseliny polypeptidového fetézce
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katalyzovanym enzymem fosfatasou. Takto byvaji modifikovany aminokyselinové zbytky serinu,
threoninu, tyrosinu a histidinu (Cieéla et al. 2011).

Acetylace/deacetylace je svou povahou velmi blizka fosforylaci/defosforylaci (Kouzarides
2000). Acetylace/deacetylace probihd na serinu umisténém na N-konci proteinu nebo na lysinu
umisténém kdekoliv v proteinu. Acetylace lysinu probihd hlavné u protein histonového typu
prostiednictvim histon acetyltransferasy, deacetylaci katalyzuji histon deacetyltransferasy (Sadoul
et al. 2008). Acetyl potiebny k této modifikaci pochazi z acetyl-CoA. Takto jsou modifikovany
hlavné transkripéni faktory, faktory jaderného importu a a-tubulin (Kouzarides 2000). Acetylace
ma za kol regulovat funkce jako napiiklad vzajemné interakce proteind, stabilitu proteinu, atd.

Glykosylace je hojnou a dynamickou posttransla¢ni modifikaci podobnou fosforylaci, ktera
ma regulacni funkci (Seo a Lee 2004). Glykosylaci se rozumi piipojeni oligosacharidového zbytku
na aminokyselinu polypeptidového fetézce (Murray et al. 2002). Takto mohou vzniknout
N-glykoproteiny v ptipadé vazby sacharidového zbytku na N-amidovou vazbu proteinu nebo
O-glykoproteiny, kdy se na vazbé podili OH-skupiny oligosacharidu a aminokyseliny. Podle typu
vazby mezi proteinem a oligosacharidem se glykoproteiny déli do 4 skupin: glykoproteiny
s vazbou serin/threonin — N-acetylgalaktosamin, proteoglykany s vazbou serin-xylitol, kolageny,
kde je oligosacharid vdzan vazbou hydroxylysin-galaktosa, a glykoproteiny s vazbou aspartova
kyselina — N-acetylglukosamin.

Ubikvitinaci se rozumi piipojeni jedné nebo vice molekul ubikvitinu na proteiny, které jsou
ur¢eny k degradaci proteasomem, coz je velky komplex znamy téz pod nazvem degradacni enzym
ubikvitinovych konjugati (Voet a Voetova 1995). Proteiny uréené k degradaci jsou bud
denaturované, chybné sbalené, nebo obsahuji oxidované nebo jinak atypické aminokyseliny
a obsahuji ve své primarni struktufe kratké signalni sekvence k ubikvitinaci (Alberts et al. 2005).
Degradace proteinti probiha hydrolyzou peptidovych vazeb, ktera je katalyzovana proteasami
V proteasomu.

Posttransla¢ni modifikaci oznaCovanou jako acylace rozumime modifikaci proteinii pomoci
zbytku lipida (Seo a Lee 2004). Mezi acylace fadime modifikace jako palmitoylace, kdy je protein
modifikovan zbytkem kyseliny palmitové, dale myristylace zbytkem kyseliny myristové,
prenylace, atd. VSechny tyto posttranslacni modifikace hraji svou roli v interakcich proteint
s membranou, ovliviiyji jejich enzymové aktivity, atd. O prenylaci proteinti bude blize pojednano

v dalSim textu.
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Tabulka 1: Pfehled posttransla¢nich modifikaci a jejich vlastnosti (pfevzato ze Seo a Lee 2004

a upraveno).

typ posttranslaéni modifikovany amino- .
modifikace kyselinovy zbytek pozice
acetylace serin N-konec
lysin kdekoliv
fosforylace i[(};fsoesliirri’aszfsr]ig’r;}glgiznin’ histidin, kdekoliv
acylace
farnesylace cystein kdekoliv
palmitoylace cystein (serin, threonin, lysin) kdekoliv
glykosylace
O - vazana serin, threonin kdekoliv
N - vazana N-konec kdekoliv
ubikvitinace lysin kdekoliv

2.2 Prenylace proteini

Pro regulaci, funk¢énost a subcelularni lokalizaci proteinti je ¢asto potfeba, aby doslo
k posttranslaéni modifikaci proteinu. Mezi tyto posttranslacni modifikace se tadi kovalentni
pripojeni specifické molekuly. Jednou z takovych modifikaci je prenylace.

Prenylace neboli isopentenylace je posttranslacni modifikace proteinti spocivajici v ptipojeni
prenylového zbytku k molekule proteinu, pficemz prenylovym zbytkem mutze byt 15 uhlikovy
farnesyl, jehoZz donorem je farnesyldifosfat, nebo 20 uhlikovy geranylgeranyl, jehoz donorem je
geranylgeranyldifosfat (Zhang 1996 v Andrews et al. 2010).

Bylo zjisténo, Ze prenylace ma mnohdy kli¢ovou roli v aktivaci proteinu a ze mnoho
proteini zapojenych do bunécného déleni, bunécného ristu, do procesu signalni transdukce
a dalsich procesii je prenylovano (Andrews et al. 2010).

Prenylace (isopentenylace) proteinli je enzymaticky fizeny proces probihajici v cytoplasmé,
na kterém se podili tfi enzymy: farnesyltransferasa (PFT) pfipojujici farnesylovy zbytek,
geranylgeranyltransferasa typu I (PGGT-I) a geranylgeranyltransferasa typu II (PGGT-II, nékdy
oznacovand jako RAB geranylgeranyltransferasa), které pripojuji geranylgeranylovy zbytek
(Andrews et al. 2010).

PFT a PGGT-I jsou heterodimery skladajici se ze dvou podjednotek a a B. U Arabidopsis
thaliana jsou o-podjednotky farnesyltransferasy i geranylgeranyltransferasy typu I kodovany
stejnym genem PLP (PLURIPETALA, Running et al. 2004), B-podjednotky téchto dvou enzymu

jsou ale kédovany geny riiznymi — B-podjednotka farnesyltransferasy je kédovana genem ERAI
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(ENHANCED RESPONSE TO ABAIl, Cutler et al. 1996), p-podjednotka
geranylgeranyltransferasy je kodovana genem GGB (GERANYLGERANYLTRANSFERASE
BETA, Johnson et al. 2005). Mutantni eral rostliny vykazuji zvySenou odezvu na kyselinu
abscisovou napiiklad formou zvySené dormance semen (Cutler et al. 1996). Tyto rostliny navic
¢asto vykazuji pozménény fenotyp, kdy maji prodlouzeny meristém a nadpocet kvétd, zvlasté pak
okvétnich listkti. Tento fenotyp je jeSté vice posilen u mutantnich plp rostlin, které postradaji
spole¢nou a-podjednotku farnesyltransferasy a geranylgeranyltransferasy typu I (Running et al.
2004). Ztoho lze usuzovat, ze geranylgeranyltransferasa typu I by mohla kompenzovat
nepiitomnost farnesyltransferasy u mutantnich eral rostlin.

Yalovsky et al. (1997) ovéfili dulezitost farnesylace tim, ze farnesyltransferasa z rajCete
(Lycopersicon esculentum) je schopna obnovit rist mutantnich ramlA kvasinek, které postradaji
B-podjednotku vlastni farnesyltransferasy, a z divodu nepfitomnosti aktivni farnesyltransferasy
vykazuji jen velmi nizkou troven bunéného déleni. Pii koexpresi LeFTA a LeFTB, tedy obou
podjednotek rajcatové farnesyltransferasy zaroven, kdy miize dojit kjejich spojeni v aktivni
farnesyltransferasu, v ram A buiikédch doslo k obnoveni normalni urovné bunécného déleni, ale pti
expresi samotné raj¢atové B-podjednotky v ramlA bunkach se troven bunééného déleni nezvysila,
coz ukazuje, Ze rostlinnd a-podjednotka a kvasinkova B-podjednotka nejsou schopny spojeni za
tvorby aktivni farnesyltransferasy.

Bylo zjisténo, Zze prenylace proteinu neprobihad na zcela libovolném misté, ale ze enzymy
zapojené do prenylovani proteini vyhledavaji specifické aminokyselinové sekvence proteint
oznacované jako CaaX box (Schafer a Rine 1992). Vsechny prenylované proteiny tedy obsahuji
stejny aminokyselinovy motiv CaaX, kde C je cystein, a je jakakoliv alifaticka aminokyselina, X je
jakakoliv aminokyselina.

Kvasinkova nebo sav¢i farnesyltransferasa vyhledava aminokyselinovy CaaX motiv, kde X
je aminokyselina serin, methionin, cystein, alanin nebo glutamin (Schafer a Rine 1992).
Geranylgeranyltransferasa je specificka pro aminokyselinovy CaaX motiv s leucinem, isoleucinem,
methioninem piipadné fenylalaninem na pozici X (Andrews et al. 2010).

Prenylace je obvykle nasledovana dalsi modifikaci, kterou je proteolytické odstépeni
poslednich tfi aminokyselin CaaX boxu, tedy aaX, specifickymi CaaX proteasami, a naslednou
methylaci isopentenylkarboxylové skupiny, isoprenylcysteinu, na C-konci proteinu katalyzovanou
isoprenylcystein methyltransferasami (Bracha et al. 2002, Bracha-Drori et al. 2008). U Arabidopsis
thaliana jsou CaaX proteasy kodovany dvéma geny, a to AtSTE24 a AtRCE1, jejichz aktivita byla
lokalizovana v endoplasmatickém retikulu (Bracha et al. 2002). Isoprenylcystein methyltransferasy
jsou u Arabidopsis thaliana kodované geny AtICMTA a AtICMTRB, jejichz subcelularni lokalizace
je také v endoplasmatickém retikulu (Bracha-Drori et al. 2008). Demethylace isoprenylcystein
methylesterd je katalyzovana isoprenylcystein methylesterasou kodovanou /CME genem (Deem et

al. 2006).
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A X=5.C.M,.Q.A B X=L C CCXX, XXCC,
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Obrazek 1: Schematické znazornéni pisobeni farnesyltransferasy (A) a geranyl-geranyltransferasy
typu I a II (B, C) u eukaryot, s naslednym proteolytickym $tépenim a metylaci (pfevzato z Andrews

et al. 2010).

2.3 Isopentenyltransferasy

Isopentenyltransferasy jsou enzymy, které se i€astni prvniho kroku biosyntézy rostlinnych
hormoni cytokininti. Podle substratové specifity se isopentenyltransferasy déli na adenylatové
isopentenyltransferasy (EC 2.5.1.27), jejichz substratem je AMP, ADP nebo ATP a jez katalyzuji
isopentenylaci adeninu s dimethylallyl difosfatem coby donorem isoprenoidniho fetézce, a tRNA

isopentenyltransferasy (EC 2.5.1.8), jejichz substratem je tRNA.

2.3.1 Biosyntéza cytokinini

Cytokininy jsou predevsim rostlinné hormony, které hraji kli¢ovou roli ve vyvoji rostlin.
Jedna se o derivaty adeninu s isoprenoidnim nebo vzacnéji s aromatickym postrannim fetézcem.
Mezi isoprenoidni cytokininy se fadi cytokininy isopentenyladeninového (iP) typu, které maji
v postrannim fetdzci na N° pozici isopentenyl, nebo cytokininy zeatinového typu, které maji na N°
pozici postranniho fetézce isopentenyl hydroxylovany. Cytokininy zeatinového typu se vyskytuji
ve dvou formach a to v trans nebo cis form¢ v zavislosti na tom, kterd ze dvou methylovych skupin
postranniho fetézce je hydroxylovana (Sakakibara et al. 2006).

Prvni krok biosyntézy cytokininii je katalyzovan rostlinnymi isopentenyltransferasami.

Bakterialni isopentenyltransferasy prenasi isopentenyl z dimethylallyl difosfatu (DMAPP) na N°
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adenosinmonofosfatu (AMP). Oproti tomu rostlinné isopentenyltransferasy katalyzuji pfenos
isopentenylu z DMAPP spiSe na adenosindifosfait (ADP) nebo na adenosintrifosfat (ATP).
Isopentenylovy postranni fetézec byva hydroxylovan za tvorby cytokininii zeatinového typu

(Kakimoto 2001, Kakimoto et al. 2003).
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Obrazek 2: Schéma biosyntézy cytokininti (pfevzato z Kakimoto 2003).

Jinou moznosti tvorby trans-zeatinu je pfima adice hydroxylovaného postranniho fetézce
s donorem postranniho fetézce, kterym je (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl difosfat (HMBDP)
(Astot et al. 2000). Astot et al. (2000) ukazali, ze u divokych (wild-type, WT) rostlin Arabidopsis
thaliana se vyskytuje draha nezavisla na iPMP (isopentenyl adenosinmonofosfat), i kdyz iPMP-
zavisla draha také hraje dtlezitou roli. HMBDP je meziproduktem deoxyxylulosové drahy, jejimz
produktem je DMAPP. DMAPP je také produktem mevalonatové drahy (viz obrazek 3), do které
HMBDP nezasahuje.
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Obrazek 3: Mevalonatovd a deoxyxylulosovd drdha. Mozné zdroje cytokinint jsou podlozeny

Sedym pozadim (pievzato z Kakimoto 2003).

2.3.2 Charakterizace isopentenyltransferas

Isopentenyltransferasy se podle substratu déli na adenylatové isopentenyltransferasy, mezi
néz se fadi DMAPP:AMP isopentenyltransferasy a DMAPP:ATP/ADP isopentenyltransferasy, a na
tRNA isopentenyltransferasy, kam patii DMAPP:tRNA isopentenyltransferasy.

