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Cytokininy jsou rostlinné hormony ovlivAujici
v rostliné celou fadu fyziologickych procest. Prvni
krok de novo biosyntézy cytokininl je katalyzovan
enzymem adenylatdimethylallyltransferasou (IPT),
ktery je pfitomen jak v rostlinach, tak i v nékterych
bakteriich. Gen (NolPT1) kodujici IPT byl nalezen
v genomu cyanobakterie Nostoc PCC 7120. Zminény
gen byl vyizolovan a klonovan do vektoru pTYB12,
ale purifikace exprimovaného proteinu  byla
neuspésna. Proto byl tento gen z vektoru pTYB12
klonovan do vektoru pET-28b(+) a opét exprimovan
v Escherichia coli. PurifikaCnim procesem nebylo
dosazeno homogenity proteinu NolPT1. Po zjisténi,
Ze se jedna o aktivni enzym, byla aktivita enzymu
stanovovana pomoci metody HPLC/UV. Pro enzym
NoIPT1 bylo uréeno pH optimum (pH 7,5). Dale bylo
prokazano, Zze tento enzym zajiStuje prenos
isopentenylové skupiny  z dimethylallyldifosfatu
(DMAPP) na adenosinmonofosfat (AMP). Pro
DMAPP a AMP byly stanoveny Michaelisovy
konstanty. Afinita enzymu nebyla prokazana pro
slou€eniny isopentenyldifosfat (iPP) a 1-hydroxy-2-
methyl-2-(E)-butenyl-4-difosfat (HMBDP). Zaroven
ale nebyly nalezeny jednoznaéné diukazy, ze enzym
neni schopen prenylovat nukleotidy adenosindifosfat
(ADP) a adenosintrifosfat (ATP). V nasledujicich
experimentech budou hledany jiné zpusoby
purifikace enzymu, aby bylo dosazeno jeho vysoké
Cistoty. Enzym také bude podrobnéji charakterizovan.
Nostoc PCC 7120, cytokinin, NolPT1, DMAPP,
HMBDP
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Cytokinins are the plant hormones affecting
a series of physiological processes in plants.
The first step of the de novo biosynthesis of
cytokinins is catalyzed by an adenylate
dimethylallyltransferase (IPT), which is present
both in the plants and some bacteria. The gene
(NoIPT1) encoding putative IPT was identified
in the genome of cyanobacterium
Nostoc PCC 7120. The gene was isolated and
cloned into the vector pTYB12, but the
purification of the expressed protein was not
successful. The gene was therefore cloned
from the vector pTYB12 into the vector
pET-28b(+) and was expressed in Escherichia
coli. Although the protein purification process
was extensively optimized, obtained NolPT1
protein was not homogenous. After finding that
the enzyme was active the enzyme activity was
determined using HPLC/UV method. The
pH optimum of NolPT1 was determined to be
7.5. It was also shown that the enzyme
transfers isopentenyl group from dimethylallyl
diphosphate (DMAPP) to adenosine
monophosphate  (AMP). The  Michaelis
constants for DMAPP and AMP were
determined. The affinity of the enzyme was not
confirmed for the compounds isopentenyl
diphosphate (iPP) and 1-hydroxy-2-methyl-2-
(E)-butenyl 4-diphosphate (HMBDP). At the
same time, the conclusive evidence that the
enzyme is not able to bind adenosine
diphosphate (ADP) and adenosine triphosphate
(ATP) nucleotides was not found. In the
following  experiments, other purification
methods will be examined to achieve protein
homogenity and the enzyme will be
characterized in more detail.

Nostoc PCC 7120, cytokinin, NolPT1, DMAPP,
HMBDP
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Cile prace

Teoreticka cast:

e Vypracovat literarni prehled znamych poznatk(i o biosyntéze cytokininu

se zamérenim na bakterie.

Prakticka cast:

o Izolace hypotetického genu isopentenyltransferasy (téZ oznaovana jako
adenylatdimethylallyltransferasa) z cyanobakterie Nostoc 7120 a jeho
exprese v Escherichia coli s vyuzitim rdznych expresnich vektoru.

o Precisténi rekombinantniho proteinu z bunééného lyzatu.
e Charakterizace ziskaného proteinu.

e Vyhodnoceni a diskuze vysledka.
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1 Cyanobakterie

Cyanobakterie (téZ sinice) hraly kliCovou roli v historii Zemé&, nebot’ jako prvni
organismy na Zemi produkovaly atmosfericky kyslik a umoznily tak vyvoj aerobnich
eukaryotnich bunék. Cyanobakterie mohou produkovat kyslik diky schopnosti oxygenni
fotosyntézy (Falcon et al., 2010; Tomitani et al., 2006). Falcon et al. (2010) s vyuzitim
fylogenetické analyzy a molekularnich hodin datovali jejich puvod na dobu pfed 2 700
az 3 500 miliony lety.

Cyanobakterie jsou ekologicky velmi rozmanité a v pfirodé se vyskytuji témér
vSude. Bézné obyvaji vodni prostfedi a pudu, ale nachazeji se také v biotopech
s extrémnimi podminkami, na které se v souvislosti s geologickym stafim cyanobakterii
velmi dobfe adaptuji (Kalina, 1994). Z extrémnich prostfedi Ize jmenovat oblast
s vulkanickou c¢innosti, kde sou€asné pusobi vice rizikovych faktord napf. vysoka
koncentrace osmoticky aktivnich latek, vysoka teplota a velmi nizké hodnoty pH. Dale
se nachazeji i ve slanych jezerech, poustich, polarnich oblastech atd.
(Kalina & Vana, 2005).

Jedna se i o skupinu s morfologicky Sirokym rozsahem. Podle zpusobu déleni,
pfitomnosti heterocyt a tvaru burfiky a viaken se tradicné deéli do péti fadu:
Chroococcales, Pleurocapsales, Oscillatoriales, Nostocales a Stigonematales
(Knoll, 2008).

Cyanobakterie se Ffadi mezi gramnegativni bezbiCikaté prokaryotické buriky
meéfici obvykle v priméru 0,5-1 um (Madigan et al., 2009), které mohou zit jednotlivé
nebo tvofit kolonie a v obou pfipadech je jejich stélka jednobuné&na nebo viaknita.
U cyanobakterii probiha fotosyntéza v thylakoidech obklopenych fotosyntetickou
membranou, které se vétsSinou v burice nalézaji pod bunéénou sténou nebo prostupuji
celou cytoplasmou. Anténni systém, ktery sbira svételnou energii a pfrenasi ji do
reakéniho centra fotosystému II, je tvofen polokulovitym proteinovym komplexem
(fykobilisomem) pokryvajicim vné&jsi stranu membrany thylakoidu. Fotosystém Il spolu
s fotosystémem | vyplfiuje vnitfni prostor thylakoidd. Fykobilisomy se skladaji ze tfi
fykobiliproteinG: modrého allofykocyaninu a fykocyaninu a ¢erveného fykoerytrinu. Jsou
v nich zastoupeny i dal$i fotosyntetické pigmenty jako 3-karoten, zeaxantin, echinenon,
kantaxantin a myxoxantofyl. V cytoplasmé& je uloZzen chlorofyl a, ktery je pro
cyanobakterie nepostradatelny. Néktefi zastupci cyanobakterii obsahuji v kombinaci
s chlorofylem a také chlorofyl b, ¢ nebo d. Cyanobakterie osidlujici oblasti, ve kterych
dochazi ke vzniku anaerobniho prostfedi, vyuZivaji anoxygenni fotosyntézu a jako

