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1. Cyanobakterie

Cyanobakterie zahrnuji Sirokou skupinu fototrofnich organisml a predstavuji jednu
z nejdulezitéjSich fylogenetickych linii bakterii (Madigan et al., 2008).

Morfologicka rozmanitost cyanobakterii je znaéna. Jsou znamy jednobunééné i viaknité
formy a podle toho se déli do péti riznych skupin: jednobunééné délici se podvojnym
délenim, jednobuné&cné délici se vicenasobnym délenim (kolonialni uspofadani
bunék), vlaknité obsahujici odliSné buriky zvané heterocyty, které jsou schopny fixace
vzdusného dusiku, dale vlaknité neobsahujici heterocyty a poslednim typem jsou
vétvici se vlaknité cyanobakterie. Velikost bunék je v rozsahu 1-60 pm.

Patfi mezi Gram-negativni bakterie a v jejich vicevrstevné bunééné sténé je obsazen
pepdidoglykan. Mnoho druht cyanobakterii tvofi silné slizové schranky nebo pochvy,
které spojuji bunky a vlakna dohromady. Cyanobakterie maji jen jednu formu
chlorofylu, chlorofyl a, a také charakteristické biliproteinové pigmenty zvané fykobiliny,
mezi které patfi modry fykocyanin a Cerveny fykoerytrin. Fykobiliny jsou ulozeny
v téliskach, které se nazyvaji fykobilisomy a maji doplfikovou funkci pfi fotosyntéze.
Kromé vegetativnich bunék se u cyanobakterii vyskytuji i jiné struktury, napf. plynové
vacky, které se nachazeji zvlasté u planktonnich druh( zijicich na otevfenych vodach a
zajistuji tak lepSi vznaseni ve vodnim prostfedi. Nékteré druhy cyanobakterii tvofi
heterocyty, kulaté utvary rozmisténé jednotlivé podél nebo na konci vliakna. Heterocyty
vznikaji z vegetativnich bunék a probiha v nich fixace vzdusného dusiku (viz kap.
Fixace vzdusného dusiku). Jsou v urcitém spojeni se sousednimi vegetativnimi
bunkami a dochazi zde ke vzgjemné vyméné latek. Produkty fotosyntézy mifi
z vegetativnich bunék do heterocyt a naopak latky vznikajici pfi fixaci vzduSného
dusiku jsou pfenasSeny z heterocyt do vegetativnich bunék. Obsah fykobilini je
v heterocytech velmi nizky a fotosystém Il vyvijejici kyslik zcela chybi. Heterocyty jsou
obklopeny zesilenou bunécnou sténou obsahujici velké mnozstvi glykolipida, které
zpomaluji difuzi kysliku v bufice. Uvnitf heterocyt je udrzovano anaerobni prostiedi,
protoZze enzym nitrogenasa katalyzujici fixaci je extrémné citlivy na kyslik. Nékteré
cyanobakterie neobsahujici heterocyty mohou produkovat nitrogenasu a fixovat dusik i
ve vegetativnich burnkach, pokud vSak rostou pfi anaerobnich podminkach.

Struktura zvana cyanofycin je jednoduchy polymer skladajici se z aspartatt a na kazdy
Z nich je napojena molekula argininu. Tento ko-polymer slouzici jako zasobarna dusiku
je pfi jeho nedostatku rozlozen a vyuzit. Cyanofycin muze byt také patrné u

cyanobakterii vyuzit jako zdroj energie. Arginin mlze byt hydrolyzovan na ornithin za
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souCasné produkce ATP. Tuto reakci uvedenou na Obr. 1 katalyzuje

arginindihydrolasa vyskytujici se u mnoha cyanobakterii.

arginin + ADP + P; + H,O — ornithin + 2NH; + CO, + ATP

Obr. 1 Pfeména argininu na ornithin za vzniku ATP

U vlaknitych cyanobakterii se Casto vyskytuje dclenéni jednotlivych vidken na
hormogonie, které se mohou z vlakna odlomit. Nékteré druhy cyanobakterii vytvari
akinety funguijici jako spory, tzn., Ze organismus chrani pfed nepfiznivymi podminkami
(napf. obdobi sucha, mraz, atd.). Maji zesilenou buné&¢nou sténu a vznikaji z jedné
nebo dvou vegetativnich bunék.

VyZiva cyanobakterii je velmi jednoducha. NevyzZaduji zadné vitaminy a zdrojem
dusiku jsou dusi¢nany nebo amoniak. VétSina druhl je obligatné fototrofni, nejsou
schopné rustu ve tmé za pfitomnosti organickych sloucenin. Nékteré cyanobakterie
jsou schopny v pfitomnosti svétla asimilovat jednoduché organické slou¢eniny, napf.
glukosu nebo acetat. Patrné vSak nedokazi vytvaret ATP oxidaci téchto organickych
latek. Pokud je vSak ATP ziskano prostfednictvim fotofosforylace, organické
slou¢eniny mohou slouzit jako zdroj uhliku. Je také ovSem znamo, Ze predevsim
nékteré viaknité druhy dokazi rast bez pfitomnosti svétla pomoci glukosy nebo jinych
sacharidd, které vyuzivaji jako zdroj uhliku a energie.

Cyanobakterie produkuji velké mnozstvi metabolitd, které mohou mit rizné vyuziti.
Jsou schopny produkovat silné neurotoxiny. Pro vodni ZivoCichy je napf. velmi
nebezpetna tvorba vodniho kvétu na hladinach rybnikd a pfehrad. Mnohé
cyanobakterie jsou zodpovédné za znecisténi vod, a pokud jsou stale pouzivany jako
zdroj pitné vody, mohou zplsobit znaéné =zdravotni problémy. Jednou
z produkovanych slou€enin je geosmin (trans-1,10-dimethyl-trans-9-dekalol), ktery
zpusobuje typicky zapach puad.

Cyanobakterie jsou Siroce rozSifeny po celé Zemi. Jsou vice odolné k extrémum
zivotniho prostfedi nez eukaryotni fasy a jsou Casto dominantnimi fotosyntetickymi
organismy slanych jezer a jinych ekosystémua vyznacujicich se extrémnimi zivotnimi
podminkami. Mnohé druhy cyanobakterii nachazime ¢asto na povrchu skal a dokonce
i v poustich. Nékteré cyanobakterie mohou zit v symbidze s kapradinami, jaterniky
nebo cykasy a bylo také zjisténo, ze mohou fungovat i jako fotosynteticka soucast
lisejnikd. DalSi pfiklad symbiozy se vyskytuje u druhu Anabaena, ktera fixuje dusik

v pritomnosti vodni kapradiny Azolla, a ta ho poté vyuziva ve svUj prospéch.

11



Evoluéni vyznam cyanobakterii se upira na to, Ze se jednalo o prvni fototrofni
organismy produkujici kyslik a jsou tedy zodpovédné za pocateCni pfeménu zemské
atmosféry z anaerobni na aerobni. Fosilni nalezy cyanobakterii z obdobi Prekambria
dokazuji, ze obyvaly rozlehlé oblasti Zemé. A¢koli dnes uz neni vyznam cyanobakterii

tak velky, stale jsou povazovany za jednu z dominantnich skupin mikroorganism.

1.1. Cyanobakterie Nostoc PCC 7120

Nostoc 7120 (Obr. 2) patfi mezi cyanobakterie, ve kterych probiha fotosyntéza
prakticky stejné jako u vySsich rostlin. Tato cyanobakterie je vSak také schopna fixovat
vzdusny dusik. Fixace probiha za anaerobnich podminek v heterocytech (Kaneko et
al.,, 2001). Tim, Ze fixace probiha v heterocytech, je zajidténo uplné oddéleni od
fotosyntézy, kde jako produkt vznika kyslik, na ktery je velice citlivy nitrogenasovy
komplex provadéjici tuto fixaci (Regelsberg et al., 2004).

Tato cyanobakterie se UspésSné pouziva v zemédélstvi pfi péstovani ryze, protoze
zvySuje obsah dusiku v padé zatopenych ryzovych poli, a tim poskytuje dllezity zdroj
pfirodniho hnojiva (Kaneko et al., 2001).

Jedna se o cyanobakterii s plné sekvenovanym genomem, ktery je sloZzen z jednoho

chromozomu a Sesti plasmidl (Kaneko et al., 2001).

Obr. 2 Cyanobakterie Nostoc PCC 7120

(http://www.fotomol.uu.se/Forskning/cyano/cpp.shtm)
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1.2. Fixace vzdusného dusiku

Fixace vzdusného dusiku se tyka pouze bakterii, a to anaerobnich i aerobnich. Kromé
volné zijicich bakterii fixujicich dusik je tu jesté skupina symbiotickych bakterii, které
fixuji dusik jen v pfitomnosti nodult nebo na kofenech hostitelskych rostlin, které dusik
fixovat neumi (Madigan et al., 2008).

Pfi fixaci je dusik redukovan na amoniak, ktery je poté pfeménén na organické
slou€eniny dusiku. Redukce je katalyzovana nitrogenasovym komplexem skladajicim
se ze dvou oddélenych enzymu — dinitrogenasy a dinitrogenasareduktasy. Obé slozky
obsahuji Zelezo a dinitrogenasa navic jesté molybden. Tyto prvky jsou souéasti Fe-Mo
kofaktoru dinitrogenasy ucastnici se redukci dusiku. Vzhledem ke stabilité trojné vazby
N=N je dusik extrémné inertni a jeho aktivace je velmi energeticky narocna. Proces je
inhibovan pfitomnosti kysliku, protoZe dinitrogenasareduktasa je velice rychle a
ireverzibilné kyslikem inaktivovana. U aerobnich bakterii je dusik fixovan v pfitomnosti
kysliku v celych burikach, ale nitrogenasa se patrné nachazi uvnitf bunék
v néjakém "mikroprostfedi” bez kysliku. Nékteré bakterie a cyanobakterie rostouci
aerobné i anaerobné fixuji dusik jen v anaerobnich podminkach.