Identifikaci gent kodujicich rizné isopentenyltransferasy v Arabidopsis thaliana se zabyvali
Takei et al. (2001), téchto genti zde bylo identifikovano 8 a byly oznaceny jako A¢/PTI-8. Déle se
identifikaci genti kodujicich isopentenyltransferasy u Arabidopsis thaliana zabyval Kakimoto
(2001), ktery analyzoval sekvence aminokyselin. Pro isopentenyltransferasy byl identifikovan

nasledujici aminokyselinovy vzor:
GxTxxGK[ST]xxxxx[ VLI ]xxxxxxx[ VLI][VLI]JxxDxxQx {57,60} [ VLI][ VLI]xGG[ST],

kde x znaci jakoukoliv aminokyselinu, [ ] oznaCuje nekterou zaminokyselin uvedenych
v [ ] a x{m,n} oznacuje aminokyselinovy zbytek od m do n. Pomoci tohoto aminokyselinového
vzoru bylo identifikovano 9 homolognich gend pro isopentenyltransferasy, které byly oznaceny
v souladu s praci Takei et al. (2001) jako At IPT1-9. AtIPT6 je ve skuteCnosti pseudogenem, jelikoz
se v tomto genu objevuje nukleotidova delece, ktera mtize zptisobovat posun ¢teciho ramce, navic
nebyla detekovana exprese tohoto genu pomoci RT-PCR (Kakimoto 2001).

Vétsina genti pro AtIPT byla Takei et al. (2001) zanesena do databaze GenBank coby tRNA
isopentenyltransferasy, ale Kakimoto (2001) pii porovnani aminokyselinovych sekvenci
isopentenyltransferas z Arabidopsis s jinymi nerostlinnymi isopentenyltransferasami zjistil, ze ne
vSechny isopentenyltransferasy vyuzivaji tRNA coby substrat. Mezi vSemi deviti identifikovanymi

isopentenyltransferasami se tRNA isopentenyltransferasy vyskytuji pouze dvé, a to AtIPT2
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a AtIPT9 (Golovko et al. 2002 v Kakimoto 2003). V bakterialnim expresnim systému E. coli bylo
pfipraveno osm isopentenyltransferas AtIPT1-8, znichz vSechny krom¢ AtIPT2 vykazovaly
znacnou isopentenyltransferasovou aktivitu pro AMP (Takei et al. 2001). Taktéz purifikovana
AtIPT1 vykazovala aktivitu DMAPP:AMP isopentenyltransferasy, ostatni purifikované AtIPT
nebylo mozné kvuli zna¢né nestabilit¢ k méteni pouzit (Takei et al. 2001). Kakimoto (2001)
exprimoval v bakteriich E. coli AtIPT2, AtIPT4 a AtIPTS, pficemz zjistil, Ze AtIPT2 aktivitu
DMAPP:AMP isopentenyltransferasy opravdu nevykazuje. Jiz tyto dva experimenty naznacuji, ze
vétSina isopentenyltransferas preferuje coby substrat AMP. Kakimoto (2001) dale pracoval
s purifikovanou AtIPT4, u které zjistil, ze purifikaci ztratila aktivitu DMAPP:AMP
isopentenyltransferasy, ale ze ma jistou aktivitu DMAPP:ATP/ADP isopentenyltransferasy. Dale
zjistil, ze ATIPT4 nikdy neméla aktivitu DMAPP:tRNA isopentenyltransferasy.

Fylogeneticky strom pro isopentenyltransferasy (viz obrazek 4) zahrnuje dvé hlavni vétve:
vétev adenylatovych isopentenyltransferas (rizova barva) a vétev tRNA isopentenyltransferas

(ostatni barvy).

AAG31324
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Obrazek 4: Fylogeneticky strom pro isopentenyltransferasy (pfevzato z Kakimoto 2001).
Razova barva — rostlinné adenylatové IPT, oranzova — rostlinné tRNA IPT, tmavé modra —
nerostlinné tRNA IPT, svétle modra — bakterialni tRNA IPT, zelend — IPT fytopatogennich

bakterii. Cernymi ramecky jsou oznageny isopentenyltranseferasy z Arabidopsis thaliana.
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233 AtIPT3

Jak 1ze vidét na schématu biosyntézy cytokinind (viz obrazek 2), v prvnim kroku biosyntézy
dochazi kreakci DMAPP s AMP, ADP nebo ATP za tvorby pfislusného isopentenyl
adenosinfosfatu (iPRP), pficemz iPDP a iPTP jsou nasledn¢ pieménény na monofosfat (iPMP).
Isopentenylace adenosinfosfatd je, jak je uvedeno jiz dfive, katalyzovana piislusSnymi
isopentenyltransferasami.

Galichet et al. (2008) se zabyvali expresi AtIPT3, jejiz exprese AtIPT3 v bakteriich E. coli
zvySovala produkci iP a iPMP (Takei et al. 2001). Pfi prohlédnuti sekvence aminokyselin u AtIPT3
je videét, ze se zde vyskytuje aminokyselinova sekvence CLVA, ktera odpovida typickému CaaX
boxu, ktery je rozpoznavan farnesyltransferasami nebo gereanylgeranyltransferasami, takze se dalo
predpokladat, ze AtIPT3 byva prenylovana (Galichet et al. 2008). Tato hypotéza byla ovéiena in
vitro v reakci AtIPT3 a AtIPT3“** (cystein zaménén za serin — motiv SLVA) s proteinovou
farnesyltransferasou (PFT) a farnesyldifosfatem (FPP), kdy AtIPT3 byla tspésné farnesylovana,
kdezto AtIPT3“*** nikoliv. Dale byla hypotéza potvrzena in vivo vytvofenim transgennich rostlin

3338
3

Arabidopsis, kde byla exprimovana AtIPT3 a mutantni AtIPT pod kontrolou promotoru [35S]

mozaikového viru kvétaku. Transgenni linie byly ovéfeny western blotem za pouziti protilatky
anti-AtIPT3, kdy bylo opdt zjisténo, e AtIPT3 je uspéiné farnesylovéna, ale AtIPT3“*®
farnesylovana neni.

Galichet et al. (2008) se dale zabyvali tim, jak AtIPT3 a jeji mozna farnesylace ovliviuji
hladinu cytokininii. Za timto ucelem byly ptipraveny rostliny Arabidopsis exprimujici AtIPT3 a
AtIPT3“ a rostliny, které postradaji funkéni IPT, oznatované jako eral-1. Z téchto transgennich
rostlin pfipravili kiizence eral-1AtIPT3. Analyzou hladiny cytokininl zjistili, ze u rostlin
exprimujicich 4#/PT3 doslo ke zvySeni hladiny cytokinind v porovnani s kontrolnimi rostlinami.
Ke zvyseni hladiny cytokininti doslo i u eral-14tIPT3 rostlin, ale ne u AtIPT3“*** rostlin. Z toho
se dalo usuzovat, ze AtIPT3 se zapojuje do biosyntézy cytokinind, ale pouze ve své aktivni, tedy
farnesylované, formé. Tento fakt potvrdili expresi AtIPT3 a AtIPT3“***® v kmenech kvasinek
Saccharomyces cerevisiae CTY716, ktery neexprimuje aktivni farnesyltransferasu, a SYY705,
ktery exprimuje rajcatovou farnesyltransferasu. Exprese AtIPT3 zpisobila zvySeni hladiny iP u
obou kment na stejné trovni, ale iPRP byl zvySen v mnohonasobné vétsi mife u kmene SYY705
exprimujicicho farnesyltransferasu, z ¢ehoz plyne, Ze u tohoto kmene je vytvofeno mnohem vice
prekurzort pro tvorbu cytokinind, které jsou vytvofeny isopentenylaci adenosinfosfatt

prosttednictvim farnesylované isopentenyltransferasy. Exprese AtIPT3<*

u obou kmenil hladiny
iP a iPRP nijak neovliviiovala, proto lze fici, Ze cystein 333 ma vliv na katalytickou aktivitu
AtIPT3.

Jiz Yalovsky et al. (1997) zjistili, ze farnesylace Ras proteini prostfednictvim
farnesyltransferasy ovlivituje jejich lokalizaci v membrang, proto je spravné se domnivat, ze také
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subcelularni lokalizace AtIPT3 je regulovana farnesylaci (Galichet et al. 2008). U AtIPT3 se
predpokladalo, ze by mohl byt lokalizovan v chloroplastu, nebot’ prvnich 55 aminokyselin jeho
aminokyselinové sekvence obsahuje signalni sekvenci pro chloroplastovy tranzitni protein (TP,
Kasahara et al. 2004). Proto Galichet et al. (2008) sestavili fizni proteiny TP-GFP, TP-GFP-
AtIPT3, GFP-AtIPT3, TP-GFP-AtIPT3“***® a GFP-AtIPT3“***® které exprimovali v epidermalnich
buiikach cibule. Dle pedpokladu byl TP-GFP zacilen v chloroplastu. AtIPT3“**® byl v piitomnosti
TP zacilen taktéz v chloroplastu, v nepfitomnosti TP byl ale zacilen v cytoplasmé. AtIPT3 byl
v obou piipadech, tzn. v pfitomnosti i nepfitomnosti TP, zacilen v cytoplasmé (ve vétSim mnozstvi
se ale nachazel i vjadru). Proto dosli k zaveru, ze farnesylace ovliviiuje bunécnou lokalizaci

AtIPT3.

2.3.4 AtIPT7

AtIPT7 je isopentenyltransferasa prislusejici do stejné vétve fylogenetického stromu jako
AtIPT3, tedy do vétve rostlinnych DMAPP:ATP/ADP isopentenyltransferas (viz obrazek 4). Navic
spolu s AtIPT3 a AtIPTS tvoti AtIPT7 v této vétvi podskupinu isopentenyltransferas (Kakimoto
2001), tudiz si jsou fylogeneticky velmi podobné. Porovnani aminokyselinové sekvence AtIPT3
a AtIPT7 dokumentuje obrazek 5.

Bylo zjisténo, ze pii expresi AtIPT1, 3—8 v bakteriich E. coli dochazi ke zvySeni hladiny
cytokinini (Takei et al. 2001). K nejvyraznéjSimu zvyseni hladiny iP dosSlo praveé pii expresi
AtIPT7, proto se lze domnivat, ze AtIPT7 ma znacny podil na tvorbé cytokininii stejné jako
AtIPT3. Toto potvrzuje skutecnost, ze hladina AtIPT1, 3, 5 a 7 je negativné regulovana cytokininy
(Miyawaki et al. 2004). Miyawaki et al. (2006) zjistili, ze AtIPT7 spole¢né s AtIPT3 a AtIPTS jsou
nejvice exprimované geny pro adenylatové isopentenyltransferasy ve vegetativni fazi u rostlin
Arabidopsis thaliana. Bylo zjisténo, ze AtIPT3 se ve vétsi mife nachazi ve floému celé rostliny,
v kofenech a fapicich listi, zatimco AtIPT7 se nachazi pievazné v prodluzujici se Casti kofent
(Miyawaki et al. 2004, Takei et al. 2004). VSechny tyto Casti rostliny jsou vegetativnimi organy
zodpoveédnymi za rlst rostlin, tudiz je logické, Ze v pletivech téchto organti jsou exprimovany
isopentenyltransferasy zodpovédné za akumulaci cytokinini.

Pfi porovnani aminokyselinové sekvence AtIPT3 a AtIPT7 je zfejmé, ze AtIPT7 obsahuje,
stejn¢ jako AtIPT3, aminokyselinovy motiv znamy jako CaaX box, je to sekvence CLAA, kde
cystein je na pozici 312. Tento motiv predvida, ze AtIPT7 by mohla byt Gspésné prenylovana, tim
by mohla byt ovlivnéna (zvySena) jeji aktivita a to nejen obecné, ale i co se zmény v substratové

aktivite tyce.
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Obrazek 5: Porovnani proteinovych sekvenci AtIPT3 a AtIPT7. Modrym rameckem zvyraznény
prenylac¢ni motivy (CaaX box). Zpracovano v programu BioEdit verze 7.0.9.0. (Hall 1999).

2.4 Priprava rekombinantnich proteini

Rekombinantnim proteinem je oznaCovan protein, ktery byl exprimovan v jiném nez
puvodnim organismu. Proteiny se timto zplisobem pfipravuji za Gcelem studia funkce proteind, kdy
je mozno zmenit in vitro naklonovany gen a nasledné jej vratit do organismu (Alberts et al. 2005).
U genu lze zménit kodujici sekvenci tak, Ze vznikne inaktivni protein nebo protein s pozménénymi
vlastnostmi, dale je moZzno pozménit regulacni oblasti genu a tim zmenit mnozstvi exprimovaného
proteinu v bunice nebo navodit expresi proteinu v jiném bunécném typu nebo v jiném vyvojovém
stadiu. Zmény v genech se provadi zménou jedné nebo vice aminokyselin pomoci fizené
mutageneze. Zménou aminokyselin lze i uréit, které ¢asti polypeptidového fetézce se podili na

sbaleni proteinu, interakci proteinu s ligandem nebo na enzymové aktivite.
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2.4.1 Expresni systémy

Expresni systémy se obecné déli dle hostitelského organismu na prokaryotni nebo
eukaryotni. NejzndméjSim prokaryotnim expresnim systémem je systém, ktery vyuziva bakterii
Escherichia coli. Jedna se o nejjednodussi a vliibec prvni vyuzity expresni systém (Blattner et al.
1997). Pomoci tohoto expresniho systému lze pfipravit protein v pomérné kratké dobé a ve velkém
mnozstvi, ale bez posttranslaénich modifikaci, proto byva protein ¢asto nefunk¢ni. K vyfeseni
tohoto problému se zacaly pouzivat eukaryotni expresni systémy jako napiiklad expresni systémy
vyuzivajici hmyzi nebo savéi builky a v neposledni fadé expresni systém vyuzivajici riznych
kvasinek, kde Saccharomyces cerevisiae je nejjednodussim eukaryotnim expresnim systémem.
Pomoci kvasinkového expresniho systému je mozné dostat protein plné funkcni, diky moznym
posttranslaénim modifikacim kvasinkou. Cesta k funkénimu proteinu je navic rychla a levna,

a mnozstvi proteinu je dostate¢né. Vlastnosti vybranych expresnich systémi shrnuje tabulka 2.