donor elektrond jim slouzi sirovodik (Kalina & Vana, 2005).
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Mnohé cyanobakterie se také Fadi k organismim se schopnosti fixovat vzdusny
dusik pomoci enzymu nitrogenasy (EC 1.18.6.1). Anaerobni prostfedi potfebné pro
spravnou funkci enzymu zajiStuji pfedstavitelé Ffadu Nostocales a Stigonematales
diferenciaci vegetativnich bunék na heterocyty. Fixovat dusik jsou schopné takeé
cyanobakterie, které nevytvafi heterocyty, a to &asovym oddélenim fotosyntézy
a fixace dusiku. Syntetizované dusikaté latky mohou poté cyanobakterie v symbiéze
poskytovat svému hostiteli (Kalina & Vana, 2005).
krytosemenné a nahosemenné). Jako modelové systémy symbidzy lze uvést vztah
cyanobakterie s krytosemennou rostlinou Gunnera a vodni kapradinou Azolla.
Prostfednictvim téchto vztah( je mozné ziskat informace o mechanismu endosymbidzy
(Bergman et al.,, 2008). Endosymbiozou, pfi které byla volné Zijici cyanobakterie
fagocytovana prvokem a pfeménéna na organelu, pravdépodobné vznikly chloroplasty
(Cavalier-Smith, 2000). Prestoze o endosymbidze neexistuji ve fosilnich nalezech
zadné pfimé dikazy (Bergman et al., 2008), byla prokazana znac¢na podobnost mezi
deoxyribonukleovymi kyselinami (DNA) cyanobakterii a chloroplast
(Kalina & Vana, 2005). Uvedené DNA se ovSsem vyznamne liSi v poctech gend, napf.
chloroplasty Aradopsis thaliana kéduji jen 5-10 % genu z celkového genomu
cyanobakterie (Martin et al., 2002), coz poukazuje na to, Zze doslo k podstatné redukci
genomu endosymbionta. Ostatni geny byly pfeneseny do jadra hostitele nebo byly
zcela ztraceny (Kalina & Vana, 2005). Védecké tymy se ve svych zavérech doposud
zcela neshodly, zda k endosymbiéze dosSlo jedenkrat (monofyleticky puvod) nebo
opakované (polyfyleticky vznik). Dlouhou dobu se predpokladal polyfyleticky pivod, ale
v souCasné dobé& je spiSe pfijiman nazor o monofyletickém vzniku plastidu
(Kalina & Vana, 2005; De Clerck et al., 2012).

Cyanobakterie produkuji biologicky aktivni sekundarni metabolity — napf.
cyanotoxiny, které muzeme rozdélit na hepatotoxiny, neurotoxiny, anatoxiny
a cytotoxiny. Prvni tfi jmenované jsou smrtelné jedovaté, ale cytotoxiny nepusobi
smrtelné otravy, ba naopak nékteré mohou byt vyuzivany i jako antibiotika
s protinadorovym uc€inkem. Toxické uCinky se mohou projevit jiz pfi kontaktu s vodou
obsahujici cyanobakterie, zejména pak pfi jejim poziti. Ve vodach bohatych na
fosforeCné a dusikaté latky pfi pfemnozeni cyanobakterii vznika tzv. vodni kvét. Tyto
bakterie jsou schopné se udrzet na povrchu hladiny, nebot obsahuji aerotopy tvofené
plynovymi méchyiky nachazejicimi se v cytoplasmé (Kalina & Vara, 2005).

Produktem biosyntézy v cyanobakteriich jsou i dal8i biologicky aktivni latky:

jmenovité vitaminy, aminokyseliny, polypeptidy, polymery, antibakterialni a antifungalni
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latky a exopolysacharidy, které maji pozitivni efekt na péstovani ryze, pSenice,
kukufice a baviny. Kromé tvorby uvedenych latek a schopnosti fixovat dusik jsou
cyanobakterie také schopny produkovat rostlinné hormony. Fytohormony jsou
uvolilovany v rhizosféfe, odkud je rostlina absorbuje a tim si zvySuje koncentraci
rostlinnych endogennich cytokinind a auxind (Hussain & Hasnain, 2011). Néktefi
zastupci rodu Microcystis, Nostoc, Oscillatoria a Anabaena produkuji i toxické
mikrocystiny, kterymi rostlinam skodi.

V soucasnosti se cyanobakterie vyuzivaji k biofertilizaci, kdy spolu s chemickymi
hnojivy zvysuji kliCivost semen, podporuji rist kofenl i nadzemnich &asti, ovliviuji
metabolické procesy a snizuji vliv rizikovych faktorl Zzivotniho prostredi
(Osman et al., 2010). Dalsi vyuziti je v biotechnologickych procesech, nebot se jedna
0 nejvétsi znamé producenty vitaminu B;, a maji téz vysoky obsah proteinu v suSiné.
Lyofilizovana susina se v omezené mife pouziva jako dieteticky potravinovy dopinék.
Jsou také zdrojem modrého fykocyaninu, kterym je mozné nahrazovat radioaktivni
nuklidy pfi sledovani metabolickych procest (Kalina & Vana, 2005). V nékterych
Castech Asie, Stfedni a Jizni Ameriky je Nostoc vyuzivan jako soucast stravy
(Maczulak, 2011).

1.1 Charakterizace cyanobakterie Nostoc PCC 7120

Druh Nostoc PCC 7120 (Obr. 1) se taxonomicky fadi do rodu Nostoc, Celedi
Nostocaceae a fadu Nostocales (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Bro-
wser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1117&lvI=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock).

Cyanobakterie tohoto druhu vytvafi kolonie a vyznaduji se nevétvenymi viakny, ktera

jsou ponofena do amorfniho slizu. Vlakna jsou na konci zakon€ena heterocytami
(Kalina & Vana, 2005). Z pohledu molekularni biologie bylo zjisténo, Ze genom
Nostoc PCC 7120 se sklada z jednoho chromozomu o velikosti 6 413 771 bp a Sesti
plasmidu. Pfi porovnani genu kédujicich proteiny byla nalezena shoda u 45 % z 5 368
potencialnich gend koédujicich sekvenci proteinu s proteiny znamé funkce uloZzenych
v databazi. Na zakladé shody byla proteinim pfifazena funkce. U 27 % byla nalezena
podobnost k hypotetickym genim a u zbyvajicich 28 % nebyla prokazana podobnost

k registrovanym genim (Kaneko et al., 2001).
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Obrazek 1: Nostoc PCC 7120. Pfrevzato z Flores & Herrero (2010).

2 Cytokininy

Cytokininy nalezi vedle auxinl, giberelint, ethylenu, kyseliny abcisové,
polyaminU, brassinosteroidi, jasmonatl, kyseliny salicylové a strigolaktoni mezi
rostlinné hormony. V rostlinach pini funkci kontroly buné€ného déleni a ovlivruji celé
fady dalSich procesu, napf. apikalni dominanci, fotosyntézu, mobilizaci Zivin, starnuti
listd, kli€eni, vétveni kofenl atd. (Frébort et al., 2011). Chemicka latka kinetin, aktivitou
podobna cytokininim byla poprvé izolovana v roce 1955 z autoklavovaného vzorku
DNA izolovaného ze spermie sledé a teleciho brzliku (Miller et al., 1955).

Chemicky jsou cytokininy N°® derivaty adeninu (Obr. 2) a podle postranniho
fetézce je Ize rozdélit do dvou skupin na isoprenoidni a aromatické. K isoprenoidnim
cytokininim patfi N°-(A*isopentenyl)adenin (iP), ktery muZe byt hydroxylovan na
koncové methylové skupiné isoprenoidniho fetézce za tvorby dvou izomer( zeatinu
(cZ, tZ), a N°-(4-hydroxy-3-methylbutyl)adenin (dihydrozeatin, DZ) vznikly redukci
dvojné vazby v zeatinu (Tab. 1; Frébort et al.,, 2011). Do skupiny aromatickych
cytokininl se Fadi benzyladenin (BA), ortho-topolin (0T), meta-topolin (mT) (Strnad,
1997), ortho-methoxytopolin  (MeoT) nebo  meta-methoxytopolin  (MemT)
(Tarkowska et al., 2003). VySe vyjmenované slouceniny pfedstavuji volné baze, ale
cytokininy se mohou v organismech nachazet téz ve formé& svych nukleosid(,
nukleotid a glukosidu (Frébort et al., 2011).

-13-
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Obrazek 2: Struktura adeninu. R oznacCuje isoprenoidni nebo aromaticky zbytek,
ktery je navazan v poloze N°®na adeninu.

Tabulka 1: Priklady struktur zbytka isoprenoidnich cytokinindi.

R Nazev cytokininu Zkratka
CHy
“H,Co = N®-(A%-isopentenyl)adenin iP
CHy
CH5
“Holn ez trans-zeatin tZ
OH
OH
cis-zeatin cZ
“HzCw =
CH5
CH,

~H.C \)\ dihydrozeatin DZ
OH

2.1 Biosyntéza cytokinint

Biosyntéza cytokinind probiha v rostlinach a bakteriich de novo syntézou
a degradaci transferové ribonukleové kyseliny (tRNA).