PFi redukci N, na 2NH; musi byt pfeneseno 8 elektronl. Elektrony jsou pfeneseny na
dinitrogenasareduktasu z ferredoxinu nebo flavodoxinu a je nutna pfitomnost ATP.
Jeho spotfeba je velmi vysoka, na pfenos 2e” je potfeba 4 — 5 ATP a v podstaté je
potfebné ke snizeni reduk&niho potencialu nitrogenasy, potom muize dojit k redukci
dusiku. Redukéni potencial dinitrogenasareduktasy je -0,30 V a pfenosem elektronu na
enzym za hydrolyzy ATP je snizen na -0,40 V. Rovnice fixace dusiku je uvedena na
Obr. 3.

N, + 8H" + 8e + 16 ATP — 2NH; + H, + 16 ADP + 16 P;

Obr. 3 Stechiometrie procesu fixace dusiku

Geny kodujici dinitrogenasu a dinitrogenasareduktasu jsou soucasti komplexniho
regulonu zvaného nif regulon. Jsou zde pfitomny také strukturalni geny, geny pro Fe-
Mo kofaktor, geny pro proteiny kontrolujici elektronovy transport a mnoho regulaénich
gen(. Dinitrogenasa je proteinovy komplex tvofeny dvéma podjednotkami — a (produkt
nifD genu) a B (produkt nifK genu) a kazda je pfitomna ve dvou Kkopiich.
Dinitrogenasareduktasa je dimer skladajici se ze dvou identickych podjednotek. Je
produkovana genem nifH. Kompletni struktura Fe-Mo kofaktoru neni zatim znama, ale

je syntetizovan za ucasti nékolika gent: nifN, V, Z, E, B, Wa Q.
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Nitrogenasovy komplex je pfisné regulovan. Samotna fixace je inhibovana jednak O,
a také fixovanym dusikem ve formé& NH;, NO3™ a aminokyselin. Hlavni ¢ast regulace je
v8ak na urovni transkripce. Napf. transkripce strukturalnich genl je aktivovana NifA
proteinem (aktivator) a potlatovana NifL proteinem (inhibitor). NifL obsahuje FAD
kofaktor, ktery je zapojen ve vnimani kysliku. V pfitomnosti kysliku potlaci NifL syntézu
ostatnich nif genu, coz blokuje syntézu nitrogenasy. Samotny amoniak produkovany
nitrogenasou nepotlauje syntézu enzymd(, protoze hned po jeho vzniku dochazi
k inkorporaci do organickych slou¢enin a je vyuZit v biosyntéze. Pokud je vsak
amoniaku nadbytek, syntéza nitrogenasy je pomérné rychle potlaCena. Tim je
zajisténo, Ze nedochazi ke zbyte¢nému ubytku ATP. U nékterych bakterii fixujicich
vzdusny dusik (zvlasté pak u fototrofnich), kde je nitrogenasova aktivita také
regulovana pomoci amoniaku, se vyskytuje tzv. "switch-off* efekt, kdy nadmérné
mnozstvi amoniaku katalyzuje kovalentni modifikaci dinitrogenasareduktasy. Ta poté
ztraci enzymovou aktivitu. Modifikovany enzym se méni zpét na aktivni formu pokud je
mnozstvi amoniaku omezené. "Switch-off" efekt je tedy rychla a reversibilni metoda,

ktera kontroluje spotfebu ATP nitrogenasovym komplexem.

1.3. Vznik a vyvoj heterocyt

1.3.1. Uvod

Jak uz bylo zminéno, hererocyty tvofené z vegetativnich bunék jsou specializované
pro fixaci vzdusného dusiku, ktera je katalyzovana na kyslik citlivym enzymovym
komplexem nitrogenasy. Metabolické a morfologické zmény, které jsou spojeny
s tvorbou heterocyt, podléhaji potfebé prostiedi bez kysliku, ve kterém mize
nitrogenasa vykonavat svou funkci. Heterocyty maji na svém povrchu dvouvrstvou
membranu skladajici se z polysacharidd a glykolipidu. Kfehka glykolipidova vrstva,
ktera je chranéna polysacharidovou vrstvou, redukuje prostupovani Kkysliku do
heterocyt. Vyskyt kysliku je také potlaCen nepfitomnosti fotosystému II, ktery je
zodpovédny za jeho produkci. Vegetativni buriky slouzi heterocytim jako zdroj uhliku a
redukénich ¢&inidel, heterocyty jim naopak poskytuji fixovany dusik. Tato spoluprace
mezi dvéma funk&né odliSnymi typy bunék je velice dulezita pro rast filamentu pfi
nedostatku dusiku (Zhang et al., 2006).

U cyanobakterie druhu Nostoc PCC 7120 jsou heterocyty vloZzeny obvykle mezi 10-20
vegetativnimi burikami (Obr. 4). Toto linearni uspofadani je jednim z nejjednodusSich

prostorovych vzoru co se ty¢e vyvojové biologie (Zhang et al., 2006).
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Obr. 4 Cyanobakterie Nostoc PCC 7120 s vyznaCenou heterocytou
(http://www2.bc.edu/~strother/GE_146/labs/lab7/).

1.3.2. 2-Oxoglutarat jako metabolicky signal

Pfitomnost amoniaku silné inhibuje diferenciaci heterocyt. Slabsimi inhibitory jsou
dusi¢nany, v jejichz prfitomnosti se heterocyty pfi nedostatku fixovaného dusiku
vyskytuji normalné. Bylo zji§téno, Ze 2-oxoglutarat (2-OG), ktery je akumulovan, maze
u cyanobakterii fungovat jako signal znacici kolik dusiku je pfitomno. Hlavni funkci 2-
OG je to, Ze slouzi jako uhlikatda kostra pro asimilaci amoniaku pomoci
glutaminsynthetasa-glutamatsynthasového (GS-GOGAT) cyklu. 2-OG mulze byt pfi
nedostatku vzdusného dusiku akumulovan uvnitf bunék. Tato hypotéza byla potvrzena
méfenim obsahu 2-OG u jednobunécnych i viaknitych cyanobakterii. Studie in vivo
dokazuji, Ze akumulovany 2-OG slouZi jako signal nedostatku dusiku a spousti tak

klicovou signalni drahu vedouci k tvorbé heterocyt (Zhang et al., 2006).

1.3.3. NtcA, mozny senzor 2-OG

Je znamo, ze 2-OG v cyanobakteriich plsobi na aktivitu dvou proteint — PIl (kddovany
ginB genem) a NtcA. Experimentalni data dokazala, Ze NtcA by mohl byt hlavnim
senzorem 2-0OG, ktery je zodpovédny za pocatec¢ni diferenciaci heterocyt (Zhang et al.,
2006).

NtcA je transkripéni faktor patfici do proteinové rodiny cAMP receptor(, které kontroluji
geny zapojené v metabolismu dusiku a uhliku. Jedna se o vysoce konzervovany
protein u cyanobakterii, zvlasté u jednobunécnych. To, ze je NtcA povazovan za hlavni
senzor 2-OG, bylo potvrzeno jednak genetickymi studiemi, které poukazaly na to, ze

gen ntcA je nezbytny pro diferenciaci heterocyt, a také tim, Ze DNA-vazebna aktivita
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NtcA je stimulovana pfitomnosti 2-OG. U jednobunécné cyanobakterie Synechococcus
elongatus PCC 7942 je NtcA schopny vazat se k promotoru cilovych gend, ale
transkripce muze zadit jen v pfitomnosti 2-OG (Zhang et al., 2006).

U cyanobakterii je tedy za hlavni zdroj dusiku povazovan amoniak, ktery je asimilovan
pomoci GS-GOGAT cyklu. DusiCnany jsou redukovany nitratreduktasou a
nitritreduktasou za vzniku amoniaku. Mnozstvi amoniaku je pak kontrolovano pomoci
proteinu NtcA. Pokud je amoniak nahrazen dusicnanem, NtcA aktivuje geny zapojené
v redukci dusi¢nanl. Pokud nemaji vlakna dostatek vazaného dusiku, dochazi
k akumulaci 2-OG na nejvysSi Uroven, coz vede k expresi genu ntcA. Protein NtcA
amplifikuje signaly znacici nedostatek dusiku, které spousti expresi hetR, genu

nepostradatelného pfi tvorbé heterocyt (Zhang et al., 2006).

1.3.4. Vztah mezi 2-OG a vapenatymi ionty Ca®*

Nedostatek dusiku nevede jen ke zvySeni obsahu 2-OG, ale také ke zvy3eni
koncentrace Ca?* iontl, které, jak bylo zji$t&no, jsou nezbytné pro vyvoj heterocyt.
Signal spustény Ca?* muze pusobit dokonce dfive neZ hetR. Tato informace byla
potvrzena pfi studiu na CcbP, proteinu maskujicim vapnik. Inaktivace genu ccbP vede
k tvorbé heterocyt vyskytujicich se vedle sebe (tzv. Mch genotyp), zatimco nadexprese
genu ccbP zpusobuje snizeni koncentrace vapenatych iontl, coz vzajemné souvisi
s niz&i indukci genu hetR a malou diferenciaci heterocyt. Koncentrace Ca*" iont
v heterocytech je asi 10x vy$8i nez ve vegetativnich burikach, proto také exprese genu
ccbhp je ve vegetativnich bufkach vysoka, naopak v heterocytech je nedetekovalelna.
Samotny CcbP neni pfimo zapojeny ve vyvoji heterocyt, ale spiSe je vyuzivan jeho
efekt maskovani Ca®" pfi nedostatku vazaného dusiku. Heterologni protein vazajici
vapnik, kalmodulin, je produkovan cyanobakterii Nostoc PCC 7120, a také zabranuje
tvorbé heterocyt stejnym zplsobem jako CcbP. Tato skuteCnost podporuje myslenku,
Ze pfi nedostatku dusiku m(ize CcbP vazat Ca?* ionty a udrZovat jejich koncentraci na
nizké urovni a Ze komplex CcbP-Ca®" muzZe slouzit jako zasobarna Ca?* iontd.