Tabulka 2: Pfehled moznych posttransla¢nich modifikaci vybranych expresnich systémi (pievzato

z Fernandez et al. 1999).

posttransla¢ni modifikace E. coli kvasinky hmyzi bunky sav¢i bunky
. obvykle nutné nékdy nutné fadné slozené fadné slozené
skladani proteint dzgzizi?é dzgzizi?é proteiny proteiny
N-glykosylace - V}’Sn(il;yI'lOOSzS%ih jsei:lr(l) i%uﬁilséél?g; komplexni

O-glykosylace - + + +
fosforylace - + + +
acetylace - + + +
acylace - + + +
v-karboxylace - - - +

K expresi rekombinantniho proteinu je nutné nejprve naklonovat gen pro dany
rekombinantni protein. Naklonovanim je mysleno namnozeni pozadovaného useku DNA v rychle
se délicich bunkach (Alberts et al. 2005). K tomuto Gcelu se nejcasteji vyuzivaji bakterie E. coli.
K udrZeni cizorodé DNA v bakteridlnich bunkach je vyuzit tzv. vektor (nosi¢), kterym je
bakterialni plasmid. Plasmidovym klonovacim vektorem je mala kruhova molekula DNA o 2 — 15
kb (Smarda et al. 2005). Vhodny plasmidovy vektor by mé&l obsahovat replikaéni poéatek, ktery
umoznuje replikaci plasmidové DNA nezavisle na chromozomu hostitelského organismu, dale by
mél obsahovat mista rozpoznavana restrikéni endonukleasou, selekéni marker neboli gen pro

né&jakou rozlisitelnou vlastnost napt. gen rezistence vuci antibiotiku (Alberts et al. 2005).
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Po naklonovani pfislusného genu lze ptistoupit k jeho expresi v expresnim systému. Za timto
ucelem se vyuziva expresnich vektord, coz jsou opét plasmidy, které na rozdil od klonovacich
vektorl obsahuji navic silny promotor v blizkosti mista, do kterého je zaklonovan prislusny gen,

ktery chceme exprimovat (Smarda et al. 2005).

2.4.2 Exprese rekombinantniho proteinu v expresnim systému Saccharomyces cerevisiae

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae piedstavuji levnou a ucinnou variantu pro expresi
rekombinantnich proteint, ktera spojuje vyhody prokaryotnich a eukaryotnich expresnich systémi.
Vyhodami u tohoto expresniho systému jsou rychly bunéény rist, minimalni pozadavky na ristova
média a s tim spojena financni nenarocnost na kultivaci, velké mnozstvi exprimovaného proteinu,
moznost exprimovat protein pfimo do média v pfitomnosti signalniho peptidu zodpovédného za
sekreci do média oznacovaného jako a-faktor. Oproti prokaryotnim organismiim maji kvasinky jiz

vyvinuté organely odpovédné za posttransla¢ni modifikace proteind.

Expresni vektor pYES2

SnaB |

ES2:

Nhel

Apa |

Obrazek 6: Schéma expresniho vektoru pYES2 (pfevzato z manualu pYES2, 2008).

Pro konstitutivni i indukovatelnou expresi rekombinantnich proteint
v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae lze pouzit expresni vektor pYES2 (viz obrazek 6)
o velikosti 5,9 kb, ktery umoznuje jednoduché klonovani genu a selekci transformantti na uracilu.

Tento vektor se sklada z komponent uvedenych v tabulce 3.

21



Tabulka 3: Komponenty a jejich uloha v expresnim vektoru pYES2 (pievzato z manualu pYES2,
2008).

komponenta uloha

GALI promotor zajist'uje inducibilni expresi genu

T7 promotor dovoluje in vitro transkripci ve sméru
a osekvenovani genu

mnohocetné klonovaci misto dovoluje inserci genu do pYES2

CYC1 signal pro terminaci transkripce  zajiStuje UCinnou terminaci a stabilizaci
mRNA

pUC pocatek udrzeni a ,,high-copy* replikace v E.coli

gen rezistence k ampicilinu selekce transformantti v E.coli

URA3 gen selekce transformantt v kvasinkach na uracil-
deficitnim médiu

21 pocatek udrzeni a ,,high-copy* replikace v kvasinkach

f1 pocatek ochrana jednofetézcové DNA

Vektor pYES2 neobsahuje start kodon ATG pro vlastni iniciaci translace, proto je tfeba
navrhnout insert tak, aby tento startovaci kodon obsahoval. Zaroven je tfeba insert navrhnout tak,
aby koncil stop kodonem TAG tak, aby prob¢hla terminace mRNA na spravném misté genu.

Mnohocetné klonovaci misto (viz obrazek 7) vektoru pYES2 obsahuje 9 jedine¢nych
restrikénich mist a dvé restrikéni mista BstXI, pomoci kterych lze do vektoru zaligovat gen naseho
zajmu. Vektor dale obsahuje gen URA3, jehoZz pomoci lze selektovat kvasinkové transformanty
v médiu, které neobsahuje uracil.

Pro expresi rekombinantnich proteinii v expresnim vektoru pYES2 se vyuziva kvasinek
Saccharomyces cerevisiae INVScl, coz je diploidni kmen auxotroficky pro histidin, leucin,

tryptofan a uracil, proto dovoluji selekci transformantd na médiu bez uracilu.
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5 and of GALT promaler

GAL4 binding sile GAL4 binding sile GAL4 binding sile
I ! 1
1 ACGGATTAGA AGCCGCCGAG CGGGTGACAG CCCOTCCGAAG GAAGACTCTC CTCCGTGLG
GAL4 binding sile
61 CCTCGTCTTC ACCGGTCGCG TTCCTGAAAC GCAGATGTGC CfCGCGECGC RCTGC ::d

121 ACAATARAGA TTCTACAATA CTAGCTTTTA TGGTTATGAR GAGGAARRAT TGGCAGTAAC
181 CTGGCCCCAC ARACCTTCAA ATGRACGAAT CARATTAACA ACCATAGGAT GATRATGCG

241 TTAGTTTTTT AGCCTTATTT CTGGGGTARAT TAATCAGCGA AGCGATGATT TTTGATCTAT

TATA box

1
301 TAACAGATAT ATAAATGCAA AAACTGCATA ACCACTTTAR CTAATACTTT CAACATTITC

start of transcription
36l GGTTTGTATT ACTTCTTATT CAAATGTAAT AAAAGTATCA ACAAAAAARTT GTTAATATAC
Fend of GALT promatar
— —
421 CTCTATACTT TAACGTCAAG GAGAAAAAAC CCCGGATCGG ACTACTAGCA GUTGTAATAC
T7 promoteripriming site Hird 111 Kpnl  Sacl BamH |
|
481 GACTCACTAT AGGGAATATT AAGCTTGGTA CCOGAGCTCGE ATCCACTAGT ARCGGCCGCC
Bst)(ll' Elm Rl Bs.aiEl | Bstl.'»( I* Notl J(rrlal Sphl Xba
| | |

541 AGTGTGCTGGE RATTCTGCAG ATATCCATCR CACTGGCGGC CGCTCGAGCA TGCATCTAGA

5 and of CYCA transcriplion leminator
601 GGGCCOGCATC ATGTAATTAG TTATGTCACG CTTACATTCA COGUOCCTCCCC CCACATCCOGE

Obrazek 7: Mnohocetné klonovaci misto expresniho vektoru pYES2 (pfevzato z manualu pYES2,

2008).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material

3.1.1 Pristrojové vybaveni

Potiebné chemikalie byly vadZeny na analytickych vahdch model 5034/120 (Nahita —
Auxilab, Beriain, Spanélsko), popiipadé na digitalnich vahach Traveller TA302 (Ohaus, Nénikon,
Svycarsko). Piiprava roztokil probihala za pouZiti magnetické michatky RH basic 2 IKAMAG
(IKA, Staufen, Némecko) a pH metru (Eutech Instruments, Singapur, Singapur), objemy roztokt
byly odméfovany pomoci automatickych pipet (Eppendorf, Hamburg, Némecko). Pro
rozsuspendovani roztokd a vzorkll byl pouzivan vortex VSM-3 (Shelton Scientific, Shelton, CT,
USA). Piipravené roztoky byly sterilizovany za pouziti autoklavu HST 5-6-8 (Zirbus, Harz,
Neémecko), termolabilni roztoky byly sterilizovany pomoci filtri Ophthalsart o velikosti pord
0,2 pm (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Némecko). Postupy vyzadujici sterilitu byly
provadény v prostoru laminarniho boxu Aura Mini (Bio-air, Pero, Italie). Pro mikroizolaci
plasmidové DNA a pro izolaci DNA nastipané restrikénimi endonukleasami z gelt, ptipadné pro
ultrafiltrace roztokd a purifikaci proteini bylo pouzito chlazené centrifugy Model 5417R
(Eppendorf, Hamburg Némecko). Chlazené centrifugy Rotanta 460R (Hettich, Tuttlingen,
Neémecko) bylo pouzito pro centrifugaci kvasinkovych kultur. Restrikéni analyzy byly inkubovany
v inkubatoru CL 135 (Poll Lab, Bielsko-Biala, Polsko), stejny inkubator byl pouzit pro kultivace
bakterii na pevnych médiich. Pro kultivace kvasinek na pevnych médiich bylo pouzito inkubatoru
firmy Melag (Berlin, Némecko). Kultivace bakterii a kvasinek v tekutych médiich probihaly
v inkubatoru Unimax 1010 (Heidloph, Kelheim, Némecko) nebo v orbitalnim inkubatoru Model
420 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). PCR byly provadény pomoci termocycleru T-
Gradient (Biometra, Goettingen, Némecko). Agarosova elektroforéza probihala pomoci systémt
Agagel mini a Compact S (Biometra, Goettingen, Némecko), obarvené agarosové gely byly poté
vizualizovany UV transiluminatorem TFP-M/WL (East Port Scientific, Praha, Ceska republika)
a dokumentovany pomoci systému Alpha DigiDoc RT (East Port Scientific, Praha, Ceska
republika) s vyuzitim digitalniho fotoaparatu (Olympus, Tokyo, Japonsko). Koncentrace DNA byla
stanovovana pomoci UV/VIS spektrofotometru Agilent 8453 (Agilent, Santa Clara, CA USA) nebo
pomoci UV/VIS spektrofotometru NuDrop (ACTgene, Piscataway, NJ, USA). UV/VIS
spektrofotometr Agilent 8453 (Agilent, Santa Clara, CA, USA) byl vyuzivan i pro stanoveni
koncentrace celkovych proteini. SDS-PAGE a western blot probihaly pomoci systému Mini-
PROTEAN 3 Cell (BIO-RAD, Hercules, USA). Ultrafiltrace vzorkii probihala pomoci kolonek
Vivaspin Diafiltration Spin Filters (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, N&mecko).
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K elektroporacim byl pouzivan elektroporator PEP ECM 399 (BTX, Holliston, MA, USA). Déle
bylo pouzivano béznych laboratornich pomicek a laboratorniho vybaveni.

Pro upravy fotografii byl pouzit program Picasa™ 3 verze 3.9.0 (Google Inc., Mountain

View, CA, USA).

3.1.2 Chemikalie

Ristova média byla vytvofena pomoci agari (Merck, Darmstadt, Némecko, a HiMedia,
Mumbai, Indie), adeninu, argininu, lysinu, uracilu, kvasni¢ného extraktu (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), cysteinu, leucinu, tryptofanu, isoleucinu, prolinu, valinu a tryptofanu (Lachema, Brno,
CR), kyseliny aspartové, methioninu, fenylalaninu a serinu (Roanal, Madarsko), histidinu
a galaktosy (Fluka — Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), glukosy a chloridu sodného (Lach-Ner,
Neratovice, CR), peptonu, isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosidu (IPTG) a 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-D-galaktopyranosidu (X-Gal) (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko), chloridu hotfecnatého
(Panreac, Barcelona, Spanélsko), siranu hotfe¢natého (Penta, Chrudim, CR) a yeast nitrogen base
(Difco, Detroit, MI, USA).

Pro ptipravu roztoki pro izolace plasmidové DNA byly vyuzity nasledujici chemikalie: Tris
(Duchefa, Haarlem, Nizozemsko), kyselina chlorovodikova, kyselina ethylendiamintetraoctova
(EDTA), hydroxid sodny a dodecylsiran sodny (SDS) (Penta, Chrudim, CR), RNasa (Fermentas,
Ontario, Kanada) a octan draselny (Lach-Ner, Neratovice, CR).

Pufr pro PCR byl pfipraven pomoci Tris (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko), kyseliny
chlorovodikové a chloridu draselného (Lachema, Brno, CR), hexahydratu chloridu hote¢natého
a Tritonu X-100 (Panreac, Barcelona, Spanélsko).

Roztoky pro agarosovou elektroforézu byly vytvofeny pomoci agarosy (Amresco, Solon,
OH, USA), Tris (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko), kyseliny octové (Lachema, Brno, CR), EDTA
a SDS (Penta, Chrudim, CR), bromfenolové modii (Fluka — Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA),
xylencyanolové FF modii (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a glycerolu (Lach-Ner,
Neratovice, CR).

Pro lyzu bunék a purifikaci proteinii bylo pouzito dihydrogenfosfore¢nanu sodného (Merck,
Darmstadt, Némecko), EDTA (Penta, Chrudim, CR), fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), glycerolu a chloridu sodného (Lach-Ner, Neratovice, CR),
imidazolu (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko) a B-merkaptoethanolu (Fluka — Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA).