Degradace tRNA za uvolnéni cytokinind je katalyzovana enzymem
tRNA-dimethylallyltransferasou (tRNA-IPT, EC 2.5.1.75) (Bartz et al., 1970). Enzym
tRNA-IPT se nachazi kromé domény Archaea bezmala ve v8ech Zijicich organismech:
v bakteriich, kvasinkach, rostlinach a v zivo€iSich (Frébort et al., 2011). Tento enzym
katalyzuje zadlenéni A’-isopentenylové skupiny do polohy N°® na adenosinu-37
(Bartz et al., 1970). Hydrolyzou tRNA v rostlinach, konkrétné A. thaliana, se ziskava
podstatné mnozstvi cZ, ale ne tZ, ktery je produktem hydroxylace iP
(Miyawaki et al., 2006).
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Prvni krok de novo syntézy cytokinind je katalyzovan enzymem
adenylatdimethylallyltransferasou (IPT; EC 2.5.1.27; Obr. 3) (Taya et al., 1978). Enzym
IPT zprostfedkovava pfenos isoprenoidni skupiny na nukleotidy (Frébort et al., 2011).
Donorem této skupiny jsou dimethylallyldifosfat (DMAPP) (Barry et al., 1984)
a 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-difosfat (HMBDP) (Krall et al., 2002). DMAPP je
syntetizovan mevalonatovou drahou (MVA), ktera je lokalizovana v cytosolu bunék
rostlin, a methylerythritol fosfatovou drahou (MEP) nachazejici se v bakteriich
a plastidech (Sakakibara, 2006). Reakci s DMAPP vznika N°-(A%-isopentenyl)adenin-
5°-mono-, di- nebo trifosfat (iPMP, iPDP, iPTP; Kakimoto, 2001). MEP drahou je také
syntetizovan HMBDP, ktery slouzi jako substrat pro biosyntézu trans-zeatinmono-, di-,
nebo trifosfatu (tZMP, tZDP, tZTP) (Astot et al., 2000).

CHq

Hzc)wOF'F'
MEP draha iPP
U CHq
HM CH,
CH, CHq )\\\‘ N
AMpaDPTE N N )
HD\/l%/\ —_— )\w — | > + PPi
ORPP H4C OPP IPT L L N
HMBDP DMAPP N |
Rib-P/PP/IPPP
ﬂ CYP45D iPMP, iPDP, iPTP
MVA draha
CH4

AMP/ADPIATP M /\g N\ )
- & > + PPi
IPT N’f h|"
Rib P/PP/PPP

ZMP, ZDP, ZTP

Obrazek 3: De novo biosyntéza cytokinini. iPP — isopentenyldifosfat (izomer
DMAPP), CYP450 — cytochrom P450 monooxygenasa. Pfevzato ze Sakakibara et al.
(2005).

2.2 Metabolismus cytokinint

Syntetizované cytokininy ve formé nukleotidd jsou malo biologicky aktivni,

zatimco volné baze cytokininl jsou plné aktivni. Specifické enzymy reverzibilni

-15 -



pfemény nukleotidi pfes nukleosidy na volné baze nebyly dosud identifikovany.
Predpoklada se, Zze tyto kroky jsou katalyzovany enzymy obecného metabolismu
adeninu (Frébort et al., 2011). Pfed nékolika lety byl vS8ak biochemicky charakterizovan
enzym cytokininnukleosid 5°-monofosfatfosforibohydrolasa (,lonely guy®, LOG), ktery
specificky konvertuje iPMP a dalSi cytokininové monofosfaty pfimo na volné baze
(Obr. 4) (Kuroha et al., 2009).

Cytokininy zeatinového typu (tZ a cZ) jsou kromé pfimé biosyntézy cytokininu
tvofeny predev§im pfemeénou zjinych cytokininG. Experimentalné bylo v A. thaliana
ovéfeno, ze P nukleotidy mohou byt trans-hydroxylovany cytochrom
P450 monooxygenasou (Obr. 4), ktera je kddovana geny CYP735A1 a CYP735A2, na
pfislusné tZ nukleotidy. Z kinetickych parametr(l je patrné, ze enzym ma nejvétsi
specifitu kiPDP a iPMP, zatimco iP a N°-(A%isopentenyl)adenosin (iPR) patii
k nejméné preferovanym substratim (Takei et al., 2004). Mezi dalSi zdroje tZ lze
jmenovat i cZ, ktery se na tZ pfeménuje samovolné nebo v pfitomnosti hypotetického
enzymu zeatinisomerasy (Obr. 4). Tato reakce je reverzibilni, ackoliv enzym dava
prednost sméru z cZ na tZ. Zminéna preference mize byt dlsledkem zvySeni
biologické aktivity, nebot cZ ma oproti tZ mnohem mensi aktivitu (Bassil et al., 1993).
Z dalSich metabolickych pfemén lze uvést redukci dvojné vazby v tZ za vzniku DZ.
Jednd se o specificky krok, ktery je nevratné katalyzovan zeatinreduktasou
(EC 1.3.1.69; Obr. 4). Reakce je specificka proto, Ze tento enzym neni schopen

redukovat dvojné vazby v cZ a ani v iP (Martin et al., 1989).

2.3 Inaktivace a degradace cytokininu

Hladina biologicky aktivnich cytokininl musi byt pFfesné regulovana
(Frébort et al., 2011). Regulace je realizovana strukturnimi zménami cytokininl na
purinovém kruhu nebo N°®-postrannim Fetézci, které vedou k reverzibilni nebo
ireverzibilni ztraté aktivity. Hydroxylova skupina na postrannim fetézci cytokininl tZ,
cZ, DZ a jejich nukleosidu je modifikovana navazanim glukosy nebo xylosy. Tato
reakce je katalyzovana nékolika O-glukosyl- a O-xylosyltransferasami, které se lisi
v substratové specifité. Takto upravené cytokininy se pfevadéji zpét na aktivni formu
enzymem B-glukosidasou (EC 3.2.1.21). pB-glukosidasa rovnéz hydrolyzuje
N®-glykosylaci purinového skeletu. Kromé glykosylace v N® poloze mlze byt purinovy

kruh také glykosylovan v pozici N’ a N° pomoci enzymu N’- a N°-glukosyltransferasy
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(EC 2.4.1.118). V pripadé této modifikace se jedna o proces nevratny (Obr. 4;
Spichal, 2011).

Cytokininy, at uz volné baze, jejich nukleosidy (Galuzska et al., 2001) nebo
N°-glykosylované formy (Galuzska et al., 2007), jsou odbouravany enzymem
cytokinindehydrogenasou (CKX; EC 1.5.99.12). Enzym CKX katalyzuje S$tépeni
N°-postranniho Fetézce za vzniku derivatu adeninu a aldehydu odvozeného od
postranniho fetézce. Této degradaci ovSem nepodléhaji cytokininy s nasycenym
isopreniodnim  fetézcem (DZ; Galuzska et al., 2001), N’-glykosylované

a O-glykosylované formy (Obr. 4; Spichal et al., 2011).

(1—— DMAPP — 72— LRNA P":'g'ﬂ"‘
ADPIATP AMP ADP/ATP = ADP/ATP : Prekurzory
] - HNBPP o P
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- - /
= 6 — iPRDP/IPRTP= 5 ¥» tZRDP/ZRTP
Biosyntéza

~(6 —— PRMP .5/

[

(3y iPR

L}

ZRMP— ;

Aktivni formy

Inaktivace
(reverzibilni)

Inaktivace
(ireverzibilni)

Obrazek 4: Souhrnné schéma biosyntézy, metabolismu a degradace cytokinint.
Popsané Sipky znazornuji reakce katalyzované specifickymi enzymy pro cytokininy,
nepopsané Sipky zahrnuji enzymy obecného metabolismu adeninu, pferuSované Cary
oznacuji cesty, které nebyly dostatec¢né prozkoumany. 1 — adenylatdimethylallyltrans-
ferasa; 2 — tRNA-dimethylallyltransferasa; 3 — cytokininnukleosid 5’-monofosfatfos-
foribohydrolasa; 4 — N’- a N°glukosyltransferasa; 5 - cytochrom P450
monooxygenasa; 6 — cytokinindehydrogenasa; 7 — O-glukosyl- a O-xylosyltransferasy;
8 — B-glukosidasa; 9 — zeatinreduktasa; 10 — zeatinisomerasa. iP7G — iP-7-glukosid;
iIPOG — iP-9-glukosid a jejich ekvivalenty pro tZ, DZ a cZ; tZOG — tZ-O-glukosid,;
tZROG — tZ-O-glukosid ribosid a jejich ekvivalenty pro DZ a cZ; tZOX — tZ-O-xylosid;
cZOX — cZ-O-xylosid. Pfevzato ze Spichal (2011).
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3 Biosyntéza cytokininl v mikroorganismech

Pfestoze po objevu cytokinin byl zjistén jejich vliv na rostlinnou buriku
(Miller et al., 1955), dlouhou dobu se nenasel jednoznacny dikaz, ze rostliny de novo
syntetizuji cytokininy. Holland (1997) interpretoval hypotézu, Ze cytokininy jsou
vyhradné produkovany mikrobialnimi symbionty rostlin, nebot mnohé studie prokazaly,
ze cytokininy jsou produkty mikroorganism(. Tyto domnénky byly vyvraceny az
védeckym tymem Takei et al. (2001), ktery identifikoval gen IPT v A. thaliana.