2-0OG tedy spoleéné s vapenatymi ionty plsobi jako signal pfi vyvoji heterocyt. Obsah
2-0OG je v8ak zvysen hned v odpovédi na nedostatek dusiku, naopak Ca?* ionty se
zacinaji akumulovat az po uréité dobé po od&erpani vazaného dusiku (Zhang et al.,
2006).
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1.3.5. HetR, requlaéni faktor zapojeny ve vzniku a vyvoji heterocyt

HetR se jevi jako hlavni pozitivni regulator Ucastnici se tvorby heterocyt. HetR ma
jednak samodegradaéni proteasovou aktivitu, a také DNA-vazebnou aktivitu, ktera
vyzaduje homodimerni formaci (Zhang et al., 2006).

NtcA protein vnima jako prvni signal zvySeni obsahu 2-OG, ale pro jeho vét§i miru
exprese je zapotiebi exprese genu hetR. Naopak exprese hetR zavisi na ntcA. Geny
hetR a ntcA jsou tedy pozitivné autoregulovany. Regulaéni smycCka skladajici se
z proteint NtcA a HetR je ustfedni pro vyvoj heterocyt. ZvySena mira exprese hetR
vede k vyvoji heterocyt dokonce i za podminek, kdy je pfitomno dostate¢né mnozstvi
dusiku (Zhang et al., 2006).

Pro regulaci exprese hetR je také dllezity gen patA. Protein PatA patfi mezi regulatory
odpovédi, které jsou pravdépodobné uc€inné pomoci protein-proteinovych interakci.
Bylo zjisténo, Ze muze ovliviiovat aktivitu HetR na urovni transkripce. Ve vegetativnich
burikach, ze kterych maji vzniknout heterocyty, muze interagovat pfimo s HetR. Tato
interakce vede bud k pfedeijiti autoproteolyzy HetR, nebo kinhibici DNA-vazebné
domény HetR (Zhang et al., 2006).

1.3.6. Zavéreéné shrnuti

Signalni sit regulujici prvotni kroky diferenciace a vzniku heterocyt jsou zobrazeny na
Obr. 5. Diferenciace heterocyt neni indukovana pfi podminkach, kdy je dostatek
vazaného dusiku, protoze hladina 2-OG je nizka, volné Ca?* ionty jsou vétsinou
oddéleny pomoci CcbP a pfitomnost PatS udrzuje expresi genu hetR pod kontrolou.
Pokud jsou vlakna vystavena nedostatku vazaného dusiku, dochazi k akumulaci 2-OG
a ke zvySeni DNA-vazebné aktivity NtcA, coz postupné vede k expresi genu hetR.
Proteiny HetR a NtcA poskytuji spole¢né zakladni kontrolni mechanismy signalni
amplifikace a iniciace diferenciace heterocyt pomoci autoregulace a vzajemné
regulace téchto proteini. HetR aktivuje expresi genu patS a tento protein poté mize
difundovat podél vlaken a inhibovat diferenciaci sousednich bunék. Tato kompetice
burika-burika je Caste¢né zodpovédna za tvorbu heterocyt. Protein NtcA aktivuje geny,
které mohou vyuzit alternativni zdroje dusiku a pokud nejsou takové zdroje dostupné,
aktivace téchto genll maze potlacit proces diferenciace heterocyt jesté pred tim, nez se

stane nevratnym (Zhang et al., 2006).
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Obr. 5 Regulaéni kolobéh zapojeny v raném stadiu vyvoje heterocyt

Procesy nebo slouceniny podporujici diferenciaci heterocyt jsou vyznaceny cCervené,
naopak procesy a slouc¢eniny potlacujici tvorbu heterocyt jsou vyznaéeny €erné (Zhang
et al., 2006).

2. Metabolismus cytokinint

2.1. Charakteristika cytokinint

Cytokininy patfi do skupiny fytohormond, jejichz role je nezbytna pfi rastu a vyvoji
rostlin. Ovliviuji bunécné déleni, senescenci listd, apikalni dominanci, tvorbu
postrannich kofend, atd. (Kudo et al., 2010). Jejich vyznam kontroly rustu a vyvoje se
v8ak zdaleka netyka jen rostlin, ale i jinych organismu, napf. cyanobakterii (Selivankina
et al., 2006).

Pfirozené se vyskytujici cytokininy jsou derivaty adeninu s postrannim fetézcem na
pozici N°. V zavislosti na struktufe se cytokininy déli na isoprenoidni nebo aromatické.
Mezi isoprenoidni cytokininy se fadi dva zakladni typy, a to bud isopentenyladeninovy
(iP)-typ nesouci isopentenyl na pozici N° postranniho fetézce, nebo zeatinovy-typ,
ktery nese hydroxylovany isopentenyl na stejné pozici postranniho fetézce a existuje
v cis nebo trans konfiguraci (podle toho, ktery methyl je hydroxylovan). Biologicka
aktivita trans-zeatinu (Obr. 6) je obvykle mnohem vétSi nez cis-zeatinu (Kakimoto et
al., 2003).

Cytokininy jsou zastoupeny ve formé baze, ribosidl a ribotidl a nejvice se vyskytuji
v kofenové Cepicce, apikalnim meristému stonku a v kli¢icich semenech. Jako hlavni
misto biosyntézy cytokininl byla donedavna povazovana kofenova Cepicka, ale bylo
Zjisténo, Ze cytokininy jsou syntetizovany i v kambiu, stonkovém apexu a kli€icich
semenech. Mira syntézy cytokininU je ovlivnéna tim, v jakém vyvojovém stadiu se

rostlina pravé nachazi, a také buné&&nym cyklem. Nejvice jsou cytokininy syntetizovany
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v pozdni S-fazi a béhem M-faze bunééného cyklu. Stupen jejich syntézy je také
ovlivnén faktory Zivotniho prostfedi, a to pfedevsSim dostupnosti dusiku (Kakimoto et
al., 2003).

Obecné je mnozstvi aktivnich cytokininG v rostliné regulovano jejich biosyntézou,
konverzi, transportem a degradaci. Jejich degradace probiha za ucasti enzymu
cytokinindehydrogenasy (CKX) (Houba-Herin et al., 1999; Morris et al, 1999).

OH }
HN/([ HN/H\ HN
NJiN N{JIN NJTN\
LS ) |
LN S

frans-7aatin lsopentenyladenin Benzyladenin

Obr. 6 Struktury nékterych cytokininl
2.2. Metabolismus cytokininl u vyssich rostlin

Klicovymi enzymy hrajici nepostradatelnou roli pfi biosyntéze cytokinind jsou
adenosinfosfatisopentenyltransferasa (IPT), tRNA-isopentenyltransferasa (tRNA-IPT),
cytokinin trans-hydroxylasa (CYP735A) a cytokinin nukleosid 5°-monofosfat
fosforibohydrolasa (LONELY GUY=LOG). Zakladni schéma syntézy cytokininQ
vystihuje Obr. 7 (Kudo et al., 2010).
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ADP/ATP Prenyl-tRNA
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iP tZ cZ
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Obr. 7 ZjednoduSeny model syntézy a degradace cytokinin (Kudo et al., 2010)
Modré Sipky znaci reakce katalyzované znamymi enzymy, Sedé Sipky enzymy dosud

neidentifikované.

Pocateénim krokem biosyntézy iP a tZ u A. thaliana je syntéza iP-ribotid(
z dimethylallydifosfatu (DMAPP) a adenosin 5’-difosfatu (ADP) nebo adenosin 5°-
trifosfatu (ATP). Tato reakce je katalyzovana IPT. iP-ribotidy jsou poté hydroxylovany
za vzniku tZ-ribotidi pomoci CYP735A1 nebo CYP735A2. Biosyntézy cZ se ucastni
tRNA-IPT, ktera katalyzuje prenylaci tRNA pomoci DMAPP a vznikaji cZ-ribotidy.
Pfeména iP-, tZ- a cZ-ribosid 5°-monofosfatd na jejich aktivni formy probiha dvéma
zpUsoby: ribosid 5°-monofosfat mize byt pfeveden pfimo na volnou bazi cytokininl za
ucasti LOG, nebo jsou ribotidy nejprve defosforylovany za vzniku ribosidu, které jsou
nasledné pfeménény na volné baze. Odpovidajici geny ale nebyly jesté identifikovany
(Kudo et al., 2010).

Inaktivace cytokinini probiha bud degradaci nebo konjugaci. Degradace je
katalyzovana cytokinindehydrogenasou (Galuszka et al., 2001; Schmulling et al., 2003)
(viz kapitola Cytokinindehydrogenasa). Konjugace glukosou probiha na purinovém
kruhu na pozici N3, N7 a N9, nebo na hydroxylové skupiné prenylového fetézce a je
katalyzovana cytokininglykosyltransferasou (Kuroha et al., 2009).

Cytokininy jsou mobilni tfidou fytohormon( a k jejich transportu pfes plasmatickou
membranu maji vysSi rostliny pravdépodobné vyvinuty importni a exportni systém.
Byly identifikovany dvé rodiny transportnich systémd, a to purinpermeasy (PUP) a
rovnovazné nukleosidové transportery (ENT). Jedna se o obecné transportéry
purinovych latek, které by mohly slouzit i k transportu cytokinin(. Transport latek pres
plasmatickou membranu pomoci purinpermeas je spojen s protonovym gradientem.
Rovnovazné nukleosidové transportéry prenaseji jednotlivé slouceniny pomoci

koncentraéniho gradientu. U A. thaliana bylo zjisténo, ze volné baze cytokinind, jako
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jsou iP a tZ, mazou byt pfenaseny pomoci purinpermeas a cytokininové ribosidy iPR a

tZR rovnovaznymi nukleosidovymi transportéry (Kudo et al., 2010) (Obr. 8).