Pro ptipravu roztokii pro SDS-PAGE byly pouzity Tris (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko),
glycin, akrylamid a N, N'-methylen-bisakrylamid (bisakrylamid) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR), SDS a butanol (Penta, Chrudim, CR),
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persiran amonny, N, N, N’, N’-tetramethylendiamin (TEMED), bromfenolovd modf
a P-merkaptoethanol (Fluka — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Pro barveni proteint
v polyakrylamidovém gelu byly pouzity Coomassie Brilliant Blue R250 (Fluka — Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), ethanol (Penta, Chrudim, CR) a kyselina octova (Lachema, Brno, CR). Pro
western-blot a imunodetekci byly pouzity chlorid draselny, chlorid sodny a dihydrogenfosforecnan
draselny (Lach-Ner, Neratovice, CR), hydrogenfosfore¢nan sodny (Merck, Darmstadt, Némecko),
kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR), Tween 20 (NeoLab, Heidelberg, Némecko), susené
mléko odtuénéné Laktino (PML Protein.Mléko.Laktoza, a.s., Novy Bydzov, CR).

Filmy pro imunodetekci byly vyvolavany pomoci vyvojky a ustalovate Kodak (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Vsechny ostatni pouzité chemikalie byly pfevazné od firem Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA) a Penta (Chrudim, Ceska republika).

3.1.3 Pouzité roztoky

Pufry a média byly autoklavovany po dobu 30 min pii 120°C. Termolabilni roztoky (roztoky
pridavané po autoklavovani) byly sterilizovany za pouziti filtrti o velikosti pord 0,2 pm. Pevna
média obsahujici 2% agar s nizkym obsahem soli byla nalévana na jednorazové Petriho plastové
misky o primeéru pfiblizné 10 cm pfi teplotach 60 - 65°C. Antibiotikum a glukosa byly do pevnych
médii ptidany az po ochlazeni médii na 60°C. Antibiotikum, glukosa a galaktosa byly do tekutych
médii pfidany az v den jejich pouziti. Pfipravené misky s pevnymi médii byly uchovavany v temnu
pti 4°C ulozené dnem vzhtiru po dobu 2 tydnti maximalné.

Roztoky primerti pro PCR byly pfipraveny rozpusténim lyofilizovanych primerd v ultra Cisté
vodé v mnozstvi doporu¢eném vyrobcem k ziskani vysledné koncentrace 100 pmol/pl. Pro ziskani

pracovni koncentrace 10 pmol/ul byly piivodni roztoky 10x ziedény.

Rustova média

LB-low salt médium: 1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 0,5% NaCl (pH=7,5)
SOC médium: 2% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 10mM NaCl

po autoklavovani: 20 mM Mg* (10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,), 20 mM glukosa
YNB médium: 0,67% Yeast Nitrogene Base

0,01% adenin, Arg, Cys, Leu, Lys, Thr, Trp, (Ura)
0,005% Asp, His, lle, Met, Phe, Pro, Ser, Tyr, Val

po autoklavovani: 2% glukosa
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Indukéni YNB médium: stejn€ jako YNB médium
misto 2% glukosy je pouzito 2% galaktosy

Roztoky pro izolaci plasmidové DNA

Roztok P1: 50 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA (pH=8,0)

po autoklavovani: 0,1 mg/ml RNasa A
Roztok P2: 0,2 M NaOH, 1% SDS
Roztok P3: 3 M octan draselny (pH=5.5)
Roztoky pro PCR a agarosovou elektroforézu

10x PCR pufr: 100 mM Tris/HCI, 500 mM KCl, 20 mM MgCl,-6H,0, 0,1% Triton X-100
(pH=9,0)

DNA-loading pufr: 0,05% bromfenolova modf, 0,05% xylencyanol FF modf, 1% SDS, 25%
glycerol

TAE puft: 70 mM Tris/CH;COOH, 1 mM EDTA (pH=8,0)
Roztok pro pfipravu agarosového gelu: 1% agarosa v TAE pufru

Roztoky pro SDS-PAGE

Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin (pH=8,3)

Akrylamid-bisakrylamid: 30% akrylamid, 0,8% bisakrylamid

Pufr pro délici gel: 2,25 M Tris/HCI (pH=9,2)

Pufr pro zaostiovaci gel: 0,75 M Tris/HCI (pH=6,8)

SDS-loadovaci pufr: 1 % pufr pro zaostiovaci gel, 5 % zasobniho roztoku bromfenolové

modte, 10 % SDS, 5% B-merkaptoethanol

Barvici roztok: 0,0625 g Commassie Brilliant Blue R250, 50 % methanol,
10 % CH;COOH
Odbarvovaci roztok: 40 % methanol, 10 % CH;COOH, 50 % H,O

Roztoky pro lyzu bunék a purifikaci proteint
Lyzac¢ni pufr: 50 mM NaH,PO,, 1 mM EDTA, 5% glycerol, ] mM PMSF (pH=7,4)
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Zékladni puft: 50 mM NaH,PO, pH = 8,0, 300 mM NaCl, 1% glycerol (pH=8,0)

Startovaci pufr: 50 mM NaH,PO,, 300 mM NacCl, 10 mM imidazol, 1% glycerol (pH=8,0)
Promyvaci puft: 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 60 mM imidazol, 1% glycerol (pH=8,0)
Eluéni puft: 50 mM NaH,PO,, 300 mM NacCl, 250 mM imidazol, 1% glycerol (pH=8,0)

- Do zakladniho, startovaciho, promyvaciho a elu¢niho pufru byl tésné pied upotfebenim

ptfidan 100% B-merkaptoethanol ve vysledné koncentraci 5 mM.

Roztoky pro western blot a imnuodetekci:
PBS pufi: 0,8% NaCl, 0,02% KCl, 0,144% Na,HPO,, 0,024% KH,PO, (pH=7,4)
PBS-T pulfi: 0,05% Tween 20 v PBS pufru
5% mléko v PBS-T pufru
1% mléko v PBS-T puftru s protilatkou Anti-polyHis (fedéni 1:2000)
Transferovy pufr: 0,2 M Tris, 1,2 M glycin (pH=8,5)
Blotovaci puft: 12,5% transferovy pufr, 20% methanol, 50% H,O

Dale byly pouzity tyto roztoky: 100 mg/ml ampicilin, 10 mg/ml uracil, 50 mM IPTG,
20 mM X-GAL, 20% glukosa, 20% galaktosa, 1 M sorbitol, 50% glycerol, 100% isopropanol,
70% ethanol, 10% SDS, 100% butanol, 10% persiran amonny, zasobni roztok 1% bromfenolové
modre, pufr Tris/HCI pH = 8§,0.

Daéle byly pouzity kity firmy Qiagen (Hilden, Némecko): QIAGEN PCR Cloning Kit, QIAprep
Spin Miniprep Kit, QIAquick Gel Extraction Kit a Ni-NTA Spin Kit.

3.1.4 Biologicky materiil a enzymy

Pro pomnozeni pozadovanych genti byl pouzit prazdny plasmid pDrive (Qiagen, Hilden,
Neémecko) s rezistenci na ampicilin.

Pro expresi byl pouzit indukovatelny vektor pYES2 a kvasinky Saccharomyces cerevisiae
INVScl (Life Technologies, Grand Island, USA). Zdrojem gent AtIPT7 a AtPT7<'** pro
klonovani do pYES2 byly vektory pET16b::A¢t/PT7 (Prof. Tatsuo Kakimoto, Nara Institute,
Japonsko) a pET16b::4tIPT7%"*5 (Mgr. Markéta Gemrotové, PhD., nepublikovano).
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Pro kontrolni amplifikaci gent byla pouzita 7aqg DNA-polymerasa a 10x PCR pufr
(Smehilova 2004). Pro amplifikaci genti byla pouzita Phusion High-Fidelity DNA-polymerasa s 5x
Phusion HF pufrem (Finnzymes, Vantaa, Finsko). Primery pro amplifikaci genl syntetizovala
apurifikovala  firma  Metabion  (Martinsried, = Némecko). Dale  byly  pouzity
deoxyribonukleotidtrifosfaty ANTP Mix (Fermentas, Ontario, Kanada).

Pro restrikéni analyzy byly pouzity restrikéni endonukleasy EcoRI (Fermentas, Ontario,
Kanada) a Xhol TaKaRa (Otsu, Japonsko) za pouziti EcoRI pufru (Fermentas, Ontario, Kanada).

Pro ligace byla pouzita T4 DNA-ligasa sreakénim pufrem pro T4 DNA-ligasu (New
England Biolabs, Ipswich, MA, USA).

Pro transformace do bakterii byly pouzity chemicky kompetentni Escherichia coli TOP10
a pro selekci bakteridlnich transformantd bylo pouZito antibiotikum Ampicilin (Life Technologies,
Grand Island, USA).

Do pufru P1 k izolaci plasmidové DNA byla priddana RNasa A (Qiagen, Hilden, Némecko).

Pro agarosovou elektroforézu byl jako standard pouzit GeneRuler™ 1kb DNA ladder
(Fermentas, Ontario, Kanada). Pro SDS-PAGE byl pouzit jako standard PageRuler Protein Ladder
10 — 200 kDa (Fermentas, Ontario, Kanada).

Pro imunoblotovani byla pouzita PVDF membana (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Pro imunodetekci byla pouzita monoklonalni protilatka Anti-polyHis konjugovana s kienovou
peroxidasou (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a chemiluminiscen¢ni substrat pro kienovou

peroxidasu SuperSignal West Pico Substrate (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

3.2 Metody

3.2.1 Kaultivace bakterii a kvasinek

Pro zabezpecleni vysoké sterility pfenosu byly vSechny inokulace médii bakteriemi
a kvasinkami provedeny v prostoru laminarniho boxu Aura mini. Inokulace z pevného média na
pevné médium probihalo sterilni klickou pfenesenim kolonie na médium a jeji nasledné rozetfeni
metodou tzv. kiizového roztéru. Inokulace tekutého média kolonii z pevného média probihala
pomoci preneseni kolonie pomoci sterilni klicky do média. Inokulace z tekutého média na pevné
médium spocivala v naneseni dostatecného mnozstvi kultury nasledovaném rozetfenim tekutého
obsahu po povrchu pevného média sterilni hokejkou.

Bakterie E. coli TOP10 byly kultivované v tekutém a pevném LB-low salt médiu pod
selekénim tlakem antibiotika ampicilinu v koncentraci 100 pg/ml pii teploté¢ 37°C. V tekutém
médiu navic kultivace probihala za stalého tiepani pii 130 rpm. Na LB agarové plotny byly pred
nanesenim kultur bakterii rozetfeny IPTG (isopropyl p-D-1-thiogalactopyranosid) a X-GAL

(5-bromo-4-chloro-indolyl-B-D-galactopyranosid) tak, aby jejich vysledna koncentrace byla 25
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uM, respektive 10 pM. Kultury uréené k dlouhodobému skladovani byly zamrazeny v 25%
glycerolu pri 80°C.

Kultivace kvasinek Saccharomyces cerevisiae probihala v tekutém i1 pevném YNB médiu
pod selekénim tlakem uracilu v koncentraci 10 pg/ml v temnu pfi teploté 30°C. V tekutém médiu
navic kultivace probihala za stalého tfepani pii 130 rpm, a to v takovém objemu, aby maximalni
mnozstvi média odpovidalo 1/5 celkového objemu ban¢k. Kultury uréené k dlouhodobému

skladovani byly zamrazeny v 25% glycerolu pii 80°C.

3.2.2 Izolace plasmidové DNA z bakterii E. coli

Pro izolaci plasmidové DNA byla vyuzita metoda alkalické denaturace. Bakterie byly
pomnozeny ve 2 ml tekutého LB-low salt média obsahujiciho antibiotikum ampicilin ve vysledné
koncentraci 100 pg/ml. Kultivace probihala obvykle 16 hodin pii 37°C za stalého téepani pii 130
rpm.

Z takto pripravené kultury byla pfenesena Cast o objemu 1,5 ml do sterilni 1,5 ml
mikrozkumavky, kultura byla zcentrifugovana pti 5000 g po dobu 1 minuty. Médium bylo
odpipetovano a pelet byl dale vortexem rozsuspendovan v 300 ul roztoku P1. Pak bylo pfidano 300
pl roztoku P2, mikrozkumavka byla promichana nékolikerym pfevracenim a inkubovana 5 minut
pti laboratorni teploté. Poté bylo pridano 300 pl roztoku P3, mikrozkumavka byla opét promichana
nekolikerym pfevracenim a inkubovana 5 az 10 minut na ledu. Po inkubaci byly mikrozkumavky
zcentrifugovany pti 14000 g po dobu 10 minut pti 4°C. Po centrifugaci byl supernatant pienesen do
Cistych mikrozkumavek, poté bylo k supernatantu pfidano 600 pl 100% isopropanolu.
Mikrozkumavky byly nasledné centrifugovany pii 14000 g po dobu 20 minut pii 4°C. Supernatant
byl odpipetovan, pelet byl promyt 500 pl 70% ethanolu vychlazeného na 20°C. Poté byly
mikrozkumavky zcentrifugovany pii 14000 g po dobu 10 min pfi 4°C. Supernatant byl dtikladné
odpipetovan a pelet obsahujici plasmidovou DNA byl ponechén v laminarnim boxu na vysuSeni po

dobu 10 minut. Poté byla vyizolovana plasmidova DNA rozpusténa ve 100 pl sterilni vody.