Do roku 2001 se podafilo biosyntézu cytokinin ¢&asteéné zmapovat
u mikroorganismu. Jak uz bylo zminéno, cytokininy vznikaji dvéma cestami, pfiCemz
v mikroorganismech hraje podstatné vétSi roli syntéza cytokininl degradaci tRNA
(Frébort et al., 2011). Enzym tRNA-IPT byl na polatku sedmdesatych let Castecné
purifikovan z Escherichia coli. V in vitro podminkach katalyzoval pfenos isopentenylové
skupiny na rezidua adenosinu tRNA z Mycoplasma sp. (Kid). Jako produkt reakce byl
analyzovan iP (Bartz et al., 1970). Dale az do roku 1978 nebylo jasné, zda cytokininy
v organismech vznikaji pouze touto cestou nebo zda jsou syntetizovany i de novo.
Poprvé byla situace objasnéna u prvoka Dictyostelium discoideum. Pfi izolaci
diskadeninu, ktery je derivatem iP, z bunéfného extraktu bylo také zjiSténo velké
mnozstvi samotného iP. Proto byl proveden experiment, kterym se zjistilo, Ze
isopentenylova skupina se vaze na AMP (Taya et al., 1978). Pozdéji byl vyizolovan a
CasteCné purifikovan enzym IPT, ktery zprostfedkovava pFenos této skupiny
(Ihara et al., 1984). Nasledujici kapitola bude zaméfena na vyskyt genu IPT
a charakterizaci enzymu IPT u prokaryot.

3.1 Agrobacterium

Enzym IPT o velikosti 27 kDa byl poprvé identifikovan u pudniho rostlinného
patogenu Agrobacterium tumefaciens (Barry et al., 1984) patficiho do fadu Rhizobiales
(Tab. 2; Maczulak, 2011), ktery kromé& genomové DNA obsahuje i Ti (tumor indukujici)

plasmid.
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Tabulka 2: Zafazeni rodu Agrobacterium do systému bakterii (Maczulak, 2011).

Kmen Proteobacteria
Trida a-Proteobacteria
Rad Rhizobiales
Celed’ Rhizobiaceae
Rod Agrobacterium

Gramnegativni bakterie A. tumefaciens je schopna ¢&ast Ti plasmidu
oznacCovanou jako T-DNA integrovat do rostlinného genomu. Jedna se o usek dlouhy
10-30 kb nesouci geny pro biosyntézu cytokinind, auxinl a opinu, které mohou byt
exprimovany az v rostliné. Samotna bakterie nemulze tyto geny exprimovat z diivodu
rozdilnych transkripénich a transla¢nich regulatorl u prokaryot a eukaryot. Produkty
téchto genu v rostlinach jsou zodpovédné za tvorbu nadord. Nadory vznikaji v misté
otevieného poranéni rostlin, které v dlsledku toho produkuji acetosyringon
a hydroxyacetosyringon. Na rostlinné fenolické latky reaguje A. tumefaciens
pfipevnénim na poranéné misto buriky a za¢ne produkovat sit celulosovych viaken
(Glick et al., 2010).

Za prvni krok biosyntézy cytokininu, tj. reakce AMP s DMAPP za vzniku iPMP, je
odpovédny gen Tmr, ktery koéduje IPT (Barry et al., 1984). Po biochemické
charakterizaci byly zjistény velmi nizké Michaelisovy hodnoty (K,) pro oba substraty,
Km = 86 nM pro AMP a K, = 8,28 uM pro DMAPP, hodnota vyjadfujici katalytickou
aginnost byla ke/Km = 4,7.10° s*.M™. Vzhledem k nizkému &islu pfemény védci
uvazovali, zda enzym pfednostné nereaguje s jinym substratem, nevyzaduje jiny
kofaktor nez Mg® nebo zda enzym je pIné aktivni pouze v supramolekularnim
komplexu. V disledku toho, Zze gen Tmr je exprimovan v rostlinnych bunkach, byla
brana v potaz také inhibice produktem, protoze produkt je v rostlinnych burikach velmi
ucinny pouze v extrémné nizkych koncentracich (Blackwell & Horgan, 1993). Pozdéji
se zjistilo, Ze enzym vyuziva k syntéze cytokininl jako substrat i HMBDP, ktery je, jak
uz bylo zminéno, syntetizovan v plastidech. Do plastidi infikovanych bunék je enzym
nesen pfi tvorbé nador(d. Rovnéz byly v in vitro podminkach zméfeny Michaelisovy
konstanty pro DMAPP (K., = 10,1 + 0,5 yM) a HMBDP (K, = 13,6 £ 2,5 uM), které byly
navzajem srovnatelné (Sakakibara et al., 2005). Tento enzym se v in vivo podminkach
chova vyrazné jinak. Experimentalné bylo stanoveno, Ze enzym v plastidech
A. thaliana selektivné vyuzivda HMBDP a pfimo tak efektivné produkuje tZ, ktery je
dulezity pro tvorbu nadoru (Obr. 5). Pfedpokladalo se, Ze v plastidech existuje néjaky
mechanismus, ktery zapfi€ifiuje preferenéni vyuzivani HMBDP. Jeden z moznych

mechanismlU je tvorba enzymatického komplexu IPT s HMBDP synthasou
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(EC 1.17.7.1), ktera katalyzuje syntézu HMBDP, a pfimo jej muze predavat na IPT
(Ueda et al., 2012).

Agrobacterium

/J_,,T‘i plasmid
L5

- - Jadro
MEFdraha
H{, Plastid .
HMBEDP .
' D

DMAPP 4

H+ iz T ” [AA

Obrazek 5: Mechanismus biosyntézy cytokininii enzymem IPT po zaclenéni
T-DNA do jaderného genomu rostliny. IPT je kddovana v A. tumefaciens genem
Tmr. Geny Tmsl a Tms2, které se nachazeji na T-DNA, jsou zodpovédné za
biosyntézu auxinu — kyseliny indol-3-octové (IAA) (Sakakibara, 2006).

Na pfenos a integraci T-DNA do rostlinné chromozomalni DNA u nopaliniho typu
Ti plasmidu maji vyznamny vliv i geny Vir, které jsou indukovany vySe zminénymi
fenolickymi latkami. Geny se nachazeji ve virulentni oblasti Ti plasmidu, jeZ lezi mimo
oblast T-DNA (Glick et al., 2010). V této oblasti je lokalizovan gen Tzs, ktery je na
nukleotidové urovni z 53 % homologni ke genu Tmr (Powell & Morris, 1986), ale na
rozdil od né&j je exprimovan ve volné Zijici bakterii A. tumefaciens. Divodem je
pfitomnost sekvence typické pro prokaryotni promoter (gen Tmr ma sekvenci pro
eukaryotni promoter). U proteinu o velikosti 27 545 Da kddovanym timto genem byla
rovnéz prokazana aktivita IPT jak se substratem DMAPP (Akiyoshi et al., 1985), tak
i s HMBDP (Krall et al., 2002). | u tohoto enzymu byly v in vitro podminkach stanoveny
Michaelisovy konstanty. Pro AMP byla zméfena K, = 35 £ 5 nM. Po porovnani hodnot
u DMAPP (K, = 7,9 + 0,6 uM; Kea/Km = 4,1.10° s*.M™) a HMBDP (K., = 8,2 + 0,4 uM;
KeadKm = 1,8.10° s™.M™') byla zji$téna mirné& vétsi specifita enzymu pro DMAPP
(Sugawara et al., 2008).