H* iR tZ iPR, tZR

H* Ptz iPR, tZR

Obr. 8 Mozny zplsob transportu cytokininl pfes plasmatickou membranu (Kudo et al.,
2010)

Translokace cytokinind v rostliné je zprostfedkovana xylémem a floémem. NejCastéji
se vyskytujicim cytokininem v xylému je tZR. Ve floému jsou pfitomny pfevazné iPR a
iPRMP. Z toho vyplyva, ze tZR mulze rostlinam slouzit jako akropetalni posel, naopak
iP-typy cytokininG jako posli systémovi a basipetalni (Kudo et al., 2010).

Translokace cytokinind pomoci xylému je kontrolovana endogennimi signaly a signaly
okolniho prostiedi. V je€meni a kukufici je napf. obsah tZR v xylému znaéné zvySen
pridavkem dusi¢nanu. To znaci, Zze tZR pusobi jako posel pro signalizaci dusi¢nanem.
Cytokininy, jejichz obsah v xylému je regulovan pfidavkem dusi¢nanu, spousti v listech
akumulaci transkriptl genu reagujicich na cytokininy. Napf. v kofenech A. thaliana
dusi¢nan indukuje akumulaci transkriptd AtIPT3 genu. U mutantni rostliny A. thaliana
postradajici gen AtIPT3 je akumulace cytokininl, ktera je zavisla na pfitomnosti
dusi¢nanu, zna¢né redukovana. Z toho vyplyva, ze AtIPT3 je klicovy gen pro de novo
biosyntézu cytokinini zavisejici na pfitomnosti dusi¢nanl. Dusi¢nanové ionty jsou
transportovany pomoci xylému a v listech dochazi k jejich asimilaci do aminokyselin
(Kudo et al., 2010).

2.3. Metabolismus a funkce cytokinint u mikroorganismu

O metabolismu cytokinint u mikroorganismu toho neni znamo pfili§ mnoho. Nejvice

poznatkl bylo ziskano o biosyntéze.
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U druhu hlenky Dyctiostelium discoideum, ktera se vSak nefadi mezi prokaryota, ale
mezi eukaryota, Taya et al. (1978) zjistili, Ze Castecné purifikovany enzymovy vzorek
katalyzuje pfenos isopentenylu z dimethylallyldifosfatu (DMAPP) na AMP. Tato reakce
byla oznaCena jako DMAPP:AMP isopentenyltransferasova aktivita. ATP, ADP ani
cAMP nefungovaly jako akceptory isopentenylu. Reakénim produktem této reakce byl
isopentenyladenosin-5"-monofosfat (iPRMP), ktery byl pfeménén na iP a iP poté
modifikovan na pozici N3 za vzniku diskadeninu. Diskadenin inhibuje vznik spor a
prekvapivé také vykazoval cytokininovou aktivitu ve vzorcich kalusu tabaku (Kakimoto
et al., 2003).

Bakterie Agrobacterium tumefaciens vyvolava vznik nadort u rostlin. Infekce probiha
pomoci oblasti T-DNA, tzv. Ti-plasmidu, ktery je v€lenén do rostlinného chromosomu.
T-DNA nese geny, které se exprimuji v bufkach rostliny a jsou zodpovédné za
nadprodukci auxind a cytokinin(l, coz vede ke vzniku nador(i. TMS lokus je slozen ze
dvou genu odpovédnych za produkci auxint a TMR lokus obsahuje gen, jehoz exprese
vede k produkci cytokininl. Gen TMR (IPT) byl klonovan a exprimovan v E. coli a bylo
zZjisténo, Ze extrakt E. coli katalyzuje produkci iPMP z DMAPP a AMP. Jedna se tedy o
DMAPP:AMP isopentenyltransferasu. Druh A. tumefaciens produkujici nopalin ma jiny
gen pro DMAPP:AMP isopentenyltransferasu, a to TZS, ktery je pfitomen v Ti-
plasmidu vné T-DNA a je zodpovédny za vysokou produkci cytokinint. Geny podobné
TMR a TZS genim se nachazeji také u jinych druh( bakterii, napf. u Pseudomonas
syringae pv. "Savastanoi", Pantoea agglomerans (Erwinia herbicola), fytopatogenni
bakterie Rhodococcus fascians nebo cyanobakterie Nostoc (Kakimoto, 2003).
Schopnost produkovat rostlinné hormony patfi k hlavnim vlastnostem rhizosferickych
bakterii, které stimuluji a usnadnuiji rist rostlin (Tsavkelova et al., 2006). Symbiotické
interakce mezi bakterii Rhizobium a lusténinami vedou k indukci novych kofenovych
organdq, tzv. nodull, ve kterych je fixovan dusik. Nedavné studie odhalily, ze cytokininy
maji pozitivni vliv na vyvoj téchto nodult (Frugier et al., 2008).

Od zjisténi, ze rhizobialni bakterie, jako jsou napf. Rhizobium leguminosarum a
Bradyrhizobium japonicum, jsou schopny sekretovat slou¢eniny podobné cytokinin{im
do média v koncentracich, které by mohly ovliviiovat vyvoj kofene, jsou cytokininy
povazovany za dulezité signaly co se tyCe organogeneze nodull. Identifikace
rhizobidlnich  nodulaénich  (Nod) faktorl v devadesatych letech odhalila
nepostradatelnou roli t&chto lipo-chitooligosacharidovych signall pfi bakterialni infekci
a tvorb& nodulu. Dulezita role cytokininl byla demonstrovana na druhu Rhizobium
Nod neschopného syntézy Nod faktord a tvorby noduld na hostitelské rostliné. Kdyz
byl tento mutantni druh geneticky modifikovan k sekreci trans-zeatinu, doslo k indukci

nekolonizovanych struktur podobnych nodulim na kofenech rostliny Medicago sativa
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(tolice setd), coz naznaluje, Ze cytokininy napodobuji nékteré morfogenetické efekty
Nod faktoru (Frugier et al., 2008).

Cytokininy reguluji organogenezi nodulll pomoci histidinkinasovych receptorl a
ovliviuji také diferenciaci postrannich kofenu u lusténin. U rostlin, které nevytvari
noduly, napf. A. thaliana, vykazuji cytokininy negativni regulaci vzniku a ristu
lateralnich kofenu pomoci cytokininovych receptord AHK2 a AHKS3. Snizeni obsahu
cytokininl u Iusténin tedy vede ke zvySené tvorbé lateralnich kofenU pfi
nesymbiotickych podminkach. Tyto studie tedy poukazuji na cytokininy jako na hlavni
signaly kontrolujici diferenciaci lateralnich organt na kofeni a pfedpokladaji, ze lokalni
zvySeni koncentrace cytokininG indukuje organogenezi nodull a potlacuje tvorbu
lateralnich kofenu (Frugier et al., 2008).

U lusténiny Lotus japonicus ma nadexprese heterologniho genu cytokindehydrogenasy
za nasledek redukci nodulace. U této lusténiny bylo také zjiSténo, ze ztrata funkce
cytokininového receptoru LHK1 vede k hyperinfekci, coZz znamena, Ze signalizace
cytokinini ma dulezitou roli v omezeni infekce (Frugier et al., 2008).

Pfedbézné prizkumy genomu Medicago truncatula (druh vojtésky) pomoci databaze
GeneAtlas poukazuji na to, ze nékolik pfedpokladanych homologl genu LOG z ryze,
ktery koduje enzym aktivujici cytokininy, jsou zna¢né pozitivné regulovany ¢tyfi dny po
inokulaci rhizobialni bakterii Sinorhizobium meliloti. Pfesny mechanismus a role
aktivace genu LOG bé&hem symbidézy v3ak nejsou dosud vysvétleny. Symbidzou
mohou byt také regulovany geny kédujici IPT. Dulezité je vysvétlit, zda cytokininy nebo
slou€eniny jim podobné produkované bakteriemi (bakteriokiny) hraji roli pfi vzniku
nodull a bakterialni kolonizaci. Nedavné experimenty objasnily vliv t€chto bioaktivnich
molekul na vyvoj rostlin. Napf. patogenni bakterie Agrobacterium tumefaciens, blizky
pfibuzny rhizobialnim bakteriim produkujici noduly, je zavisly na genech zapojenych
v biosyntéze cytokinind. Kromé toho geny A. tumefaciens — TZS a IPT — koduji
enzymy, které jsou pravdépodobné adaptovany pro funkci v bakteriich a hostitelskych
rostlinach. Existence takovychto enzyml u patogennich bakterii by mohla byt
rozhoduijici pro evoluci symbidézy pomoci kofenovych noduld.