3.2.3 PreciSténi DNA

Pro ucely sekvenace bylo tieba izolovanou plasmidovou DNA pfecistit. K tomuto ucelu bylo
vyuzito kitu QIAprep Spin Miniprep Kit a postupu uvadéného vyrobcem. Dale bylo potieba
ptecistit DNA fragmenty z agarosovych geltl po elektroforéze. Po vyfiznuti ¢asti agarosového gelu
obsahujiciho pozadovany fragment DNA sterilnim skalpelem, nasledovala extrakce DNA a jeji

precisténi pomoci kitu QIAquick Gel Extraction Kit za pouziti postupu udaného vyrobcem.
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3.2.4 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

K vyhodnoceni tcinnosti izolace a precisténi plasmidové DNA bylo potieba stanovit jeji
koncentraci. Koncentrace DNA byla stanovovana spektrofotometricky pomoci UV/VIS
spektrofotometru Agilent 8453, jehoz pomoci byly namétfeny absorbance vzorkli v kemennych
kyvetach pii vlnovych délkach 260 a 280 nm. Pro stanoveni koncentrace plati vztah, ze roztok
dvouvlaknové DNA o koncentraci 50 pg/pl ma pfi délce kyvety 1 cm absorbanci rovnu 1 s nutnosti
zapocitat faktor zfedéni vzorku. Pro rychlejsi stanoveni koncentrace DNA byl pouzit UV/VIS
spektrofotometr NuDrop, ktery proméfuje absorbanci vzorkl pti vinovych délkach 260 a 280 nm
a sam rovnou udava koncentraci daného vzorku DNA.

Dale byva vyhodnocovan pomér absorbanci pti vinovych délkach 260 a 280 nm, tedy pomér
Ajs0/Asgo, priCemz pii poméru blizicimu se 1,8 je vzorek DNA nej¢istéjsi (tzn. bez kontaminujicich

proteintt).

3.2.5 Restrikce DNA

K vyjmuti pozadovaného tiseku DNA piedstavujici gen naSeho zajmu z plasmidu se vyuziva
restrikénich endonukleas, coz jsou enzymy rozpoznavajici specifické sekvence DNA. Tyto
sekvence byvaji tvofeny ¢tyfmi az osmi nukleotidovymi pary, které byvaji Casto palindromické.
DNA muze byt restrikénimi endonukleasami §tépena za vzniku tzv. tupych nebo lepivych konct,
¢ehoz byva vyuzito pii spojovani fragmentu DNA insertu s fragmentem DNA vektoru, které
vznikly §tépenim stejnymi endonukleasami, za pouZiti T4 DNA-ligasy (Smarda et al. 2005).

Restrikce DNA byly provadény za Gcelem jiz zminované ligace insertu s vektorem nebo za
ucelem Cisté kontrolnim, kdy byla ovéfena spravnost vytvoreni konstruktu.

K nédmi pouzitym restrikénim analyzam bylo pouZzito dvou restrikénich endonukleas a to
EcoRI a Xhol pti pouziti EcoRI pufru v pfedepsané koncentraci. Inkubace probihala v inkubatoru
pti teploté 37°C po dobu 2 az 16 hodin v zavislosti na koncentraci §tipané DNA nebo ucelu dané
restrikce. Pufr pro tuto restrikci a reakéni podminky byly navrhnuty pomoci aplikace Double

Digest Finder firmy New England Biolabs (Ipswich, MA, USA) na serveru www.neb.com.

3.2.6 Agarosova elektroforéza

Agarosova elektroforéza je v molekularni biologii a molekularni biofyzice jednou
z nejpouzivanéjSich separacnich metod slouzici k vizualizaci, izolaci a analyze nukleovych kyselin

(Smarda et al. 2005). Tato metoda vyuziva pohybu zdporné nabitych molekul nukleovych kyselin
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v elektrickém poli, kde nositeli zdporného naboje jsou fosfatové skupiny tetézce nukleovych
kyselin. K vizualizaci rozdélené DNA v agarosovém gelu se pouziva ethidium bromid, coZ je
interkalator, ktery po vytvoreni komplexu s DNA pii osvétleni UV svétlem fluoreskuje (Voet
a Voetova 1995).

Pro nase ucely bylo pouzito roztoku 1% agarosy v 1x TAE pufru. K objemu 50 ml takto
pripraveného roztoku bylo pfidano 5 pl ethidium bromidu o koncentraci 5 pg/ml a roztok byl nalit
do pfedem pripravené elektroforetické komiirky, na jeden konec byl vsazen hiebinek pro vytvoreni
jamek pro naneseni vzorkli a gel byl nechan pfi laboratorni teploté¢ 20 az 30 minut, dokud uplné
neztuhnul. Po ztuhnuti gelu byl hiebinek vyjmut tak, aby nedoslo k poskozeni gelu a vytvorenych
jamek, elektroforetickd komiirka s gelem byla vlozena do elektroforetické vany tak, aby jamky
lezely v blizkosti katody. Do elektroforetické vany byl nalit elektrodovy pufr (1x TAE) tak, aby byl
gel zcela ponofen. Do jamek vytvofenych hiebinkem byly naneseny vzorky DNA obarvené DNA-
loading pufrem. Pro rozliSeni velikosti fragmenti byl do jedné jamky nanesen DNA standard
o znamé velikosti fragmentl. Po pfiklopeni vika s pfivodem napéti byla spusténa elektroforéza,
ktera probihala pfi 120 V po dobu 30 — 45 minut v zavislosti na velikosti gelu a predpokladané
velikosti fragmentd. Poté byl ptivod napéti odpojen a gel byl z elektroforetické komirky vyjmut.
Fragmenty DNA s interkalovanym ethidium bromidem byly vizualizovany pomoci UV
transiluminatoru, zaznamenany pomoci digitadlniho fotoaparatu a pocitacoveé zpracovany
programem Alpha DigiDoc RT (East Port Scientific, Praha, Ceska republika), diky kterému je
mozné softwarove odecist velikost a koncentraci fragmentii DNA.

Veskera manipulace s agarosovym gelem a vybavenim kontaminovanym ethidium

bromidem probihala v mistech k tomu ur¢enych a s pouZzitim nitrilovych rukavic.

3.2.7 Izolace plasmidové DNA z agarosovych gelu

Potiebné fragmenty DNA byly z agarosového gelu vytfiznuty pomoci sterilnich skalpelil pti
prosviceni gelu transiluminatorem a preneseny do sterilnich mikrozkumavek. Extrakce plasmidové
DNA zagarosového gelu pak probihala pomoci kitu QIAquick Gel Extraction Kit postupem
predepsanym vyrobcem.

Pti praci s transiluminatorem, coz je zdroj UV svétla, je tfeba si chranit zrak a pokozku,

proto veskera manipulace probihala za pouziti obli¢ejového §titu.
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3.2.8 Ligace

Ligace je metoda spojovani fragmentd DNA, které maji sekvenéné kompatibilni konce, mezi
sebou za vyuziti enzymu ligasy, ktery katalyzuje tvorbu fosfodiesterové vazby mezi 5'- fosfatovou
skupinou a 3’- OH skupinou sousednich nukleotidii (Rosypal et al. 2002).

Pro nase ucely byla pouzita T4 DNA-ligasa spufrem kni pfisluSejicim. Reakce byly
provadény v mikrozkumavkach v celkovém objemu 10 pl, rozpis legacni reakce je uveden
v tabulce 4. Ligovany byly fragmenty DNA plasmidd s PCR fragmenty geni nebo s geny
vystépenymi z jinych DNA plasmidd v molarnim poméru 1:3. Vzorec na vypocet molarity pii
znalosti velikosti fragmentu je nasledujici:

o clug/u]
molarita = 565003 2(konce).

Inkubace ligac¢nich smési probihala pfi 16°C pfiblizné 16 hodin. Inaktivace ligasy byla
provedena inkubaci pti 70°C po dobu 10 minut.

Pro ligace byl pouzit vektor pYES2 obsahujici gen URA3 pro selekci transformantt.
Kvasinky Saccharomyces cerevisiae INVScl, do kterych byly transformovany piipravené
konstrukty, jsou genotypu His’, Leu’, Trp’, Ura’, a proto ty kvasinky, do kterych vektor pYES2
nebyl vnesen, nerostou v médiu bez uracilu. SloZeni reakéni smési pro ligaci do vektoru pYES2 je

uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4: SloZeni reakéni smési pro ligaci za pouziti vektoru pYES2.

slozka objem [pl]
T4 DNA-ligasa 1,0
pufr pro T4 DNA-ligasu 1,0
plasmid:insert 1:3 (mol:mol)
ddH,0 k doplnéni objemu na 5 pl
celkovy objem 5,0

3.29 Amplifikace geni pomoci PCR

Polymerasova fetézova reakce (PCR) je metoda hojné vyuzivana v molekularni biologii.
Pomoci PCR je mozné in vitro mnohonasobn¢ zmnozit pozadovanou molekulu nebo usek molekuly
DNA. Metoda vyuziva kratkych oligonukleotid (primerti), které vymezi studovany usek vazbou
na protilehlé konce DNA tak, Ze jejich 3 -konce sméfuji smérem k sobé (Smarda et al. 2005). Od

mista nasednuti primert probihda syntéza nového ftetézce DNA. Dale metoda vyuziva
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deoxyribonukleotidtrifosfaty (dNTP), které jsou enzymem DNA-polymerasou pfipojovany
k primertim a dale k rostoucimu vlaknu nové syntetizovaného fetézce.
Pro kontrolni amplifikace genti byla pouzita Tag DNA-polymerasa, 10x PCR pufr, dANTP,

primery, sterilni deionizovana voda — dle tabulky 5.

Tabulka 5: Slozeni reakéni smési pro PCR pfi pouziti Tag DNA-polymerasy.

slozka koncentrace objem [pl] vysledna koncentrace
PCR pufr 10x 2,5 1x
dNTP 10 mM 0,5 0,2 mM
primer fw 10 mM 0,5 0,2 mM
primer rev 10 mM 0,5 0,2 mM
Taq DNA-polymerasa - 1,0 -
templatova DNA ~10pg/ml 0,5 ~5ng
ddH,0 - 19,5 -
celkovy objem 25,0

Pro konecné amplifikace gent byly pouzity Phusion High-Fidelity DNA-polymerasa, Tag
DNA-polymerasa, 5x HF pufr, dNTP, primery, sterilni deionizovana voda — dle tabulky 6.

Tabulka 6: Slozeni reak¢ni smési pro PCR pfi pouziti Phusion High-Fidelity polymerasy.
U — pocet jednotek.

slozka koncentrace objem [pl] vysledna koncentrace
HF pufr 5x 2,0 Ix
dNTP 10 mM 0,2 0,2 mM
primer fw 10 mM 0,5 0,5 mM
primer rev 10 mM 0,5 0,5 mM
Phusion DNA polymerasa 20/l 0,1 0,02U/ul
templatova DNA ~10pg/ml 0,5 ~5 ng
ddH,0 - 6,2 -
celkovy objem 10,0

Primery potiebné pro amplifikaci gent (viz tabulka 7) byly navrhovany pomoci softwaru
BioEdit verze 7.0.9.0. (Hall 1999) a syntetizovany na zakazku firmou MetaBion (Martinsried,
Némecko). Primery byly navrhnuty s restrikénimi misty (oznacCeny kurzivou) rozpoznavanymi
restrikénimi endonukleasami EcoRI a Xhol tak, aby bylo mozné amplifikovany gen pomoci téchto
mist zaklonovat do cilovych vektort,, zaroven tato mista vytvari tzv. lepivé konce, které snizuji
moznost vyskytu nespecifickych ligaci. Dale byly navrhnuty tak, aby na N-konci genu byla

polyhistidinova kotva sestavajici z Sesti histidind za sebou (His-tag).
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Tabulka 7: Primery pouZité pro amplifikaci genti At/PT7 a AtIPT7<"%.

Kurzivou oznaceny restrikéni mista rozpoznavana restrikénimi endonukleasami EcoRI a Xhol.

nazev nukleotidova sekvence
EcoRI8xHistfw 5'-GAATTCCATCATCATCATCATCATCATCAT-3"
AtIPT7TAGXholrev 5'-CTCGAGTCATATCATATTGTGGGCTCTACT-3"

PCR reakce probihaly v mikrozkumavkach o objemu 200 ul v termocycleru, ktery byl
naprogramovan dle tabulek 8 a 9. Viko termocycleru bylo vyhtivano na 102°C proto, aby bylo
zabranéno kondenzaci par na vickach mikrozkumavek a tim koncentrovani vzorku.

Pii PCR s pouzitim Phusion High-Fidelity DNA-polymerasy bylo do reakéni smési pied
finalni elongaci pridano 0,2 pl 7ag DNA-polymerasy, ktera je schopna vytvotit lepivé konce na
amplifikovaném fragmentu DNA, které ptfecnivaji o jeden adenin na 3’-konci a které zajistuji

moznost klonovani do TA vektori, napt. do pDrive vektoru.

Tabulka 8: Podminky PCR pfi pouziti Tag DNA-polymerasy.

Poradi proces teplota [°C] cas
1. Pocateéni denaturace 95 2 min
2. Pocate¢ni denaturace pii kazdém cyklu 95 30s
3. Nasedani primerQ 60 30s
4. Elongace 72 1 min
5. Finalni elongace 72 10 min
6. Ochlazeni 10 1 min

kroky 2-4 opakovany 40krat

Tabulka 9: Podminky PCR pfi pouziti Phusion High-Fidelity DNA-polymerasy.

Poradi proces teplota [°C] Cas
1. Pocateéni denaturace 98 30s
2. Pocate¢ni denaturace pti kazdém cyklu 98 10s
3. Nasedani primert 60 30s
4, Elongace 72 40s
5. Finalni elongace 72 10 min
6. Ochlazeni 10 1 min

kroky 2-4 opakovany 25krat
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3.2.10 Zaklonovani amplifikovanych genu do klonovacich vektori

Amplifikované fragmenty DNA byly purifikovany pomoci QIAprep Spin Miniprep Kit dle
postupu uvadéného vyrobcem a nasledné zaklonovany do pDrive vektoru dle rozpisu uvedeného

v tabulce 10.