Gen koédujici hypoteticky protein IPT byl také nalezen u dalSich druha:
Agrobacterium rhizogenes a Agrobacterium vitis (Takei et al., 2001). A. rhizogenes

obsahuje Ri plasmid, ktery je podobny Ti plasmidu. Ri plasmid je nezbytny pro indukci
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onemocnéni kofenového vlaseni (Madigan et al., 2009). A. vitis zplsobuje nadory
a nekrotické 1éze na vinné révé a bézné se naléza v xylému infikovanych rostlin
(Matthysse, 2006).

3.2 Pseudomonas

U gramnegativni fytopatogenni bakterie Pseudomonas syringae pv. savastanoi
byl objeven gen Ptz (Powell & Morris, 1986). Tato bakterie se fadi do fadu
Pseudomonadales (Tab. 3; Maczulak, 2011), které maji pohyblivé buriky ty€inkovitého
tvaru srozméry 0,5 pmx 1,5-2 ym v prdméru se 4 biciky na jednom polu buriky
(Caldwell & Ryerson, 1939).

Tabulka 3: Taxonomické zarazeni rodu Pseudomonas do systému bakterii
(Maczulak, 2011).

Kmen Proteobacteria
Trida y-Proteobacteria
Rad Pseudomonadales
Celed’ Pseudomonadaceae
Rod Pseudomonas

P. syringae pv. savastanoi podobné jako A. tumefaciens zpusobuje nadorové
onemocnéni na hostitelich — olivovniku, pta¢im zobu a oleandru, ackoliv mechanismus
vzniku nadoru je celkem odliSny. Gen Ptz je vyznamné homologni ke genim Tmr
a Tzs. Stejné jako gen Tzs ma sekvenci pro prokaryotické transkripéni regulatory
a neintegruje se tedy do rostlinného genomu. Po expresi enzymu o velikosti 26 816 Da
kédovaného genem Ptz v E. coli obsahovalo kultivaéni médium zeatin a zeatinribosid
(ZR), které tvorily vétSinovy podil, v niz8§im mnozstvi byly zastoupeny iP a iPR
(Powell & Morris, 1986). | u pfibuzného druhu, Ralstonia solanacearum, byl prokazan

enzym s IPT aktivitou i pfitomnost tZ v kultivaénim médiu (Akiyoshi et al., 1987).

3.3 Erwinia herbicola pv. gypsophilae

E. herbicola pv. gypsophilae je fakultativné anaerobni bakterie fadici se do fadu
Enterobacteriales, ktery je =zastfeSen kmenem Proteobacteria (Tab. 4;
Maczulak, 2011). E. herbicola pv. gypsophilae je gramnegativni bakterie tyCinkovitého

tvaru srozméry 0,4-0,6 ym x 1,2-1,8 um. Ne&ktefi zastupci druhu se mohou
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pohybovat, pfi¢emz pohyb zajidtuji peritrichalni biiky (Komagata et al., 1968). Jedna
se jako u predchozich druhd o fytopatogenni bakterie (Maczulak, 2011) vytvarejici
tumory na Sateru latnatém (Gypsophila paniculata) (Cooksey, 1986) a na fepé (Beta
vulgaris) (Burr et al., 1991). Bakterie E. herbicola pv. gypsophilae je také nékdy

oznacovana jako Pantoea agglomerans (Kakimoto, 2003).

Tabulka 4: Zarazeni E. herbicola do systému bakterii (Maczulak, 2011)

Kmen Proteobacteria
Trida y-Proteobacteria
Rad Enterobacteriales
Celed’ Enterobacteriaceae
Rod Erwinia

Podobné jako u ostatnich druh( byly cytokininy (Z, ZR a iP) detekovany v médiu
patogenniho kmenu E. herbicola pv. gypsophilae, ktery nese pPATH plasmid. Na tomto
plasmidu by mél byt s nejvétSi pravdépodobnosti lokalizovan gen zodpovédny za
biosyntézu cytokinind, ale tento gen se nepodafilo pomoci heterolognich prob
z A. tumefaciens a P. savastanoi nebo pomoci degenerované PCR izolovat. Nebylo
tedy jisté, zda se jedna o gen IPT, ktery je velmi malo homologni ke genlim popsanym
u uvedenych druhd nebo jestli se jedna pouze o regula¢ni gen. Mala podobnost gent
je podporovana i taxonomicky relativni vzdalenosti mezi Celedi Enterobacteriaceae
a Celedémi Pseudomonadaceae a Rhizobiaceae (Lichter et al., 1995a).

Zjisténé vysledky byly objasnény o nékolik mésicu pozdeéji. Sekvenéni analyzou
byla prokazana pfitomnost genu Etz, kédujiciho 237 aminokyselin pro biosyntézu
cytokinind, ktery byl homologni k dfive zjisténym genum. E. herbicola se ale od
ostatnich druha lisi pfitomnosti genu pre-Etz (kdéduje 169 aminokyselin), ktery nebyl
podobny k Zadnému znamému genu. Gen pre-Etz se nachazi pfed genem Etz
a otevrené Cteci ramce obou genl se prekryvaji. Jejich pfitomnost naznacuje specifitu
ve vybéru hostitele. Nizka homologie genu je dlsledkem nizkého obsahu GC
nukleotidli, coz neni typické pro ostatni geny IPT. Z vysledkd analyzy mRNA pomoci
Northern (RNA) hybridizace nebylo mozné jednoznacné fici, zdali geny predstavuji
operon nebo zda gen Etz je monocistronicky, tedy transkripcné aktivovany produktem
genu pre-Etz (Lichter et al., 1995b).
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3.4 Methanotrofni a methylotrofni bakterie

Biosyntéza cytokinin byla predpokladana zejména u methylotrofnich bakterii,
dochazi pfevazné na listech, ale i na kofenech a semenech, rostliny produkuji
jednouhlikaté slou€eniny (Ilvanova et al., 2000). Tyto slouceniny jsou poté oxidovany
methanotrofnimi nebo methylotrofnimi bakteriemi, kterym slouzi jako zdroj energie
a uhliku (Madigan et al., 2009).

Pfitomnost cytokinin (Z a ZR) byla prokdzana v médiu u bakterie
Methylobacterium extorquens. Na zakladé téchto vysledkl byly pomoci PCR v genomu
bakterie identifikovany sekvence homologni ke znamym konzervovanym oblastem
genu IPT u A. tumefaciens (Long et al., 1997). Kolektiv lvanova et al. (2000) zjisténa
data potvrdil a rozSifil o nové poznatky u gramnegativni aerobni bakterie
Methylobacterium metophilicum a bakterie Methylovorus mays (Tab. 5). Bakterie rodu
Methylobacterium jsou fakultativné methylotrofni bakterie ty€inkovitého tvaru s rozméry
0,8-1 um x 1,52 ym, které jsou pohyblivé prostfednictvim polarniho biciku.
Charakteristické jsou predevsim pfitomnosti intracytoplasmatické membrany
(Patt et al., 1976). Aerobni, obligatné methylotrofni M. mays je na rozdil od
Methylobacterium nepigmentujici bakterie, kterd nema intracelularni membranu

a methanol vyuziva jako jediny zdroj uhliku (Doronina et al., 2000).

Tabulka 5: Zarazeni rodi Methylobacterium a Methylovorus do systému bakterii
(Maczulak, 2011).

Methylobacterium Methylovorus
Kmen Proteobacteria Proteobacteria
Trida a-Proteobacteria B-Proteobacteria
Rad Rhizobiales Methylophiales
Celed Methylobacteriaceae Methylobphilaceae
Rod Methylobacterium Methylovorus

Metodou RT-PCR bylo upfesnéno, Ze gen kédujici enzym biosyntézy cytokininU
je funkéné aktivni a konstitutivné exprimovan (lvanova et al., 2000).

Homologni sekvence byly zjistény i u dalSich methylotrofnich a methanotrofnich
bakterii rodu Methylobacterium, Methylovorus, Aminobacter, Methylopila, Methylarcula,
Xanthobacter, = Paracoccus, Blastobacter, = Hyphomicrobium,  Methylophilus,
Methylobacillus, Methylomonas, Methylobacter, Methylosinus a Methylocystis
(Trotsenko et al., 2001).
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Cytokininy jsou v symbioze poskytovany hostiteli (lvanova et al., 2000).
K dneSnimu dni nebyly dosud publikovany zadné studie zaméfené na biochemickou

charakterizaci enzymu.