Geny homologni ke genu IPT A. tumafaciens jsou také pfitomny v genomech
rhizobialnich bakterii Sinorhizobium meliloti a Mesorhizobium loti. Nejsou v8ak pfimé
dikazy, které by prokazovaly spojeni produkce rhizobialnich cytokinini a existence
nodulG. Nicméné bakterialné produkované purinové derivaty jsou nejspiSe potfebné
pro nodulaci nezavislou na Nod faktoru u vodni lusténiny Aeschynomene pomoci
fotosyntetického druhu Bradyrhizobium ORS278 a mohou byt také pfi¢inou vzniku
infekce a nodull u jinych lusténin. Bakteriokiny by mohly mit tedy nepostradatelnou

ulohu pfi rozdilnych interakci mezi rostlinami a mikroorganismy (Frugier et al., 2008).
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V devadesatych letech byla potvrzena dllezitost cytokinini béhem infekce patogenni
bakterii Rhodococcus fascians a byl také charakterizovan gen kodujici
isopentenyltransferasu, ktery se nachazi ve fas operonu linearniho plasmidu virulence
(Crespi et al. 1992). V nedavné studii (Pertry et al., 2009) bylo dokazano, Ze po infekci
bakterii R. fascians jsou indukovany cytokininové receptory A. thaliana — AHK3 a
AHK4. V patogennim (D188) i v nepatogennim (D188-5) druhu R. fascians byly
nalezeny ftfi klasické cytokininy, a to iP, tZ a cZ, a také jejich methylthioderivaty,
pficemz vétsi koncentrace cytokinini byla obsazena v patogennim druhu, coz
znamena, ze linearni plasmid je zodpovédny za produkci cytokinin(, ktera je vyvolana
virulenci. Zpétna vazba a homeostatické mechanismy aktivované v hostitelské rostliné
maji za nasledek degradaci bakterialnich cytokinind, avSak CKX z Arabidopsis neni
schopna eliminovat vSechny tyto cytokininy (Pertry et al., 2009). Derivaty cZ se
pravdépodobné akumuluji v infikované rostliné Arabidopsis, coz pfispiva k nepretrzité
stimulaci tkanové proliferace (Pertry et al., 2009). Analyza cytokininu byla provedena i
v nadorech listu tabaku, které byly infikovany také R. fascians, a bylo zji5té€no, Ze neni
akumulovan cZ, ale iP. Ztoho vyplyva, Ze akumulace specifickych bakterialnich
cytokininl zavisi na hostitelské rostlingé, respektive na substratové specifité
homeostatického mechanismu rostliny (Pertry et al., 2009).

VSechny vy8e zminéné cytokininy byly rozpoznavany receptory AHK3 a AHK4 a smés
bakterialnich cytokininl vykazovala jasné synergistické efekty. AHK3 receptor byl
kontinualné exprimovan ve stonku a jeho exprese nebyla vyznamné modifikovana
bakteriemi. AHK4 zfejmé fungovala jako Cast specifického rozpoznavaciho systému,
jeji exprese byla vétSinou lokalizovana v kofeni, pfi infekci pak ve stonku. AHKS je tedy
povazovana za iniciaéni receptor pro signal od R. fascians a AHK4 pravdépodobné
zvysuje citlivost nadzemnich €asti rostliny pro bakterialni morfogeny (Pertry et al.,
2009).

2.4. Analyza cytokininl u cyanobakterii

Cyanobakterie jsou schopny syntetizovat témér vSechny tfidy fytohormond, tzn.
auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselinu abscisovou, ethylen i kyseliny jasmonovou
(Hussain et al., 2010). Analyze cytokinini v cyanobakteriich vSak doposud nebyla
vénovana pfilisna pozornost. K detekci iP u cyanobakterie Arthronema africanum byla
pouzita metoda GC-MS (plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii) (Stirk et al., 1999). Autofi v§ak nedokazali urcit koncentraci cytokininG
vtomto druhu cyanobakterie. U dalSich tfi druhl cyanobakterii byla pFitomnost

cytokininl detekovana pouze na zakladé biotestd a papirové chromatografie
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bakterialnich extraktl precisténych na iontoménici (Stirk et al., 2002). Teprve nedavno
byly cytokininy stanoveny pfesnou kvantitativni HPLC-MS metodou u péti
cyanobakterialnich rodu izolovanych ze vzork( pudy a vody (Hussain et al., 2010).

Pro snadné a rychlé zjisténi pfitomnosti cytokinini v cyanobakteriich byly cytokininy
pfeneseny na filtraéni papir, ktery byl poté analyzovan pomoci cytokininového biotestu
s etiolovanymi kotyledony okurky. ZvySena tvorba chlorofylu a v kotyledonech okurky
v disledku synergistického efektu cytokinini a svétla byla zaznamenana u péti druhd
cyanobakterii  (Synechocystis, Chroococcidiopsis, Anabaena, Phormidium a
Oscillatoria), vSechny hodnoty vSak byly niz8i nez v pfitomnosti 10 uM BAP. NejvysSi
cytokininovou aktivitu vykazoval druh Chroococcidiopsis. Jednotlivé typy cytokininQ
byly identifikovany UPLC/MS metodou (Novak et al., 2008). V cyanobakterii
Chroococcidiopsis bylo detekovano pét rlznych druhd cytokininl: trans-zeatin, cis-
zeatin, zeatinribosid, zeatin-O-glukosid a dihydrozeatinribosid. Nejvyssi obsah zaujimal
cZ. Cyanobakterie Synechocystis také obsahovala vétSi koncentraci ¢Z. U tohoto
druhu byl také identifikovan tZ. DalSi tfi typy cyokininl, cZ, tZ a ZR, byly detekovany u
druhG Phormidium a Oscillatoria, z toho ZR byl nej¢etn&jSi u Oscillatoria. U druhu
Phormidium byl nejvice zastoupen cZ. Anabaena je schopna syntetizovat tZ, ZR a
DHZR, ale cZ nebyl detekovan (Hussain et al., 2010). U této cyanobakterie a stejné tak
u Synechocystis byla potvrzena pfitomnost IPT genu (Kakimoto et al., 2003). DHZR,
ktery byl identifikovan také u cyanobakterialniho druhu Chroococcidiopsis zaujima
velkou ¢&ast (22-55%) z celkového mnozstvi cytokinind u téchto dvou druhl

cyanobakterii (Hussain et al., 2010).

2.5. Analyza genti zapojenych v biosyntéze cytokinint

Jiz v roce 2003 byla v genomu Nostoc 7120 odhalena pfitomnost gend pro IPT, hrajici
klicovou roli pfi syntéze cytokinin (Kakimoto, 2003). Potvrzena byla jak DMAPP:AMP
isopentenyltransferasa (protein s oznac¢enim BAB77744; 244 AMK) tak i DMAPP:tRNA
isopentenyltransferasa (protein s oznagenim NP_489306; 295 AMK). V porovnani se
sekvencemi isopentenyltransferas z kukufice a ryZe pomoci programu CLUSTALW
byla homologie pomérné vysokd, dosahovala az 70%.

Dale byla v programu BioEdit provedena analyza genomu Nostoc 7120 kvuli zjisténi
pfitomnosti genl kodujicich cytokinin  nukleosid 5’-monofosfat fosforibohydrolasy
(LOG), které prevadi ribosid 5°-monofosfaty pfimo na volné baze cytokininu.
Aminokyselinova sekvence genomu Nostoc 7120 byla porovnana se sekvencemi LOG
z A. thaliana: At5g11950, At2g35990, At2g28305, At5g03270, At5g26140, At2g37210,
At4g35190, At5g06300, At3g53450 a se sekvenci hypotetického LOG bakterie R.
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fascians s oznacenim CAA82746. Narozdil od LOG A. thaliana v8ak neni prokazano,
Ze tento gen koduje funkéni protein. Pomoci programu BLAST byla v uvedenych
sekvencich nalezena konzervovana doména odpovidajici sekvenci aminokyselin
PGGxGTxxE. V genomu Nostoc 7120 byl objeven hypoteticky protein s oznacenim
NP_484097 obsahujici 361 AMK, ktery tuto doménu na pozici 184 obsahoval (Obr. 9).
Pfi zjisténi vzajemné identity a homologie hypotetického proteinu se sekvencemi
rostlinnych proteini a hypotetického proteinu R. fascians v8ak byly hodnoty velmi
nizké. Hodnoty vzdjemné identity nedosahovaly ani 20% (Tab. 1). Ztoho nelze
jednoznacné usoudit, zda je LOG gen v genomu cyanobakterie Nostoc 7120 pfitomen

Ci nikoliv.
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Tab. 1 Vzajemna identita sekvenci LOG z A. thaliana, R. fascians a hypotetického

proteinu NP_484097 z Nostoc PCC 7120

At5g11950
At2g35990
At2g28305
At5g03270
At2g37210
At5g26140
At4g35190
At5g06300
At3g53450
NP_484097
CAA82746

At5g11950 At2g35990 At2g28305 At5g03270 At2g37210 At5926140 At4g35190 At5906300 At3g53450 NP_484097 CAA82746

ID
58,33%
64,35%
50,85%
64,09%
54,13%
57,21%
62,84%
62,73%
14,48%
33,04%

58,33%
ID
66,82%
56,41%
66,51%
34,10%
58,33%
73,27%
65,60%
16,80%
36,44%

64,35%
66,82%
ID
62,55%
81,74%
39,81%
66,23%
74,65%
78,54%
16,90%
35,40%

50,85%
56,41%
62,55%
ID
65,37%
32,77%
53,01%
60,50%
63,20%
18,18%
33,48%

64,09%
66,51%
81,74%
65,37%
ID
37,84%
64,81%
75,23%
92,09%
16,58%
35,59%

54,13%
34,10%
39,81%
32,77%
37,84%
ID
33,62%
36,24%
36,94%
11,91%
10,00%

57,21%
58,33%
66,23%
53,01%
64,81%
33,62%
ID
66,23%
63,95%
15,51%
32,92%

62,84%
73,27%
74,65%
60,50%
75,23%
36,24%
66,23%
ID
76,13%
16,62%
35,81%

62,73%
65,60%
78,54%
63,20%
92,09%
36,94%
63,95%
76,13%
ID
16,62%
36,94%

14,48%
16,80%
16,90%
18,18%
16,58%
11,91%
15,51%
16,62%
16,62%
ID
13,85%

33,04%
36,44%
35,40%
33,48%
35,59%
10,00%
32,92%
35,81%
36,94%
13,85%
ID
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At5g11950
At2g35990
At2g28305
At5g03270
At2g37210
At5g26140
At4g35190
At5g06300
At3g53450
NP_484097
CAA82746