Tabulka 10: SloZeni reak¢éni smési pro zaklonovani gend do pDrive vektoru.

slozka objem [pl]
PCR produkt 0,8
pDrive vektor 0,2
Ligation Master Mix 1,0
celkovy objem 2,0

Vektor pDrive (viz obrazek 8), ktery ma zaklonovan gen lacZ pro B-galaktosidasu.
B-galaktosidasa je enzym, kterd ma schopnost hydrolyzovat X-GAL (analog laktosy) na modry
5-bromo-4-chloro-3-indoxyl. Soucasti genu /acZ je mnohocetné klonovaci misto (MCS, multiple
cloning site) obsahujici sekvence rozpoznavané restrik¢nimi endonukleasami. V tomto misté
dochazi k zaligovani DNA insertu a tim k pferuseni genu /acZ. Modré kolonie znaci nepieruseni
genu pro P-galaktosidasu a netspéSnost transformace. Toto rozliSeni se nazyva White/blue
screening. Naopak bilé kolonie znaéi pierusSeni genu, nefunkéni P-galaktosidasu a uspéSnost
transformace. IPTG pridavany do kultivaéniho média spolecné s X-GAL ma funkci induktoru lacZ
operonu. Vektor pDrive obsahuje dale gen rezistence viici antibiotiku ampicilinu, proto bakterie
E. coli TOP10 vyuzivané pro transformace, které nebyly uspé$né transformovany, v médiu

obsahujicim toto antibiotikum neporostou.
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Obrizek 8: Schéma klonovaciho vektoru pDrive. (Pfevzato z QIAGEN® PCR Cloning Handbook,
April 2001)
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3.2.11 Sekvenace DNA

Plasmidova DNA izolovana alkalickou denaturaci byla pied odeslanim na sekvenaci
precisténa pomoci kitu QIAprep Spin Miniprep Kit a dle postupu uvadéného vyrobcem.
Koncentrace precisténé plasmidové DNA byla stanovena spektrofotometricky, a pokud bylo tieba,
byly vzorky DNA nafedény do koncentrace pozadované firmou, ktera sekvenaci provadéla.
Sekvenace provadéla firma Elisabeth Pharmacon (Brno, Ceska republika), vzorky byly
sekvenovany pomoci univerzalnich primerd. Vysledky sekvenace byly analyzovany na zakladé

porovnani s pitivodni sekvenci pomoci programu BioEdit verze 7.0.9.0. (Hall 1999).

3.2.12 Transformace

Transformaci se rozumi vneseni cizorodé DNA do hostitelského organismu (Smarda et al.
2005). Pro transformace bakterii Escherichia coli TOP10 byla pouzita metoda tepelného Soku, pro

transformace kvasinek Saccharomyces cerevisiae INVScl byla pouzita u¢innéjsi elektroporace.
Transformace bakterii Escherichia coli tepelnym Sokem

1,5 ml mikrozkumavky obsahujici 50 ul chemicky kompetentnich bunék E. coli TOP10 byly

po vytazeni z mraziciho boxu (-80°C) ponechany na ledu, dokud neroztaly. Poté bylo k buiikam
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ptipipetovano 1 - 2 pl smési po ligaci, cely objem byl opatrné promichan Spickou pipety,
nasledovala inkubace na ledu po dobu 30 minut. Po inkubaci na ledu nasledoval tepelny Sok, ktery
spocival v pfeneseni mikrozkumavek do inkubatoru vyhtatého na 42°C, kde byly mikrozkumavky
inkubovany po dobu 30 sekund. Po tepelném Soku nasledovala inkubace na ledu po dobu 2 min. Po
2 minutach bylo k buitkam napipetovano 300 ul SOC média. Poté byly bunky inkubovany po dobu
1 hodiny v inkubatoru vyhtatém na 37°C za stalého tiepani pti 130 rpm. Po inkubaci byly kultury
rozetfeny na Petriho misky s pevnym LB-low salt médiem obsahujici ampicilin ve vysledné

koncentraci 100 pg/ml. Misky byly nasledné inkubovany v temnu ptes noc pti 37°C.

Transformace kvasinek Saccharomyces cerevisiae elektroporaci

1,5 ml mikrozkumavky obsahujici 50 pl elektrokompetentnich bunék Saccharomyces
cerevisiae INVScl byly po vytaZzeni zmraziciho boxu (-80°C) ponechédny na ledu, dokud
neroztaly. Zaroven byly na ledu vychlazeny elektroporacni kyvety, roztok 1 M sorbitolu a 1,5 ml
sterilni mikrozkumavky slouzici k oddéleni poloviny mnozstvi elektrokompetentnich bunék. Po
rozmrazeni byly elektrokompetentni bunky rozdéleny na dva alikvoty a centrifugovany ve
vychlazené centrifuze (2°C) po dobu 2 minut pfi 5000 g, supernatant byl odlit, nasledné¢ bylo
pfidano 1 ml vychlazeného 1 M sorbitolu, ve kterém byly buiiky rozsuspendovany. Centrifugace
arozsuspendovani byly dvakrat opakovany. Posledni pelet bun€k byl rozsuspendovan v 80 pul
vychlazeného 1 M sorbitolu. K bunkam bylo pfidano 1 - 2 pl smési po ligaci, bunky byly
prepipetovany na dno vychlazené elektropora¢ni kyvety, kyvety byly uzavieny vickem, osuSeny
aumistény do elektroporatoru, kde byl bunkam udélen elektricky impuls o velikosti 1500 kV
dlouhy 5 ms. Po elektrickém impulsu byly buiiky v elektropora¢nich kyvetach rozsuspendovany
v 300 ul 1 M sorbitolu pomoci ultratzké Pasteurovy pipety, nasledné byly pieneseny do sterilnich
mikrozkumavek a inkubovany 1 hodinu pii 30°C za stalého tifepani pii 250 rpm. Po inkubaci byly
kultury rozetfeny sterilni hokejkou na Petriho misky obsahujici pevné selekéni YNB médium.

Misky byly nasledné inkubovany v temnu pii 30°C 2 az 3 dny.

3.2.13 Exprese AtIPT7 a AtIPT7<"'* v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae

Exprese v Saccharomyces cerevisiae probihala v neselekénim YNB médiu, proto bylo tieba
nejprve vyselektovat pozitivni transformanty. Selekce probihala pomnozenim kvasinkovych
kolonii ve 2 ml selekéniho YNB média ptes noc pti 30°C za stalého tiepani pti 130 rpm, poté byla
provedena izolace plasmidové DNA alkalickou denaturaci nasledovana restrikéni analyzou.
Kvasinky nesouci plasmid pYES2::4t/PT7 nebo pYES2::AtIPT7<*'* byly zamraZeny na 80°C
v 25% glycerolu.
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Exprese AtIPT7 a AtIPT7<'* v Saccharomyces cerevisiae probihala podle manuélu
k expresnimu vektoru pYES2 s mensi modifikaci postupu. Nejprve byla vytvofena prekultura
inokulaci 50 ml YNB média 2 pl kultury pozitivniho transformantu. Prekultura byla inkubovana pii
30°C za stalého tiepani pii 250 rpm pies noc. Kazda prekultura byla vytvofena ve dvou replikatech.
Po asi 16hodinové inkubaci bylo zméfeno ODgyy, nasledné byly kultury centrifugovany ve
sterilnich 50 ml falkonkach pti 1500 g po dobu 5 min pii 4°C, supernatant byl odlit a buiiky byly
rozsuspendovany v 1 — 2 ml indukéniho YNB média a nafedény do objemu 50 ml v 250 ml
Erlenmayerovych bankach. Kultury byly inkubovéany pii 30°C za stalého tfepani pii 250 rpm.
Bunky byly sbirany po 6 a 24hodinové inkubaci od pfidani indukéniho média dle zkuSenosti
s expresi v Saccharomyces cerevisiae u Werner et al. (2001) a to centrifugaci pti 1500 g po dobu

5 minut pii 4°C, odliti supernatantu a zamrazenim bunék pii 80°C.

3.2.14 Priprava bunécéného lyzatu

Protoze exprese AtIPT7 a AtIPT7<°'*® probiha uvnité bun&k, je potieba pfipravit bunéeny
lyzat. Lyza bun€k probihala podle manualu k expresnimu vektoru pYES2 s drobnou modifikaci
postupu.

K peletu bunék bylo pfidano stejné mnozstvi lyzaéniho pufru a stejné mnozstvi
sklenénych kulicek. Smés byla nésledné vortexovana 30 vtefin s naslednou 30 vtefinovou inkubaci
na ledu. Vortexovani a inkubace byly opakovany 10krat pro zajisténi lepsiho rozbiti bun€k. Poté
byla smés centrifugovana na maximdlni rychlost po dobu 10 minut pii 4°C. Supernatant byl
ptenesen do sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek a ndsledné zahusStén ultrafiltraci na objem 50 pl

pomoci kolonek Vivaspin Diafiltration Spin Filters.

3.2.15 Stanoveni celkovych proteinu

Obsah proteinti byl stanovovan Lowryho metodou. Nejprve bylo tfeba sestrojit kalibrac¢ni
ktivku za vyuziti hovéziho sérového albuminu (BSA) o znamych koncentracich a zjistit rovnici
regrese kalibracni kiivky (viz kapitola 3.3 Vysledky). Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena

prométenim absorbanci koncentracni fady BSA pfi vinové délce 750 nm.
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3.2.16 Purifikace proteinu

Purifikace proteint byla provedena afinitni chromatografii vyuzivajici vazbu polyhistidinové
kotvy na kationty Ni*" za pouziti kolonek Ni-NTA Spin Columns zkitu Ni-NTA Spin kit
a kompetentniho ¢inidla imidazolu.

Nejprve bylo tieba vyménit lyza¢ni pufr za pufr startovaci, to bylo provedeno zahusténim
roztoku proteind v lyza¢nim pufru ultrafiltraci pomoci kolonek Vivaspin Diafiltration Spin Filters
na co nejmensi objem, promytim zahusSténého roztoku 500 pl zakladniho pufru a opétovnym
zahu$ténim na objem 50 pl. Z toho objemu byla odebrana 1/5 a natedéna do celkového objemu
600 pl startovacim pufrem.

Kolonky byly nejprve kalibrovany promytim 600 pl startovaciho pufru s centrifugaci pfi
700 g po dobu 2 minut pii 4°C. Roztok proteini ve startovacim pufru byl nanesen na Ni-NTA
kolonky, kolonky byly nasledné centrifugovany pii 700 g po dobu 2 minut pii 4°C. Eluat byl vylit
a kolonky byly vlozeny do ¢istych mikrozkumavek.

Kolonky byly promyty 600 ul startovaciho pufru, centrifugovany pii 700 g po dobu 2 minut
pti 4°C. Eluat byl uchovan na ledu pro dalsi zpracovani a oznacen jako Flow-through.

Kolonky vlozené do Cistych mikrozkumavek byly nésledné dvakrat promyty 600 pl
promyvaciho pufru, centrifugovany pii 700 g po dobu 2 minut pii 4°C. Eluat byl uchovavan na
ledu pro dalsi zpracovani a oznacen jako Wash.

Proteiny z kolonek byly nésledné vyeluovany do Cistych mikrozkumavek ptidavkem 2krat
200 pl elu¢niho pufru. Roztok proteint v elu¢nim pufru byl uchovan na ledu a pro dalsi zpracovani
a oznacen jako Eluce.

Frakce z purifikace oznacené jako Flow-through a Eluce byly nasledné zahustény a promyty
pufrem Tris/HCl (pH=S8,0) ultrafiltraci pomoci kolonek Vivaspin Diafiltration Spin Filters.

U téchto vzorki byla nasledné urc¢ena koncentrace proteinti Lowryho metodou.

3.2.17 SDS-PAGE

Polyakrylamidova elektroforéza v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS) je
nejpouzivangj$i metodou v biochemii, molekularni biologii a molekularni biofyzice k separaci
molekul proteinii pisobenim elektrického pole (Smarda et al. 2005). Pouziti SDS zaruduje
ptitomnost stejné velkého zaporného naboje na vsech molekuldch proteint a tim zavislost rychlosti
migrace proteintl v gelu pouze na molekulové hmotnosti daného proteinu. Ke vzorkiim byva ptidan
B-merkaptoethanol zajistujici redukci disulfidovych vazeb uvnitt proteinu nebo mezi dvéma
molekulami proteind.

Pro ptipravu dvou polyakrylamidovych geld bylo pouzito rozpisu uvedeného v tabulce 11.
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Tabulka 11: Rozpis pro piipravu dvou gelt pro SDS-PAGE.

slozka 10% délici gel 2% zaostfovaci gel

30% akrylamid, 0,8% bisakrylamid 5,000 ml 1,000 ml
pufr pro délici gel 2,500 ml -

pufr pro zaostfovaci gel - 1,250 ml
H,0 7,260 ml 5,130 ml
10% SDS 0,150 ml 0,075 ml
TEMED 0,015 ml 0,0075 ml
persiran amonny 0,120 ml 0,070 ml

Nejprve byl piipraven délici gel smichanim roztoku 30% akrylamidu a 0,8% bisakrylamidu,
pufru pro delici gel, roztoku 10% SDS a vody, polymerace byla odstartovana ptidanim TEMEDu
a 10% persiranu amonného. Po pfidavku polymeraénich ¢inidel byl roztok napipetovan mezi délici
skla, pfevrstven 100% butanolem a nechan tuhnout 30 min pfi pokojové teploté. Poté byl butanol
odstranén a povrch gelu byl oplachnut destilovanou vodou, zbytky vody byly opatrné odsaty
pomoci filtra¢niho papiru. Nasledné byl pfipraven zaostfovaci gel smichanim 30% akrylamidu
a 0,8 % bisakrylamidu, pufru pro zaostfovaci gel, roztoku 10% SDS a vody, polymerace byla
odstartovana pfidanim TEMEDu a 10% persiranu amonného. Po ptfidavku polymeracnich c¢inidel
byl roztok napipetovan na délici gel. Do zaostfovaciho gelu byl hned vloZen hiebinek pro vytvotreni
jamek pro nanaSeni vzorkd. Zaostfovaci gel se nechal tuhnout dal$ich 30 min pii pokojové teploté.
Po ztuhnuti zaostfovaciho gelu byl opatrné vyjmut hiebinek, jamky byly opatrné proplachnuty
sterilni deionizovanou vodou a skla s pfipravenymi gely byla upevnéna do elektroforetické vany
a zalita d€licim pufrem. Jamky byly opé€t opatrné proplachnuty délicim pufrem.