3.5 Rhodococcus fascians

V genomu bakterie Rhodococcus fascians byl nalezen gen FasD (Tab. 5;
Crespi et al., 1992) kodujici enzym IPT, jenz byl v poslednich letech charakterizovan
(Pertry et al., 2010).

Tabulka 5. Taxonomické zarazeni rodu Rhodococcus do systému bakterii
(Maczulak, 2011).

Kmen Actinobacteria
Trida Actinobacteria
Rad Actinomycetales
Podirad Micrococcineae
Celed’ Nocardiaceae
Rod Rhodococcus

Rod Rhodococcus je soucasti aktinomycet, jez pfedstavuji rozsahlou skupinu
aerobnich grampozitivnich bakterii s rozvétvenymi vilakny nazyvané mycelium, které se
bézné rozpada za tvorby kulovych nebo tyCinkovitych utvard (Madigan et al., 2009).
R. fascians zpUsobuje na dvoudéloznych a nékolika jednodéloznych rostlinach infekce
zvanych fasciace. Fasciace se projevuji ztratou apikalni dominace a rdstem
postrannich nefunkénich vyhonu, které tvofi na listech v misté infekce nadory
(Crespiet al.,, 1992). Za tvorbu nadorli jsou zodpovédné cytokininy, které jsou
vytvareny fytopatogenni bakterii R. fascians (Murai et al., 1980). Jejich vliv spocCiva ve
spoleéném plsobeni cytokininG (iP, cZ a tZ), které se vazou napf. v A. thaliana na
receptory AHK3 a CRE1/AHK4, jenZz spoustéji signalizatni kaskadu vedouci
k proliferaci bunék (Pertry et al., 2009).

Gen FasD je v bakterii uloZen na virulentnim lokusu fas, ktery je lokalizovan na
konjugativnim linearnim plasmidu pFiD 188 o délce 200 kb. Schopnost konjugace
umoznuje plasmidim se §ifit mezi aktinomycetami a pfibuznymi organismy. Gen FasD
koduje 258 aminokyselin, jejichz sloZeni vykazuje pomérné nizkou homologii
(20-26 %) s aminokyselinovym slozenim enzymd IPT u druhtd Agrobacterium
a Pseudomonas. Vyznamna aminokyselinova homologie byla zachovana

v konzervovanych usecich, které jsou dullezité pro enzymatickou funkci
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(Crespi et al., 1992). Lokus fas je operon, ktery obsahuje Sest gend, z nichz nékteré
jsou zapojené do metabolismu cytokininti. Kromé genu FasD jsou exprimovany také
geny, které jsou homologni ke genudm kédujicim cytochrom P450 monooxygenasu,
4Fe-3S ferredoxin, a a 3 podjednotku pyruvatdehydrogenasy (Crespi et al., 1994), CKX
a LOG (Pertry et al., 2010). Pro normaini fasciaci jsou nezbytné dilezité i dalSi dva
virulentni lokusy (att a hyp). Pro uchyceni bakterii na hostitelskych bunkach a jejich
rist jsou podstatné geny v lokusu att. Kromé jiného také usnadriuji tvorbu nadoru
produkci chemickych latek a zvySenim exprese primarnich genli nadort (napf. genu
FasD). Geny na lokusu hyp reguluji vznik nadortd ovlivhovanim hladiny aktivnich
fytohormonu nebo potlacuji expresi funkénich gent infekce (Crespi et al., 1992).

Biosyntéza cytokinind za uc€asti enzymu IPT probiha vyhradné v pribéhu
interakce R. fascians s rostlinami, ale ne u volné Zijicich bakterii. V dusledku toho je
nutné expresi genu FasD v in vitro podminkach indukovat extraktem z listovych tumort
(Crespi et al., 1992). Byla provedena biochemicka charakterizace pfecisténého
enzymu IPT, ktery byl z80-90 % homogenni (Petry et al.,, 2010). Pro stanoveni
kinetickych vlastnosti enzymu v in vitro podminkach byly testovany DMAPP a HMBDP
jako darci postrannich fetézct v kombinaci s AMP, ADP a ATP. Z naméfenych hodnot
bylo zjisténo, Z2e enzym preferuje substrdt DMAPP (K, =301 16 nM,
Kea! K = 2,64.10° s.M™Y), ktery nejefektivngji prenyluje AMP. Enzym je také schopen
syntetizovat cytokininy zeatinového typu (tZ). Nejvhodné&jSim pfijemcem skupiny
pfenasené z HMBDP (K., = 26 + 3 nM, Ke./Kn = 2,65.10* s*.M™) je také AMP, ale jako
pfipadny akceptor mize slouzit i ADP (K, = 550 + 20 nM, Kea/Km = 1,7.10° s™.M™Y).
Hodnoty uvedené v zavorkach se vztahuji k substratu HMBDP. Produkt genu FasD
vykazuje nizké hodnoty Cisel pfemény, které obdobné& jako u A. tumefaciens
(Blackwell & Horgan, 1993) jsou dusledkem inhibice enzymu produktem. Vin vivo
podminkach je zpétnovazebna inhibice zfejmé potlacena tvorbou komplexu IPT
sdalsimi enzymy (LOG, CKX), které metabolizuji syntetizované cytokininy
(Pertry et al., 2010).

3.6 Streptomyces turgidiscabies

Operon homologni k operonu fas byl nalezen i u dal§iho zastupce kmene

Aktinobakterii, Streptomyces turgidiscabies (Tab. 6; Kers et al., 2005).
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Tabulka 6: Zafazeni S. turgidiscabies do systému bakterii (Maczulak, 2011).

Kmen Actinobacteria
Trida Actinobacteria
Rad Actinomycetales
Podrad Streptomycineae
Celed Streptomycetacea
Rod Streptomyces

Rod Streptomyces obsahuje asi 500 pfisné aerobnich grampozitivnich druhua,
které jsou charakteristické rlstem na konci viaken doprovazenym vétvenim za tvorby
mycelia. S pfibyvajicim stafim bakterii jsou formovana vzdusna vlakna, ze kterych se
dale tvofi spory nazyvané konidie. Streptomyces ke své existenci preferuji pfedevsim
neutralni az alkalické pady. Tento rod je typicky produkci sekundarnich metabolit,
predevsim antibiotik (Madigan et al., 2009). S. turgidiscabies byl izolovan v roce 1991
na vychodni strané ostrova Hokkaido v Japonsku (Miyajima et al., 1998). Tento
rostlinny patogen zpusobuje strupovitost brambor, jez se vyznacuje povrchovymi nebo
hloubkovymi korkovymi Iézemi na hlizach (Takeuchi et al., 1996). Druh
S. turgidiscabies  vytvafi hladké valcové spory 8edé barvy o velikosti
0,5-0,6 um x 1,0-1,2 ym uspofadané do fetizku jako ostatni druhy Streptomyces, ale
lii se od nich v morfologii, pigmentaci a vyuZzitim uhliku (Miyajima et al., 1998).

Druh S. turgidiscabies jako jediny zpusobuje rostlinné tumory. Ke tvorbé tumoru
u fytopatogennich grampozitivnich bakterii je nutna pfitomnost operonu fas, ktery se
nachazi na chromozomu v oblasti o velikosti 325 kb nazvané patogenni ostrov
(Kers et al., 2005). Operon fas je ohrani€en transpozony 1S110, které umozniuji pfenos
genetické informace do jinych bakterii (Joshi & Loria, 2007). V operonu fas je
zachovano poradi péti genl jako u R. fascians, ale u Sestého genu, ktery je homologni
k LOG, doSlo k pfesunu na chromozomu (Kers et al.,, 2005). U v8ech genl byla
prokazana 67 az 84% podobnost ke genim v R. fascians (Joshi & Loria, 2007).