At5g11950
At2g35990
At2g28305
At5g03270
At2g37210
At5g26140
At4g35190
At5g06300
At3g53450
NP_484097
CAAS2746

At5g11950
At2g35990
At2g28305
At5g03270
At2g37210
At5g26140
At4g35190
At5g06300
At3g53450
NP_484097
CAA82746

At5g11950
At2g35990
At2g28305
At5g03270
At2937210
At5g26140
At4g35190
At5g06300
At3g53450
NP_484097
CAAB2746

At5g11950
At2g35990
At2928305
At5g03270
At2937210
At5g26140
At4g35190
At5g06300
At3g53450
NP_484097
CAAB2746
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Obr. 9 Porovnani homolognich sekvenci LOG

V &erveném ramecku je vyznadena konzervovana doména PGGxGTxxE. Cerné

ramecky uréuji shodu nebo podobnost aminokyselin.
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3. Cytokinindehydrogenasa

Ireverzibilni degradace rostlinnych hormon( cytokinind probiha za ucasti enzymu
cytokinindehydrogenasy (E. C. 1.5.99.12), ktera oxidativné §t&pi jejich N°-postranni
fetézec za vzniku N°-substituovaného adeninu a pfislusného aldehydu (Obr. 10).
Nejlépe jsou degradovany cytokininy s nenasycenym postrannim fetézcem,
cytokininy s aromatickou strukturou jsou odbouravany velice pomalu.
Cytokinindehydrogenasa tak hraje dullezitou roli pfi kontrole mnozstvi cytokininG
v riznych €astech rostliny. Se zménou aktivity CKX se totiz méni i koncentrace
cytokinind. Tento enzym tak pfispiva k regulaci procest na cytokininech zavislych
(Schmilling et al., 2003).

HN-CHzR N=CH-R NH,
N CKX NZ SN +H,0 NN
'\L |y = e > — ’L | > +o=cH-r
\N N m N N \N N
H H H
FAD FADH, Aldehyd
Cytokinin _ - Adenin

Iminovy meziprodukt
Ao . A

red

Elektronovy akceptor

Obr. 10 Obecna rovnice degradace cytokininu cytokinindehydrogenasou

Elektronovym pfenaseCem pro cytokinindehydrogenasu je kofaktor FAD
(flavinadenindinukleotid). CKX tedy patfi mezi flavoenzymy fadici se do ftfidy
oxidoreduktas, obsahujici kovalentné nebo nekovalentné vazany FAD (Bilyeu et
al., 2001). B&hem katalytické reakce je FAD redukovan na formu FADH; a zpét na
formu FAD se vraci reoxidaci pomoci elektronového akceptoru.

CKX také patfi mezi glykosylované enzymy. Kukuficha CKX (ZmCKX1) obsahuje
Ctyfi glykosylaéni mista, na kterych je navazano pét sacharidovych residui (Malito
et al., 2004). Predpoklada se, Ze glykosylace ma dulezity vliv na lokalizaci enzymu,
regulaci jeho enzymatické aktivity, translokaci a mohla by také pfispivat k vysSi
stabilité enzymu (Schmulling et al., 2003).

Cytokinindehydrogenasa je u riznych druhu rostlin kédovana genovymi rodinami
s riznym poctem c¢lenll, napf. kukufice (Zea mays) ma 13 genu (ZmCKX1-
ZmCKX12) (Vyroubalova et al., 2009), Arabidopsis thaliana 7 genl (AtCKX1-
AtCKX7) (Werner et al., 2006), orchidej (Dendrobium sonia) 1 gen (DsCKX1)
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(Yang et al., 2003), je€émen (Hordeum vulgare) 7 gent (HvVCKX1-HvCKX7)
(Galuszka et al., 2004) a ryze (Oryza sativa) 11 genu (OsCKX1-OsCKX11)
(Werner et al.,, 2006). Sekvence homologni k rostlinnym gendm CKX byly také
objeveny u bakterii jako je napf. fytopatogen Rhodococcus fascians, ktery kéduje 1
gen (RfCKX1) (Crespi et al., 1994), dale cyanobakterie Nostoc, druh PCC 7120,
kde se také vyskytuje 1 gen (NsCKX1) (Kaneko et al., 2001), a cyanobakterie
Anabaena variabilis, druh PCC 7937 majici také 1 gen (AvCKX1) (Rambouskova,
2006).

Krystalova struktura ZmCKX1 byla vyfeSena v roce 2004, a to jak v nativnim stavu,
tak i v komplexu se substratem a reakénim produktem. Jedna se o monomerni
protein o velikosti 57 kDa, jehoZz struktura je rozdélena na dvé domény. Prvni je
vazebna doména FAD vytvarejici misto pro vazbu kofaktoru a druhou doménou je
vazebna doména substratu. Kofaktor FAD je vazan kovalentné na His105, ktery je
soucasti motivu GHS. Tato sekvence je velice konzervovana mezi vsemi znamymi
sekvencemi CKX u rostlin i u fytopatogenni bakterie Rhodococcus fascians, neni
ale totoZzna s odpovidajici sekvenci u cyanobakterie Nostoc 7120, u které se
nachazi motiv GYT. U Nostoc 7120 se také nenachazi aminokyselina Asp169,
ktera pini specifickou funkci v aktivnim misté enzymu pfi katalytické reakci. Jeden
atom kysliku karboxylové skupiny Asp169 tvofi vodikovou vazbu s N6 atomem
substratu, coz ma velky vliv na stabilizaci komplexu enzym-substrat, a také
usnadfiuje oxidaci. Uvedené rozdily naznacuji, Ze reak&ni mechanismus
hypotetické cyanobakterialni cytokinindehydrogenasy mulze byt odliSny od
reakéniho mechanismu, ktery je popsan u rostlinné cytokinindehydrogenasy
(Werner et al. 2006).

V roce 2007 byla také vyfeSena struktura AtCKX7 (Bae et al., 2007). Struktura je
vysoce homologni se strukturou ZmCKX1, je opét tvofena vazebnou doménou
FAD, ve které je FAD kovalentné vazan k histidinu, a vazebnou doménou

substratu.
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EXPERIMENTALNI CAST
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4. Material

4.1. Pouzité pristroje

Vzorky byly centrifugovany v centrifugach MIKRO 200R od firmy Hettich
Zentrifugen (N&mecko) a MR23i od firmy Jouan (Ceska republika), koncentrace
DNA byla méfena pomoci spektrofotometru Agilent (USA), PCR reakce byly
uskuteénény vtermocycleru T-personal od firmy Biometra (Né&mecko),
elektroporace byla provedena v elektroporatoru ECM 399 od firmy BTX (USA),
aktivita CKX byla méfena pomoci spektrofotometru UV — 2401 PC od firmy
Shimadzu (Japonsko), taktéz UV/VIS spektra byla ziskdana pomoci tohoto
spektrofotometru, fluorescenéni  emisni  spektrum bylo méfeno na
spektrofluorimetru Aminco Bowman Series 2 od firmy Thermo Electron Corporation
(USA), purifikace proteinu byla provedena na nizkotlakém kapalinovém
chromatografu Biologic LP od firmy BIO-RAD (USA), agarosové a
polyakrylamidové gely byly fotografovany digitalnim fotoaparatem Lumix DMC-TZ6
od firmy Olympus (Japonsko), bunéény lyzat byl pfipraven pomoci french pressu
FAOQ80 od firmy Thermo Electron Comporation (USA).

4.2. Enzymy a chemikalie

PhuUltra® High-Fidelity DNA Polymerasa byla ziskana od firmy Stratagene (USA),
proteasa faktoru Xa od firmy New England Biolabs (Velka Britanie), restrikéni
endonukleasy Pst I, BamH | a Xba | od firmy TaKaRa (Japonsko), dale
endonukleasa Nco | od firmy Promega (USA), Bsl | od firmy Fermentas (Kanada) a
Dpn | a Sbf | od firmy New England Biolabs (Velka Britanie), T4 DNA ligasa od
firmy Invitrogen (USA). 2,6-dichlorfenolindofenol (DCIP) byl ziskan od firmy Fluka
(N&mecko), 2,3-dimethoxy-5-methyl-p-benzochinon (Q0), N°®-isopentenyladenin
(iP), N°-isopentenyladenosin (iPR) a N°-benzyladenosin (BAPR) od firmy Sigma
(USA). Hexakyanozelezitan draselny (Ki[Fe(CN)g]) byl ziskan od firmy Lachema
(Ceska republika), isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG) byl ziskan od firmy
Duchefa (Nizozemi). Na precisténi DNA vyizolované z gelu byl pouzit MinELUTE
Gel extraction KIT (50) od firmy QIAGEN (USA). Na precisténi plasmidové DNA,
ktera byla zaslana na sekvenaci, byl pouZit QlAquick PCR Purification Kit (250) od
firmy QIAGEN (USA). Protein byl pfecistén pomoci amylosové pryskyfice od firmy
New England Biolabs (Velka Britanie), DEAE-celulosy a sorbentu High Q od firmy
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BIO-RAD (USA). Cilena mutageneze byla provedena pomoci QuikChange XL Site-
Directed Mutagenesis Kit od firmy QIAGEN (USA) a plasmidova DNA byla
izolovana pomoci QIAprep® Spin Miniprep Kit (250) od firmy QIAGEN (USA).