Ptiprava vzorkd probihala podle néasledujiciho postupu. Dle koncentrace byly vzorky
nafedény tak, aby celkovy obsah proteinu ve vzorku byl 20 ug a celkovy objem vzorku byl 20 ul.
Naredéné vzorky byly obarveny SDS-loading pufrem v poméru 4:1, zahiaty na 95°C po dobu
10 minut, ochlazeny na ledu a nasledn¢ stoceny na stolni pikofuze. Takto pfipravené vzorky byly
nanaSeny pomoci pipety do jamek. Jako standard byl pouzit PageRuler Protein Ladder s rozsahem
10 - 200 kDa.

Po naneseni vzorkl byla elektroforetickda komirka uzaviena vikem s pfivodnimi kabely
a pripojena ke zdroji stejnosmérného proudu. Pro zakoncentrovani vzorkd v zaostfovacim gelu byl
ptiveden proud o velikosti 20 mA po dobu asi 20 minut, po pfechodu vzorkii do déliciho gelu byla
velikost proudu navysena na 40 mA, separace proteinii v délicim gelu probihala po dobu asi
60 minut. Po prob&hnuti elektroforézy byl odpojen zdroj proudu, gely byly vyjmuty. Jeden z gela
byl barven, druhy byl pouzit pro western blot.
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3.2.18 Barveni proteini v polyakrylamidovém gelu

K vizualizaci separovanych proteinti v gelu byl pouzivan barvici roztok Coomassie Brilliant
Blue R250, do kterého byl gel ponofen a za stalého tiepani byl inkubovan pii pokojové teploté pies
noc. Druhy den byl gel z barviciho roztoku vyjmut a pienesen do odbarvovaciho roztoku, kde byl
za stalého tfepani odbarvovan, dokud nedoslo k vizualizaci jednotlivych bandl piedstavujicich

proteiny. Gel s obarvenymi proteiny byl ndsledné vyfotografovan digitalnim fotoaparatem.

3.2.19 Waestern blot

Western blot je metoda ptfenosu proteini na PVDF membranu za vyuziti elektrického
proudu.

PVDF mémbrana byla pro pifenos proteini aktivovdna 30sekundovym ponotfenim do
methanolu. Filtraéni papiry a pordézni podlozky byly namoceny do blotovaciho pufru. Gel byl
polozen na PVDF membranu mezi filtracni papiry a pordzni podlozky v usporadani, tzv.
sandwichi, které vidime na obrazku 9. Veskeré bubliny byly vytlateny pomoci sterilni zkumavky

tak, aby nedoslo ke znic¢eni gelu nebo membrany.

_ pordzni podlozka
tenky filtraéni papi . .
o A I'dLHIpd[.}II’__..__--- - silny filtraéni papir
o L 1 F 1 2 I X 3 & 3 1 & 2§ 3 L I 1 © J L 1 J

PVDF membrana

gel

silny filtracni papir

tenky filtratni papir pordzni podloika

Obrazek 9: Sandwichové uspotadani western blotu.

Sandwich byl nasledné umistén do blotovaci komtrky a zalit transferovym pufrem, do
komtrky bylo umisténo chladici médium v podobé ledu. Komtrka byla néasledné uzaviena vikem
s ptivodnimi kabely a umisténa do lednice. Pfivodni kabely byly pfipojeny ke zdroji proudu,

blotovani probihalo pies noc pfi 15 V a 45 mA.

3.2.20 Imunodetekce

Pro stanoveni ucinnosti pfenosu byl pouzity gel nabarven barvivem Coommassie Brilliant

Blue R250 (postup viz vyse) a PVDF membrana byla barvena roztokem Amidocerni 10B po dobu
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30 sekund, nasledné byla promyvana destilovanou vodou po dobu 2 minut a nasledné€ odbarvovana
v destilované vodé¢ po dobu 30 minut za stalého tfepani. Po shledani ucinnosti prenosu
a vyfotografovani membrany, byla membrana odbarvena upln¢ a vyuzita pro imunodetekci.

Imunodetekce probihala na zakladé reakce His-tagovaného proteinu coby antigenu
nesouciho polyhistidinovou kotvu s protilatkou Anti-polyHis, kterd je konjugovana s kienovou
peroxidasou. Kfenova peroxidasa pfeménuje chemiluminiscenéni substrat na nestabilni produkt,
ktery se stabilizuje vyzafenim svétla, které detekujeme prfiloZzenim svétlocitlivého filmu. Takto
detekujeme specificky jen ty proteiny, které nesou polyhistidinovou kotvu.

Po odbarveni byla PVDF membrana inkubovana 1 hodinu v 50 ml roztoku 5% mléka v PBS
pufru za stalého tfepani, aby doslo k blokovani neobsazenych mist proteiny obsazenymi v mléce.
Nasledovalo promyti membran v 50 ml PBS-T pufru, které probéhlo 3krat po dobu 5 minut za
stalého tfepani. Poté byla membrana 2 hodiny inkubovana v 20 ml roztoku 1% mléka v PBS-T
s protilatkou Anti-polyHis (fedéni 1:2000) opé€t za stalého tfepani. Nasledovalo promyti v 50
ml PBS-T pufru po dobu 5 minut za stalého tfepani, které bylo 3krat opakovano. Po promyti byla
membrana polozena na ofiznutou eurofolii, byl pfiddin 1 ml roztoku substratu pro kienovou
peroxidasu v piislusném pufru (fedéni 1:1), membrana byla pfikryta druhou ¢asti eurofolie a
ptebytek roztoku byl pomoci buniciny vytlacen pry¢. Membrana v eurofolii byla vlozena do
vyvolavaci kazety, vtemné komotfe byl na membranu ptilozen svétlocitlivy film, ktery byl
nasledné vyvolan. Vyvolani probihalo nasledovné: film byl ponofen po dobu asi 1 minuty do
vyvojky, oplachnut destilovanou vodou, ponofen do ustalovace na dobu asi 1 minuty a nakonec

oplachnut vodou. Osvétlovani filmu probihalo 10 sekund, 5 minut a 10 minut.

3.2.21 Stanoveni aktivity enzymii AtIPT7 a AtIPT7%"*® v bunééném lyzitu

Enzymova aktivita byla stanovovana v bunéénych lyzatech metodou ELISA konzultantkou

Mgr. Markétou Gemrotovou, Ph.D.
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3.3 Vysledky

3.3.1 Amplifikace genii pro A2IPT7 a AtIPT7<"* a jejich zaligovani do cilového vektoru
pYES2

Zdrojem pro amplifikaci genti AtIPT7 a AtIPT7<*'** byly vektory pET16b::AtIPT7
a pET16b::4t/PT7<"'*. Geny byly amplifikovany polymerasovou fetézovou reakci pii pouziti
primert EcoRI8xHistfw a AtIPT7TAGXholrev. Pro kontrolu amplifikace genii byly amplifikované
geny rozdéleny v 1% agarosovém gelu, vizualizovany pomoci UV transiluminatoru, fotografie

agarosového gelu byly potizeny pomoci dokumentacniho zatizeni a upraveny v programu Picasa™
3.

—
[\

1500 bp —»

1000 bp S <« (051 bp

|11 T -

12§

Obrazek 10: Fotografie agarosového gelu amplifikace gentt At/PT7 a AtIPT
M — GeneRuler™ 1kb DNA ladder, 1 — At/PT7 (1051bp), 2 — AtIPT7<*'** (1051bp).

Po ovéreni uspésné amplifikace genti byly tyto geny zaklonovany do klonovaciho vektoru
pDrive a nasledné tepelnym Sokem transformovany do bakterii £. coli. Na pevnych LB low-salt
pudach byli selektovani transformanti na ampicilinu pomoci White/blue screening testu. Bilé
kolonie bakterii byly pomnozeny v tekutém LB low-salt médiu s ampicilinem. Po inkubaci 1216
hod. byla zkultur izolovana plasmidovd DNA, kterda byla ovéfena restrikci restrikénimi

endonukleasami EcoRI a Xhol (viz obrazek 11).

44



~

4000 bp — Wk e «—— 3850 bp
3500 bp :
1500 bp —

<«— 1051 bp
1000 bp —> e
- —

Obriazek 11: Ovéieni pDrive vektord na pfitomnost insertii AtIPT7 a AtIPT7'%®,
M - GeneRuler™ 1kb DNA ladder, 1 — nastipany pDrive:4¢//PT7, 2 — naStipany
pDrive:: AtIPT7'*. 3850 bp — vystipnuty pDrive, 1051 bp — vystipnuté geny.

Klony pozitivni na pfitomnost zaligovaného genu byly ptecistény pomoci kitu QIAprep Spin
Miniprep Kit postupem uvedenym vyrobcem a Cast byla poslana na sekvenaci firmé Elisabeth
Pharmacon v Brné. Po porovnani obdrzené sekvence s o¢ekavanou a ovétreni shody a nepfitomnosti
z4ddnych nezddoucich mutaci nasledovala restrikce vektorti obsahujicich geny naSeho zajmu
(pDrive::AtIPT7, pDrive::AtIPT7<'*) a cilového expresniho vektoru (pYES2) restrikénimi
endonukleasami EcoRI a Xhol. NaStipana plasmidovd DNA byla nasledné rozdélena v 1%
agarosovém gelu, vizualizovana pomoci UV transiluminatoru a vyfotografovana (viz obrazky 12

al3).
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Obrizek 12: Fotografie agarosového gelu restrikce vektorti pDrive::AtIPT7 a pDrive:: AtIPTC’'*

restrikénimi endonukleasami EcoRI a X#ol.
M - GeneRuler™ 1kb DNA ladder, 1 — nastipany pDrive:A¢//PT7, 2 — naStipany
pDrive:: AtIPT7<'*. 3850 bp — vystipnuty pDrive, 1051 bp — vystipnuté geny.

6000bp __

N

e <

Obrazek 13: Fotografie agarosového gelu restrikce vektoru pYES2 (5900 bp) restrikénimi
endonukleasami EcoRI a Xhol.

M — GeneRuler™ 1kb DNA ladder, 1,2 — nastipany pYES2.

Fragmenty predstavujici geny AtIPT7 a AtIPT7<"'** a cilovy expresni vektor pYES2 byly
nasledné vyfiznuty pomoci sterilnich skalpelii. Plasmidova DNA byla extrahovana a ptecisténa

pomoci kitu QIAquick Gel Extraction Kit postupem pfedepsanym vyrobcem. Geny byly nasledné
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zaligovany do expresniho vektoru pomoci T4 DNA-ligasy. Po ligaci byly vektory pYES2::4t/PT7
a pYES2:4tIPT7<"® elektroporaci transformovany do kvasinek Saccharomyces cerevisiae, které
dale rostly na selekénim pevném YNB médiu.

Jednotlivé kolonie kvasinek Saccharomyces cerevisiae byly pomnozeny v tekutém
selekénim YNB médiu a po ovefeni piitomnosti pfislusného vektoru nesouciho gen izolaci
plasmidové DNA a restrikci restrikénimi endonukleasami byly pomnoZeny ve vét§im objemu pro

expresi proteinu.

3.3.2  Exprese proteinii AtIPT7 a AtIPT7'*

Exprese proteini probihala v indukénim YNB médiu, ptfi¢emz byly sbirany dva alikvoty
pomnozenych kvasinek po 6 a 24 hodinach ve dvou replikatech — jeden odpovidajici ODggy = 0,4
a druhy odpovidajici ODggy = 2 pii startu exprese. Zaroven byly kultivovany kontroly — pozitivni
odpovidajici vektoru pYES::4¢/PT7 a negativni odpovidajici prazdnému vektoru pYES2. Z kultury
pPYES2:AtIPT7<" se startovnim ODgy = 2 kultivované pies noc, kultury pYES2:ATIPT7
a kultury pYES2 byly nasledné izolovany proteiny, které byly pfecistény afinitni chromatografii,

zahus$tény a byla stanovena jejich koncentrace.
Stanoveni koncentrace proteini
Pro stanoveni koncentrace proteini Lowryho metodou bylo tfeba proméfit absorbance

koncentracni fady roztokit BSA a urcit kalibracni rovnici, z jejiz znalosti lze spocitat koncentraci

proteind v roztoku pti znalosti absorbance daného roztoku.

0,8 -
0,7
0,6
0,5

y = 1,8866x + 0,0145

0,3
0,2
0,1

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
¢ [ng/pl]

Obrazek 14: Kalibracni kiivka pro vypocet koncentrace proteini.
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Tabulka 12: Stanoveni koncentrace proteint.

faktor fedéni Asso c [pg/ul]
pYES2 100 0,2240 0,11
AtIPT7 100 0,2547 0,13
AtIPT7C31%S 100 0,1290 0,06
pYES2 10 0,9091 0,47
AtIPT7 10 0,7861 0,41
AtIPT7C31%S 10 0,5605 0,29
SDS-PAGE

Proteiny byly rozdé€leny pomoci SDS polyakrylamidové elektroforézy a vizualizovany
barvenim barvivem Coomassie Brilliant Blue. Pro imunodetekci byly proteiny pieneseny na PVDF
membranu metodou western blot a detekovany pomoci protilatky Anti-polyHis. Proteiny pfenesené
na membranu byly vizualizovany barvenim amidocerni (viz obrazek 16).