U genu kodujiciho enzym IPT byla nalezena sekvence, ktera je konzervovana
i u ostatnich genl IPT. | kdyZ doposud nebyla publikovana zadna studie zabyvajici se
kinetickymi parametry kdédovaného enzymu. Joshi & Loria (2007) prokazali, Ze gen
kéduje funkéni enzym. Exprese genu byla jednak ovéfena RT-PCR metodou, tak
i expresi proteinu v kvasince Saccharomyces cerevisiae (TM182-CRE), ktera byla
v disledku exprese genu IPT schopna rlastu v médiu bez galaktosy a cytokinind. Je
tfeba dodat, ze tato kvasinka byla geneticky modifikovana tak, Ze jeji zivotaschopnost

byla zavisla na pfitomnosti galaktosy nebo cytokinint (Joshi & Loria, 2007).
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3.7 Cyanobakterie

O pfitomnosti cytokinini u cyanobakterii byla publikovana fada studii. Cytokininy
byly analyzovany napf. u Arthronema africanum, Phormidium animale, Calothrix,
Anabaena, Chroococcidiopsis, Synechocystis (Stirk et al., 1999; Stirk et al., 2002;
Hussain et al., 2010). Je tedy zifejmé, ze cyanobakterie obsahuji geneticky aparat
potfebny pro syntézu a metabolizaci cytokinint (Frébort et al., 2011). Hypotetické geny
IPT byly popsany u cyanobakterii Anabaena variabiis ATCC 29413
(Frébort et al., 2011) a Nostoc PCC 7120 (Kakimoto, 2003), ale pokus o izolovani genu
IPT z cyanobakterii skon€il nezdarem (Droog et al., 1997). Experimentalni ¢ast této
diplomové prace bude pravé vénovana izolaci genu NolPT1 z Nostoc PCC 7120, jeho

expresi a nasledné charakterizaci enzymu.

4 Porovnani substratové specifity rostlinného a

bakterialniho enzymu IPT

Dlouhou dobu se predpokladalo, Ze jedinymi substraty enzymu IPT jsou DMAPP
a AMP. Po charakterizaci enzymu z riznych organisml se prokazalo, ze enzym je
schopen vazat rizné substraty, které se liSi v zavislosti na plvodu a druhu organismu
(Sakakibara, 2006).

Zakladni rozdil mezi rostlinnymi a bakterialnimi enzymy IPT je v pouziti typu
nukleotidu jako akceptoru prenylové skupiny. Bakterialni enzymy pfenaSeji
isopentenylovou skupinu na AMP, kdezto rostlinné preferuji jeji pfenos na ATP & ADP
(Kakimoto, 2001). Toto tvrzeni je v souladu s vysledky, kterych bylo dosazeno
u A. tumefaciens (Blackwell & Horgan, 1993; Sakakibara et al., 2005; Sugawara
et al., 2008) a u nékolika rostlinnych IPT (Kakimoto, 2001; Sakano et al., 2004;
Abe et al., 2007, Sakamoto et al., 2006). Pfesto vSak tento jev nelze brat jako dogma,
nebot’ nebyly biochemicky charakterizovany vSechny enzymy IPT, jejichz geny byly
nalezeny. Hlavnim ddvodem pozvolného vyzkumu je malé mnozstvi ziskaného
precisténého enzymu a jeho velka nestabilita (Takei et al., 2001).

V rozporu s uvedenym tvrzenim jsou napfiklad vysledky publikované v praci
Pertry et al. (2010), kde bylo experimentalné stanoveno, Zze produkt genu FasD

R. fascians vyuziva jako akceptor i ADP, ktery vaze pfenasenou skupinu z HMBDP.
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Také vysledky prvni studie vénujici se rostlinnému enzymu AtIPT1 A. thaliana
nebyly v souladu s uvedenym tvrzenim. Enzym AtIPT1 v in vitro podminkach vyuzZival
jako substrat AMP. Nicméné hodnota Michaelisovy konstanty pro AMP (K., = 185 uM)
byla vporovnani s hodnotami AMP u produktu gend Tmr (K, =386 nM,;
Blackwell & Horgan, 1993) a Tzs (K, = 35 nM; Sugawara et al., 2008) A. tumefaciens
o nékolik fadu vyssi (Tab. 7). Zajimavé bylo zjisténi, Ze nukleotidy ATP, GTP, ADP
a GDP inhibovaly aktivitu AtIPT1 (Takei et al., 2001). Inhibice ATP a ADP nukleotidy
vSak byla vyvracena jinou studii (Kakimoto, 2001), ktera ukazala, ze AtIPT1 stejné jako
jeji isoforma AtIPT4 efektivné prenyluje ATP a ADP. U AtIPT4 byly stanoveny hodnoty
Kn pouze pro ATP (18 uM) a DMAPP (6,5 uM), které byly srovnatelné s jinymi
studiemi. ATP byl vybran, protoze se jevil jako nejlepSi pfijemce isopentenylové
skupiny. Naproti tomu enzym v purifikovaném stavu nevykazoval zadnou aktivitu
s AMP (Kakimoto, 2001).

Stejné jako AtIPT1 také enzymy HIIPT z chmele (Humulus lupulus L.) a OsIPT1
a OsIPT3 z ryze (Oryza sativa) katalyzuji reakci AMP s DMAPP, ackoliv podle vysledki
kinetického méfeni preferuji vice ATP a ADP (Sakano et al., 2004;
Sakamoto et al., 2006). Kinetické parametry (K., kea/Km) charakterizujici funkci téchto
enzymu jsou shrnuty v tabulce 7.

Daldi podstatny rozdil mezi bakterialnim a rostlinnym enzymem lze pozorovat
v akceptovani HMBDP, meziproduktu MEP drahy, jako darce isopentenylové skupiny.
Prfestoze nékolik izoenzymd A. thaliana (AtIPT1, AtIPT3, AtIPTS5 a AtIPT8) je
lokalizovano v plastidech, vyuzivaji jako substrat pouze DMAPP. Katalytickou reakci
s timto substratem je syntetizovan iP a nepfimo i tZ (Kasahara et al., 2004). U AtIPT1
byla afinita k HMBDP natolik nizka, Ze v kombinaci s ADP nebylo mozné aktivitu zmé&fit
(Sakakibara et al., 2005). Pro srovnani, produkty gent Tmr, Tzs a FasD in vitro maji
pfiblizné stejnou specifitu pro oba substraty (Sakakibara et al., 2005;
Sugawara et al., 2008; Pertry et al., 2010). | kdyz je vS8eobecnym faktem, ze rostlinné
enzymy nesyntetizuji tZ nezavisle na iP (Sakakibara et al., 2005), tak enzym MalPT,
ktery byl izolovan z mladych listd moruSe (Morus alba), ma schopnost uzivat HMBDP.
Z charakterizovanych enzymu IPT je ovSem tento enzym vyjimec€ny v tom, Ze projevuje
Sirokou substratovou specifitu pro fadu nefyziologickych substratd vyuzivanych
k biosyntéze novych nepfirozenych analogu cytokinind. Kromé efektivni prenylace ADP
a ATP, katalyzuje zminény enzym také pfenos isopentenylové skupiny z DMAPP na
AMP, deoxyadenosinové nukleotidy (dADP, dATP), cytidindifosfat (CDP)
a guanosindifosfat (GDP) (Abe et al., 2007). Pozdéji byla schopnost vazat uvedené

nukleotidy a uridindifosfat (UTP) experimentalné potvrzena také pro HIIPT

- 28 -



(Chu et al., 2010). Jako donor HMBDP,
geranyldifosfat (GPP) a iPP, av3ak jejich katalyticka ucinnost nepfesahla 2,2 %
katalytické ucinnosti DMAPP/ADP. Obdobné jako v pfedchozich studiich byly pro
enzym MalPT zméfeny hodnoty Michaelisovy konstanty a katalytické ucinnosti pro
ADP  (Kn=682uM,  ka/Kn=344s'MY) a DMAPP  (K,=37,4uM,
Kea! Km = 921 s.M?) (Abe et al., 2007).

Zméfené kinetické parametry enzymu IPT jsou shrnuty v tabulce 7. Po srovnani

pfenasené skupiny mulze slouzit i

Kmn hodnot nukleotidl, které jsou pro dany enzym nejspecifi¢téjsi, je patrné, Ze u
bakterii se koncentrace nukleotidi nachazeji v jednotkach nanomolarnich, ale u rostlin
v mikromolarnich. Naopak, pro substrat DMAPP u enzym( IPT A. tumefaciens a rostlin
byly zméfeny podobné hodnoty (6,5 — 50 uM). Vyjimkou byl produkt genu FasD, ktery

vykazoval mnohem niz$i hodnoty nez ostatni enzymy.

Tabulka 7: Shrnuti Michaelisovych konstant (K,) a katalytickych uéinnosti
(Kca/Kin) enzymtl IPT u rdznych druh rostlin a bakterii.