4.3. Slozeni roztoku a médii

Roztok P1 — 50 mM Tris/HCI pH 8, 10 mM EDTA, 100 ug/ml RNasa A

Roztok P2 — 200 mM NaOH, 1 % SDS

Roztok P3 — 3 M octan draselny pH 5,5

Kolonovy pufr — 20 mM Tris/HCI pH 7,4, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA

Mcllvainav pufr — 200 mM Na,HPO,4, 100 mM kyselina citronova

S.0.C. médium — 97 ml deionizované vody, 2 g tryptonu, 0,55 g kvasni¢ného
extraktu, 1 ml 1 M NaCl, 1 ml 1 M KCI, po autoklavovani bylo ke smési pfidano 1ml
2 M Mg®* (1 M MgCl, a 1 M MgS0y,), 1 ml 2 M glukosy sterilizované filtraci.
Médium BG-11, — 0,18 mM K;HPO,.3H,O, 0,3 mM MgS0,.7H,0, 0,25mM
CaCl,.2H,0, 0,03 mM kyselina citronova, 0,03 mM citronan amonnozelezity, 0,19
mM Na,COgs, 0,003 mM NaEDTA.2H,O. K 1 | BG-11; byl pfidan 1 ml smési
stopovych prvku (2,6 g/l H3BO3, 1,81 g/l MnCl,.4H,0, 0,222 g/l ZnS0O,.7H,0, 0,390
g/l Na;Mo00Q,.2H,0, 0,079 g/l CuS0O,4.5H,0, 0,0494 g/l Co(NO3),.6H,0) (Rippka et
al., 1979)

Médium BG-11 - BG-11, + 17,65 mM NaNO;

NZY+ médium — 10 g NZ aminu (hydrolyzat kaseinu), 5 g kvasni¢ného extraktu, 5
g NaCl, 1 | deionizované vody, pH bylo upraveno na 7,5 pouzitim NaOH. Po
autoklavovani bylo pfidano 12,5 ml 1 M MgCl,, 12,5 ml 1 M MgSO,4 a 20 ml 20%
glukosy. Latky byly sterilizovany filtraci.

5. Metody
5.1. Kultivace cyanobakterie Nostoc PCC 7120

Kultivace probihla v 50 ml bezdusikatého (BG-11,) nebo dusikatého média (BG-
11), do kterého bylo pfidano 0,5 ml kultury cyanobakterie Nostoc 7120. Pro
studium vlivu cytokinind na vyvoj cyanobakterie byl do média dodan 5 uM iPR nebo
BAPR. Kontrolni kultury byly kultivovany v pfitomnosti DMSO. Kultivace probihala
pfi teploté 25°C s rezZimem den/noc 12/12 hod, pfi intenzité osvétleni 10 umolm™s™
a vlhkosti 55 %.
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5.2. Stanoveni obsahu chlorofylu a

0,5 ml kultury Nostoc 7120 bylo centrifugovano 5 min pfi 13 000 rpm. Bylo
odebrano 0,4 ml supernatantu a ke zbytku bylo pfidano 0,9 ml 100% methanolu.
Smés byla zvortexovana a inkubovana 10 min potmé. Poté byly vzorky opét
centrifugovany pfi 13 000 rpm, 5 min. Obsah chlorofylu byl zjistén zméfenim
absorbance extraktu pfi vinovych délkach 665 a 750 nm, jako slepy vzorek byl
pouzit 90% methanol. Chlorofyl a byl méfen jednou tydné v rozsahu &tyf tydna.
Jeho mnozstvi bylo nasledné vypocitano pomoci vztahu (Meeks & Castenholz,
1971):

chlorofyl a (pg/ml) = 2 x 12,7 x (Agss — A7s0)

5.3. Stanoveni poctu heterocyt

V jednotlivych vzorcich bylo stanoveno procentualni zastoupeni heterocyt na 1000
bunék v zavislosti na typu média. Buriky byly pocitany pomoci fotografii pofizenych

pfi mikroskopickém pozorovani.

5.4. Priprava Escherichia coli (E. coli) produkujici NsSCKX

5.5. Exprese genu NsCKX v E. coli

Do 50 ml LB média byl pfidan carbenicilin (100 pg/ml) a 1 % glukosa, poté byl k
této smési pfidan 1 ml 16-hodinové kultury a nasledovala inkubace pfi 37°C 1-2
hod. Po dosazeni absorbance pfi 600 nm v intervalu 0,4-0,6 byl pfidan 0,3 mM

IPTG. Po pfidani tohoto induktoru nasledovala kultivace 16 hod pfi 18°C, 150 rpm.

5.6. Izolace proteinu NsCKX

Kultury byly centrifugovany 10 min, pfi 4 600 g a teploté 4°C. Supernatant byl odlit
a bunky byly suspendovany ve 2 ml kolonového pufru (40 pl kolonového pufru/1 ml
kultury). Z celkoveho objemu bylo odebrano 1,5 ml do mikrozkumavek. Buriky byly
lyzovany stfidavym zmrazenim v kapalném dusiku a tanim pfi 42°C (celkem ftfi
cykly). Vzorky byly zchlazeny na ledu (5 min) a centrifugovany 5 min, pfi 14 000

rpm a teploté 4°C. Supernatant tvofeny cytosolem (bunéény lyzat) byl odpipetovan
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do Cistych mikrozkumavek. Bunéény lyzat byl pfipraven také pomoci french pressu
pfi tlaku 20 000 psi.

5.7. Stanoveni aktivity CKX

K méfeni aktivity CKX byla pouzita metoda zaloZena na reakci aldehydu, ktery
vznika jako produkt degradace substratu, s p-aminofenolem v kyselém prostfedi za
vzniku Schiffovy baze absorbujici pfi 352 nm (Libreros-Minotta & Tipton, 1995).
Jako elektronovy akceptor byl pouzit 2,6-dichlorfenolindofenol (DCIP), 2,3-
dimethoxy-5-methyl-p-benzochinon  (Qy) (Frébort et al., 2002) nebo
hexakyanozelezitan draselny (Ks;[Fe(CN)g]). Jako substrat byly pouZity
isopentenyladenin (iP) a isopentenyladenosin (iPR). Celkovy objem pfipravené
smési Cinil 600 pl. Aktivita CKX byla méfena pfi riznych podminkach (viz. Tab. 2).
Reakéni smés obsahovala 300 ul pufru o pH 5 (Mcllvaintv pufr) nebo o pH 7 (300
mM imidazol/HCI), elektronovy akceptor (500 uM), 50, 100 nebo 200 pl lyzatu a
150 uM substrat. Smés byla do 600 pl doplnéna deionizovanou vodou. Poté byla
inkubovana pfi 37°C, 16 hod.

Tab. 2 SloZeni reakéni smési pro méfeni aktivity CKX

Cislosady pH el. akceptor substrat

1 5 Qo iPR
2 5 KsFe(CN)g iPR
3 7 DCIP iP
4 7 KsFe(CN)g iP

Reakce byla zastavena pfidavkem 300 ul 40 % kyseliny trichloroctové a 200 pl 2%
p-aminofenolu. Smés byla protfepana, centrifugovana pfi 13 000 rpm, 2 min a
nasledné bylo zméfeno spektrum v rozsahu 300-500 nm. Aktivita se urci z hodnoty
absorbance pii 352 nm (€ = 15200 M'ecm™).

5.8. Purifikace proteinu NsCKX

5.8.1. PreciSténi proteinu NsCKX na afinitnim sorbetu (amylosova pryskyrice)

Fuzni protein byl pfecistén metodou afinitni chromatografie na amylosové koloné o

objemu 15 ml. Metoda je zalozena na vazbé fuzniho proteinu, ktery se sklada
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z proteinu vazajiciho maltosu (maltose-binding protein, MBP) a cilového proteinu
(NsCKX), na amylosovou kolonu. Po nadavkovani vzorku na kolonu dojde
k navazani fuzniho proteinu na amylosu pravé pomoci MBP.

Amylosova kolona byla nejprve promyta 150 ml kolonového pufru (pratok 1
ml/min), poté byl na kolonu nanesen bunécny lyzat o objemu 23 ml, pfi pritoku
0,35 mil/min. Dale byla kolona promyta 180 ml kolonového pufru (pratok 1,5 ml/min)
a na zavér byl protein z kolony vymyt 60 ml kolonového pufru obsahujiciho 10 mM
maltosu (pritok 1 ml/min). Protoze MBP ma vyS$Si afinitu k maltose nez k amylose,

doslo k vymyti fuzniho proteinu z kolony.

5.8.2. Stépeni fuzniho proteinu proteasou faktoru Xa

Po purifikaci na amylosové koloné nasledovalo $tépeni fuzniho proteinu na
samostatné molekuly MBP a NsCKX pomoci proteasy faktoru Xa. Na reakci
obsahujici 100 mg proteinu bylo nutné pouzit 1 mg této proteasy. Reakéni smés
obsahovala 2,5 mg fazniho proteinu, 2 mM CaCl, a 25 pg proteasy faktoru Xa.
Déle byl pfidan 1,17 ml kolonového pufru, aby koneCna koncentrace proteinu
v reakéni smési byla 1 mg/ml. Smé&s byla inkubovana 18,5 hod pfi teploté 15°C.

Uginnost $t&peni byla ovéifena SDS-PAGE elektroforézou.

5.8.3. Separace NsCKX od MBP

Nejprve byla odstranéna maltosa membranovou diafiltraci pomoci centrifugacnich
kolonek Vivaspin 20 od firmy Sartorius (Némecko) s membranou o velikosti pord
10 kDa. Kolonky byly centrifugovany 30 min, pf¥i 8 000 g, 4°C.

Na oddéleni NsCKX od MBP byly pouzity dvé metody:

1) Separace znovunavazanim MBP na amylosu

- smés NsCKX a MBP byla nanesena na amylosovou kolonu, tim doSlo

k opétovnému navazani MBP na kolonu a k vymyti samostatné NsCKX.