Na obrazku 15 je vyobrazena fotografie gelu s rozdélenymi proteiny. V jamce 1 se nachazi
bunécny lyzat z Pichia pastoris s rekombinantnim proteinem znacenym His-tag coby pozitivni
kontrola. V jamkach 24 je bunéény lyzat obsahujici v§echny proteiny po expresi, v jamkach 57 jsou
proteiny, které se nezachytily na Ni-NTA kolonach, tedy proteiny bez His-tag. V poslednich
jamkach 810, se nachazi purifikované proteiny, které obsahuji vét§si mnozstvi histidinu. Velikost

téchto purifikovanych proteinti je priblizn¢ 40 kDa, pritom velikost AtIPT7 by méla byt pfiblizné

37 kDa.
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Obrazek 15: Fotografie polyakrylamidového gelu s rozdélenymi a nabarvenymi proteiny.
M — PageRuller Protein Ladder 10-200 kDa, 1 — pozitivni kontrola (lyzat z Pichia pastoris
s rekombinantnim proteinem znaenym His-tag); 2, 5, 8 — negativni kontrola exprimujici pouze

prazdny plasmid pYES2; 3, 6, 9 — AtIPT7; 4, 7, 10 — AtIPT7°'*%. 10 pg proteinu na jamku.

3.3.3 Imunodetekce proteini AtIPT7 a AtIPT7<"*

Imunodetekce proteinti probihala pomoci protilatky Anti-polyHis, pomoci které je mozno
detekovat protein znaceny polyhistidinovou kotvu (His-tag) sestavajici z osmi histidind za sebou
u rekombinantnich proteind. Navazani protilatky na protein nesouci His-tag bylo detekovano
pridanim substratu pro kfenovou peroxidasu, se kterou je protilatka Anti-polyHis konjugovana, na
PVDF membranu s pfenesenymi proteiny (fotografie PVDF membrany s pienesenymi proteiny je
vyobrazena na obrazku 16). Substrat pro kienovou peroxidasu je nasledné pfeménén na nestabilni
produkt stabilizujici se vysvicenim kvanta svétla. Toto svétlo bylo nasledné detekovano piilozenim
svétlocitlivého filmu (viz obrazek 18).

Jak lze vidét na obrazku 17, svételny signal se nachazi pouze u pozitivni kontroly (~37 kDa),
zatimco u ostatnich vzorkl nikoliv. Svételny signal by se mél projevit i u poslednich tfi vzorkd,
tedy u vzorkid v jamkach 8 - 10, které pfedstavuji proteiny zachycené na Ni-NTA kolony, tedy

proteiny obsahujici His-tag.
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Obrazek 16: Fotografie PVDF membrany s pienesenymi proteiny obarvenymi amido¢erni.
M — PageRuller Protein Ladder 10-200 kDa, 1 — pozitivni kontrola (lyzat z Pichia pastoris
s rekombinantnim proteinem znacenym His-tag); 2, 5, 8 — negativni kontrola exprimujici pouze

prazdny plasmid pYES2; 3, 6, 9 — AtIPT7; 4, 7, 10 — AtIPT7%*'?%; 10 pg proteinu na jamku.
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Obrazek 17: Fotografie filmu po imunodetekci s Anti-polyHis protilatkou 1:2000.
M — PageRuller Protein Ladder 10-200 kDa, 1 — pozitivni kontrola (lyzat z Pichia pastoris
s rekombinantnim proteinem znacenym His-tag); 2, 5, 8 — negativni kontrola exprimujici pouze

prazdny plasmid pYES2; 3, 6, 9 — AtIPT7; 4, 7, 10 — AtIPT7<*'%5.
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3.3.4 Stanoveni aktivity enzymi AtIPT7 a AtIPT7'"* v buné&éném lyzitu

Enzymova aktivita byla stanovena v bunéénych lyzatech pomoci metody ELISA jako
ptirtstek obsahu iPRP, tedy isopentenylované¢ho adenosin fosfatu, Dr. Markétou Gemrotovou.
Substratem této reakce byl dimethylallyl difosfat (DMAPP) za ptitomnosti ATP. Vysledky tohoto
meéteni vSak nebyly dostatecné priikazné, nebot’” aktivita obou rekombinantnich enzymi AtIPT7
i AtIPT7<'* byla jen stézi odliitelnd od pozadi aktivity negativni kontroly (pYES2) v tomto

stanoveni. Vysledky z tohoto méfeni proto nejsou zahrnuty do této prace.
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3.4 Diskuze

V ramci experimentalni ¢asti se podafilo Gisp&sné naklonovat geny pro AtIPT7 a AtIPT7<*'*

do expresnich vektord pro expresi rekombina¢nich proteinti v expresnim systému Saccharomyces
cerevisiae. Amplifikace gend probihala pomoci polymerasové fetézové reakce za pouziti
specialnich primerd, které zajistuji tvorbu tzv. lepivych konct na obou koncich amplifikovanych
fragmentt. Tyto lepivé konce umoziuji snadnou a vysoce specifickou ligaci do cilového vektoru.
Primery byly déle navrzeny tak, Ze jejich pomoci byla na N-konec fragmenti nasyntetizovana tzv.
histidinova kotva pro snadnou purifikaci proteind na niklovych kolonach. Fragmenty odpovidajici
gentim naseho z4jmu mély odpovidajici velikost 1051 bp. Po zaligovani fragmentd do klonovaciho
vektoru pDrive a po jeho nasledné transformaci do bakterii E. coli byly pomoci White/blue
screeningu a restrikénimi analyzami vyselektovani pozitivni transformanti, ktefi byli pouziti pro
dalsi klonovani. Po izolaci fragmentii genti, jejich zaligovani do cilového expresniho vektoru
pYES2 a po jeho transformaci do cilového expresniho systému Saccharomyces cerevisiae byli
vyselektovani pozitivni transformanti, ktefi byli pouziti pro expresi danych protein.

Exprimované proteiny byly z bunék lyzovany, zahustény pomoci ultrafiltrace pfi pouziti
kolonek Vivaspin Diafiltration Spin Filters, pfeciStény afinitni chromatografii na niklovych
kolonach, rozdéleny pomoci SDS-PAGE a detekovany obarvenim barvivem Commassie Brilliant
Blue. Velikost purifikovanych proteint v§ak neodpovidala velikosti AtIPT7.

Proteiny z polyakrylamidového gel byly nasledné pieneseny western blotem na PVDF
membranu, ktera byla pouzita pro imunodetekci His-tagovanych proteinti. Detekce proteint
probihala za pouziti protilatky Anti-polyHis konjugované s kienovou peroxidasou a substratu pro
kfenovou peroxidasu. Svételny signal vznikl pouze u pozitivni kontroly, kterou byl bunécny lyzat
z Pichia pastoris obsahujici rekombinantni protein znaCeny His-tag. Signal naopak nevznikal
u purifikovanych proteint, které byly taktéz znaceny His-tag. Rekombinantni proteiny v bunécném
lyzatu byly proméfeny v ELISA testu pro ovéfeni jejich isopentenyltransferasové aktivity, ale ta
nebyla dostatecné odliSitelna od negativni kontroly.

Neschopnost detekce protilitkou a meéfenim isopentenyltransferasové  aktivity
rekombinantnich proteinti AtIPT7 a AtIPT7'*® mohl byt zpisoben jejich nizkou mirou expresi.
Proto by bylo vhodné vyzkouset exprimovat tyto proteiny ve vétSim objemu kvasinkovych kultur
a po purifikaci vzorky proteinti zahustit na co nejmensi objem a pracovat dale s takto upravenymi
vzorky.

Dalsim faktorem, ktery mohl ovlivnit expresi proteint, mohl byt $patné zvoleny zdroj uhliku
v kultivatnim YNB médiu. Vyrobce expresniho vektoru pYES2 a expresniho systému

Saccharomyces cerevisiae INVScl doporucuje pouzit jako zdroj uhliku glukosu nebo rafinosu.
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Béhem popsané exprese bylo pouzito YNB médium obsahujici glukosu. Proto by bylo dobré
experiment zopakovat s médiem s obsahem rafinosy.

Expresi proteint taktéZ mohly ovlivnit $patné zvolené kultivacni podminky, které mohly
zpusobit Spatné sbaleni proteinll. V nasem piipad¢ se nejspiSe jednalo o vysokou teplotu pii expresi
proteinti, kterda Ccinila 30°C, nebot Takei et al. (2001) i Kakimoto (2001) exprimovali
isopentenyltransferasy v E. coli pti teplotach 25°C, resp. 20°C. Nizsi teplota zarucuje lepsi sbaleni
proteint.

Poslednim diivodem nemoznosti detekovat nami vytvoiené isopentenyltransferasy mohla byt
jejich postupna degradace béhem experimentu. Takei et al. (2001) uvadi, ze v jeho experimentu
vSechny isopentenyltransferasy, kromé AtIPT1, po purifikaci ztratily svou isopentenyl-
transferasovou aktivitu v zasadni mife.

Pro uspé&snou expresi AtIPT7 a AtIPT7<'* by proto bylo vhodné cely experiment zopakovat
se zaméfenim na optimalizaci exprese a sméfenim isopentenyltransferasové aktivity

s purifikovanymi proteiny, coz s ohledem na nedostatek ¢asu jiz nebylo mozné.
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4 Zavér

V teoretické Casti této bakalatské prace byl zpracovan piehled nékterych posttranslacnich
modifikaci, které jsou dilezité pro spravnou funkci proteinti. Dale byla zpracovana problematika
ptipravy rekombinantnich proteinti, které jsou pfipravovany pievazné za tcelem studia funkci
téchto proteinil. Dale byla zpracovana literarni reSerSe o isopentenyltransferasach, coz jsou enzymy
prvniho kroku biosyntézy cytokinini, reSerSe pak byla zvlasté¢ zamétena na IPT3 z Arabidopsis
thaliana, u které bylo zjisténo, Ze je farnesylovana na cysteinu 333, ktery je soucasti CaaX boxu,
coz ovliviiuje lokalizaci tohoto enzymu na bunééné urovni. Posledni ¢ast literarni reSerSe je
zamétfena na AtIPT7, u niz byl objeven obdobny aminokyselinovy motiv na cysteinu 312. Proto
byla v experimentalni c¢asti v experesnim systému Saccharomyces cerevisiae pripravena

rekombinantni AtIPT7 a jeji mutovana verze AtIPT7<*'*

, u které by nemélo dochazet k prenylaci.
U takto pfipravenych rekombinantnich enzymti mélo byt ovéfeno, zda u nich k prenylaci dochazi,
¢i nikoliv. K ovéfeni prenylace vSak nedoslo z divodu pfili§ nizké miry exprese obou proteint
v pouzitém expresnim systému. Optimalizace exprese a charakterizace téchto rekombinantnich

enzymu z pohledu prenylace bude feSena v ramci mé diplomové prace.
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6 Seznam zKkratek

ABA

ADP

AMP

AtIPT
AtIPT
AtICME
AtICMTA/B
ATP
AtSte24/AtRcel
bp

BSA

cDNA
ddH,0
DMAPP
DNA

dNTP

E. coli
ERA1

FPP
fw
GFP
GGB
HMBDP
HF
iP
iPMP
iPDP
iPRP
iPTP
IPT
IPTG
kb
kDa

kyselina abscisova (z angl. abscisic acid)

adenosin difosfat

adenosin monofosfat

isopentenyltransferasa z Arabidopsis thaliana

gen kodujici isopentenyltransferasu z Arabidopsis thaliana

gen kodujici isoprenylcystein methylesterasu z Arabidopsis thaliana
geny koduji isoprenylcystein methyltransferasy z Arabidopsis thaliana
adenosin trifosfat

geny koédujici CaaX proteasy z Arabidopsis thaliana

pary bazi (z angl. base pair)

hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine)
komplementarni deoxyribonukleova kyselina

destilovana deionizovana voda

dimethylallyl difosfat

deoxyribonukleova kyseliny

deoxyribonukleotidtrifosfat

Escherichia coli

zySena odezva na kyselinu abscisovou 1 (z angl. enhanced responce to
abscisic acid 1)

farnesyl difosfat

oznaceni primeru ,,po smeru*, ve sméru genu 3'—5" (z angl. forward)
zeleny fluorescencni protein (z angl. green fluorescent protein)
geranylgeranyltransferasa beta

(E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl difosfat

vysoce specificky (z angl. high-fidelity)

isopentenyl adenin

isopentenyl adenosinmonofosfat

isopentenyl adenosindifosfat

isopentenyl adenosinfosfat

isopentenly adenosintrifosfat

isopentenyltransferasa

B-D-1-thiogalactopyranosid

kilobaze

kilodalton
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LeFTA/B
MCS
mRNA

OD

PCR

PFT
PGGT-I
PLP

PMSF
PVDF

rev

rpm

SDS
SDS-PAGE
Tag DNA-pol.
TEMED
TP

tRNA

WT
X-GAL

o/B-podjednotka rajcatové farnesyltransferasy

vicecetné klonovaci misto (z angl. multiple clonning site)
mediatorova ribonukleova kyseliny

opticka hustota (z angl. optical density)

polymerasova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
proteinova farnesyltransferasa

proteinova geranylgeranyltransferasa |

gen kodujici a-podjednotku PFT a PGGT-I (z angl. pluripetala)
fenylmethylsulfonyl fluorid

polyvinyliden difluorid

oznaceni primeru ,,proti sméru‘, proti sméru genu 5’ —3" (z angl. reverse)
otacky za minutu (z angl. rotation per minute)

dodecylsiran sodny

polyakrylamidova elektroforéza v ptitomnosti dodecylsiranu sodného
termostabilni DNA polymerasa z bakterie Thermus aquaticus

N, N, N’, N'-tetramethylendiamin

tranzitni protein

transferova DNA

divoky (z angl. wild-type)
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranosid
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