2) Purifikace NsCKX pomoci iontoméni¢ové chromatografie

a) na sorbetu High Q
- kolona o objemu 5 ml byla nejprve promyta 20 mM Tris/HCI o pH 8. Nasledné
byl na kolonu nadavkovan 1 ml vzorku o koncentraci proteind 2,7 mg/ml a po
jeho vsaknuti do sorbetu byly jednotlivé proteiny z kolony eluovany pomoci

koncentraéniho gradientu NaCl v rozmezi 0-500 mM o objemu 65 ml (pratok 1
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ml/min). V pribéhu byly sbirdny 1 ml frakce (celkem 80 frakci). Podle
chromatografického zaznamu eluovanych proteinu byly urcité frakce spojeny a
koneCné objemy byly zkoncentrovany pomoci kolonek Vivaspin centrifugaci pfi
5000 ga4°C.

b) pomoci DEAE-celulosy

- na kolonu o objemu 5 ml obsahujici DEAE-celulosu bylo naneseno 0,5 ml
vzorku o koncentraci proteind 5,4 mg/ml. Jednotlivé proteiny byly z kolony
eluovany koncentracnim gradientem NaCl v rozmezi 0-500 mM o objemu 70 ml
(pratok 1 ml/min). B&hem toho byly pomoci kolektoru sbirany 1 ml frakce
(celkem 70 frakci) a podle chromatografického zaznamu eluovanych protein(
byly urcité frakce spojeny a zkoncentrovany centrifugaci v kolonkach Vivaspin
pfi 5000 g a4°C.

5.8.4. Odstranéni chaperoninu ze smési s fuznim proteinem

Pro odstranéni chaperoninu ze smési s fuznim proteinem byla pouzita metoda
afinitni chromatografie na amylosové koloné. Kolona byla nejprve promyta 40 ml
kolonového pufru (pratok 1 ml/min). Po promyti byl na kolonu nanesen dfive
pfecistény vzorek fuzniho proteinu o objemu 1 ml a koncentraci 2,14 mg/ml, ktery
byl jesté pfed tim zbaven maltosy (Vivaspin 20). Nasledné byla kolona promyta 60
ml kolonového pufru (pritok 1,5 ml/min), poté 20 ml kolonového pufru obsahujiciho
10 mM MgCl,, 5 mM ATP a 150 mM KCI (pratok 1 mil/min) (Joseph & Andreotti,
2008). Vzorek byl na koloné nasledné inkubovan 2 hod, pfi 4°C. Po inkubaci
nasledovalo promyti kolony 60 ml kolonového pufru, pfi kterém by mélo dojit
k vymyti samotného chaperoninu. Fuzni protein byl vymyt z kolony 60 mi
kolonového pufru obsahujiciho 10 mM maltosu. Na zavér byly jednotlivé frakce
zkoncentrovany, v kazdém vzorku byl zméfen obsah proteinG a UspéSnost

purifikace byla ovéfena SDS-PAGE elektroforézou.

5.9. Ovéreni pritomnosti kofaktoru FAD a jeho redukce cytokininem

Pfitomnost kofaktoru FAD byla ovéfena pomoci UV/VIS spekter a fluorescenénich
spekter. Do kyvety byl napipetovan vzorek fuzniho proteinu o koncentraci 0,285
mg/ml a bylo proméfeno spektrum v rozsahu 200-600 nm. Spektrum FAD NsCKX
bylo porovnano se spektrem FAD AtCKX2. Fluorescenéni emisni spektrum bylo

ziskano pfi excitaci pfi vinové délce 450 nm. Na analyzu byl pouzit stejny vzorek.
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K 0,8 ml vzorku fuzniho proteinu o koncentraci 0,285 mg/ml byl pfidan 50 uM iP.

Poté bylo zméfeno spektrum v intervalu 200-600 nm.

5.10. Cilena mutageneze

5.11. SDS-PAGE elektroforéza

Elektroforéza byla provedena podle Laemmliho et al. (1970). Byl pouzit 10% délici
gel a 5% zaostfovaci gel. Jako marker byla pouzita smés rekombinantnich proteinu

(Sigma). Detekce byla provedena pomoci Coomasie Briliant Blue R-250 (CBB).

5.12. Immunoblot a detekce proteinu pomoci Anti-His protilatky

Proteiny z polyakrylamidového gelu byly pfevedeny na nitrocelulosovou membranu
pomoci komuarky Mini Trans-blot (BIO-RAD) podle navodu vyrobce. Proteiny
pfenesené na membranu byly blokovany 3% Zelatinou v TBS pufru (20 mM
Tris/HCI, pH 7,5) po dobu 2 hod. Dale byla membrana dvakrat promyta TBS
pufrem obsahujicim 0,05% Tween-20 (Tween-TBS) a inkubovana 2 hod v TBS
pufru s 1% zelatinou a primarni protilatkou (monoclonal mouse Anti-polyhistidine,
Sigma). Membrana byla poté dvakrat promyta v Tween-TBS a nasledovala
inkubace 2 hod se sekundarni protilatkou znacenou alkalickou fosfatasou (Anti-
mouse IgG-Fc specific, Sigma) nebo peroxidasou (Polyclonal Rabbit Anti-mouse
IgG, DakoCytomation, Dansko) v TBS pufru obsahujicim 1% Zelatinu. Pro detekci
alkalické fosfatasy byla membrana promyta AP pufrem (100 mM Tris/HCI, pH 9,5
obsahujici 100 mM NaCl a 5 mM MgCl,) a inkubovana 5 min potmé v AP pufru
obsahujicim 3,5 mg nitrobluetetrazolium (NBT) a 7,5 mg 5-bromo-4-chloro-3-
indolylfosfatu  (BCIP). Detekce peroxidasy byla provedena pomoci kitu
SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrat od firmy Thermal Scientific
(USA).
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8. Zavér

V teoretické Casti pfedloZené diplomové prace byly shrnuty zakladni poznatky o
cyanobakteriich se zaméfenim na vznik a vyvoj heterocyt, dale o metabolismu
cytokinin jak u vySSich rostlin tak u mikroorganismu, a také byla ve stru¢nosti
shrnuta z&kladni charakteristika cytokinindehydrogenasy.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na klonovani genu hypotetické
cytokinindehydrogenasy cyanobakterie Nostoc 7120 (NsCKX) z vektoru pQE 40 do
vektoru pMAL-c4X. Preklonovani bylo dulezité pro zvySeni exprese. DalSim
krokem byla purifikace exprimovaného fuzniho proteinu na amylosové koloné, jeho
Stépeni proteasou faktoru Xa na samostatné jednotky NsCKX a MBP a odstranéni
MBP ze smési s NsCKX. Bylo zjisténo, Ze se soufasné s rekombinantnim
proteinem NsCKX kopurifikuje chaperonin E. coli. Ve snaze o jeho odstranéni
doslo k pravdépodobné degradaci proteinu NsCKX, a proto bylo usouzeno, ze je
nezbytny pro spravné slozeni proteinu. V Zadném pfipadé nebyla zaznamenana
enzymova aktivita CKX, a to ani po mutaci proteinu, kdy byl Leu127 zaménén za
Asp, o kterém se predpoklada, Zze je nezbytny v aktivnim misté enzymu pro
spravny prubéh katalyzované reakce. Gen NsCKX byl klonovan i do vektoru pMAL-
p5X, ktery sméruje expresi proteinu do periplasmy a umozfiuje spravneé sloZeni u
protein(, které nejsou spravné skladany v cytoplasmé. Je znamo, Ze exprese
z uvedeného vektoru probiha v mensi mife nez exprese z vektoru pMAL-c4X a
nemusi byt detekovatelna pomoci SDS-PAGE elektroforézy., tak jak tomu bylo i
v nhaSem pfipadé. Podminky exprese proto budou muset byt jesté optimalizovany.
Otazkou je, zda divodem neuspéchu, co se tye zaznamenani enzymové aktivity,
je chyba pfi expresi proteinu nebo moznost, Ze studovany protein ma uplné jinou

funkci, nez se predpokladalo.
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9. Seznam pouzitych zkratek

AHK
BAP
BAPR
CKX
cZ
DCIP
DHZR
DMAPP
DMSO
FAD

iP

iPR
iPRMP
IPT
IPTG
LHK
LOG
MBP
NsCKX

PCR

Qo
tRNA-IPT
tz

tZR

ZR

2-0G

histidinkinasa z Arabidopsis thaliana
benzylaminopurin
benzylaminopurinribosid
cytokinindehydrogenasa

cis-zeatin

2,6-dichlorfenolindofenol
dihydrozeatinribosid
dimethylallyldifosfat

dimethylsulfoxid
flavinadenindinukleotid
isopentenyladenin
isopentenyladenosin
isopentenyladenosin-5"-monofosfat
isopentenyltransferasa

isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid
histidinkinasa z Lotus japonicus
5’-monofosfat fosforibohydrolasa
protein vazajici maltosu

Hypoteticky CKX gen izolovany z cyanobakterie Nostoc PCC
7120

polymerasova fetézova reakce
2,3-dimethoxy-5-methyl-p-benzochinon
tRNA-isopentenyltransferasa
trans-zeatin

trans-zeatinribosid

zeatinribosid

2-oxoglutarat
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Match to: gi]38492781 Score: 124 Expect: 4.3e-06
Chain A, Crystal Structure Of Groel-Groes
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Nominal mass (M,): 55124; Calculated pl value: 4.87
NCB1 BLAST search of gi]38492781 against nr

Unformatted sequence string for pasting into other applications

Variable modifications: Carbamidomethyl (C),Oxidation (M)

Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is

P

Number of mass values searched: 26
Number of mass values matched: 16
Sequence Coverage: 40%

Matched peptides shown in Bold Red
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Match to: gi]17227820 Score: 227 Expect: 2.2e-16
hypothetical protein all0324 [Nostoc sp. PCC 7120]
Nominal mass (M,): 49753; Calculated pl value: 6.99
NCB1 BLAST search of gi]17227820 against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Taxonomy: Nostoc sp. PCC 7120

Links to retrieve other entries containing this sequence from NCBI
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gi 17129669 from Nostoc sp. PCC 7120
Variable modifications: Carbamidomethyl (C),Oxidation (M)
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Sequence Coverage: 76%
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