Gen/ Druh Substrat Km Keat/Km Zdroj
enzym (UM) (s*.MY)
Tmr AMP/DMAPP 0,086 Blackwell & Horgan (1993)
Tmr DMAPP/AMP 8,28 467 000 Blackwell & Horgan (1993)
E Tmr DMAPP/AMP 10,1+£0,5 Sakakibara et al. (2005)
— Tmr A. tumefaciens HMBDP/AMP 13625 Sakakibara et al. (2005)
r: Tzs AMP/DMAPP 0,035 + 0,005 Sugawara et al. (2008)
'5 Tzs DMAPP/AMP 79+0,6 410 000 Sugawara et al. (2008)
% Tzs HMBDP/AMP 82+04 180 000 Sugawara et al. (2008)
m FasD DMAPP/AMP 0,030 £ 0,016 264 376 Pertry et al. (2010)
FasD R. fascians HMBDP/AMP 0,026 + 0,003 26 454 Pertry et al. (2010)
FasD HMBDP/ADP 0,550 + 0,020 1744 Pertry et al. (2010)
AtIPT1 DMAPP/ADP 8,3+0,6 Sakakibara et al. (2005)
AtIPT1 HMBDP/ADP  nizka afinita Sakakibara et al. (2005)
AtIPT1 A thaliana AMP/DMAPP 185+ 19 Takei et al. (2001)
AtIPT1 DMAPP/AMP 50+3 Takei et al. (2001)
AtIPT4 DMAPP/ATP 6,5 Kakimoto (2001)
AtIPT4 ATP/DMAPP 18 Kakimoto (2001)
HIIPT AMP/DMAPP 759 + 40 10,9 Sakano et al. (2004)
— HIPT H. lupulus ADP/DMAPP 19,3+2,8 1238 Sakano et al. (2004)
& HiPT ' ATP/DMAPP 16,2+ 3,2 1340  Sakano et al. (2004)
‘T HIPT DMAPP/ATP 19,5+ 32 1397  Sakano et al. (2004)
= OsIPT1 AMP/DMAPP 414 Sakamoto et al. (2006)
g OsIPT1 ADP/DMAPP 14,7 Sakamoto et al. (2006)
x OsIPT1 ATP/DMAPP 7 Sakamoto et al. (2006)
OsIPT1 0. sativa DMAPP/ADP 20,7 Sakamoto et al. (2006)
OsIPT3 AMP/DMAPP 147 Sakamoto et al. (2006)
OsIPT3 ADP/DMAPP 29,8 Sakamoto et al. (2006)
OsIPT3 ATP/DMAPP 51 Sakamoto et al. (2006)
OsIPT3 DMAPP/ADP 8,7 Sakamoto et al. (2006)
MalPT M. alba ADP/DMAPP 68,2 344 Abe et al. (2007)
MalPT DMAPP/ADP 37,4 921 Abe et al. (2007)
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5 Struktura IPT enzymu

Bakterialni enzymy IPT se velikostné liSi od rostlinnych enzymd IPT. Geny IPT
bakterii exprimuji proteiny obsahujici 234-258 aminokyselin, tj. o velikosti cca 27 kDa
(Barry et al., 1984; Akiyoshi et al., 1985; Powell & Morris, 1986). U rostlin byly
detekovany enzymy IPT o velikosti 35,8-40,8kDa (Takei et al, 2001,
Sakano et al., 2004; Abe et al., 2007).

Na zakladé vyhledavani v databazi BLAST byly nalezeny na aminokyselinové
urovni nizké homologie mezi rostlinnou a bakterialni IPT (Takei et al., 2001). Po
dikladnéjSi analyze bylo zjisténo, ze sekvence IPT a tRNA-IPT shodné obsahovala
stejny  vzor GXTXXGKISTIXXXXX[VLI]XxxxxXX[VLI][VLIIXXDxxQx{57,60}VLI][VLI]x-
GG[ST], kde x oznacuje jakoukoliv aminokyselinu, [] oznacuje jednu z aminokyselin
uvedenych v [], x{m,n} uréuje pocet libovolnych aminokyselin v sekvenci od
m aminokyselin po n aminokyselin (Kakimoto, 2001). Podtrzena &ast sekvence
predstavuje vazebny motiv pro ATP/GTP, ktery je podobny motivu, kam se vaze
DMAPP (Takei et al., 2001).

Rozdilné substratové specifity bakterialnich a rostlinnych enzym( IPT jsou mimo
jiné dusledkem nékolika odliSnosti ve struktufe enzymu, a to pfedevSim ve vazebném
misté. V nasledujicim textu bude ve struCnosti popsana struktura enzymu HIIPT
H. lupulus, ktera bude porovnana se strukturou enzymu kdédovaného genem Tzs
u A. tumefaciens.

Jadro enzymu HIIPT tvofené aminokyselinami 28-173 (1-126 u enzymu
A. tumefaciens) se strukturné podoba rodiné NTP-vazajicich kinas, zatimco C-koncova
oblast odpovidajici u enzymu HIIPT aminokyselinam 174-329 (127-227
u A. tumefaciens) je variabilni. N-koncova oblast IPT ale oproti NTP kinasam vytvari
kanalek pfistupny rozpoustédlu, ktery vaze DMAPP. V aktivnim misté HIIPT je na
jedné strané kanalku na tzv. P-smyCce v oblasti ATP/GTP vazebného motivu vazan
fosfatovy aniont. Na druhé strané kanalku se vaze ATP a to tak, Ze adeninova Cast je
vhorena v hluboké dutiné (Obr. 6; Chu et al., 2010).
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Obrazek 6: Aktivni misto enzymu HIIPT (Chu et al., 2010).

Adenosin v poloze N° vytvafi vodikovou vazbu s aminokyselinou Asp62 (Asp33)*,
ktera je striktné konzervovana ve vSech IPT a je dulezitd pro aktivitu enzymu
(Sakano et al., 2004), a dale s Thr74 (Ser45), pfiCemz lle222 upevriuje adenosin
v N! pozici. Dal$i &ast ATP, ribosa je O?" a O*  hydroxylovymi skupinami vazana
prostfednictvim pfimé a nepfimé (vodou zprostfedkované vazby) vodikové vazby na
Lys220 (Aspl71) (Sugawara et al., 2008; Chu et al., 2010). Fosfatové skupiny (a, B, y)
jsou pfi usti kanalku vazany vodikovymi vazbami na Fadu pozitivné nabitych
aminokyselinovych zbytk(: a-skupina je vazana pfimymi vazbami na Ser129 (Ser99)
a GIn272 (GIn218) a tvofi dalSi dvé nepfimé vazby, B-skupina vytvafi pfimou
vodikovou vazbu se Serl31 (Ser 101) a nepfimou s Asn130 (lle100) a navic spolu
s y-skupinou interaguje s aminokyselinami Lys63, Lys220 a Lys275, které stabilizuji
B- a y- fosfatové skupiny (Obr. 7). Tyto aminokyseliny nahrazuiji funkci Mg** kofaktoru,
ktery se u HIIPT nenachazi. Pravé interakce - a y-skupiny s lysiny je pFi€inou vySSi
specifity enzymu HIPT k ATP a ADP. Protoze AMP tyto skupiny nema4, interakce
s enzymem je nedostateCna (Chu et al., 2010).

U enzymu kdédovaného genem Tzs A. tumefaciens jsou aminokyseliny Lys220
a Lys275 zaménény za kyselé aminokyseliny Aspl7l a Asp22l1l. Tato zaména je
dlivodem, pro¢ enzym nemuze vyuzivat ADP a ATP jako substrat, nebot
B- a y-fosfatové skupiny by byly odpuzovany negativnim nabojem na vedlejSim fetézci
téchto aminokyselin. Stejné tak doslo i k zaméné aminokyseliny Lys63 za Arg34, ktery

diky kladnému naboji tvofi vodikovou vazbu s a-fosfatovou skupinou, €imz ovliviiuje

tv nasledujicim textu jsou v zavorkach uvadény odpovidajici aminokyseliny u A. tumefaciens.
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vazbu nukleotidu s riznym poctem fosfatovych skupin (Obr. 7, 8;
Sugawara et al., 2008; Chu et al., 2010).

Obrazek 7: Vazba nukleotidi ve vazebném misté IPT enzymu. (A) Vazba ATP
u enzymu HIIPT (Chu et al., 2010). (B) Vazba AMP u enzymatického produktu genu
Tzs A. tumefaciens (Sugawara et al., 2008). Vodikové vazby jsou znazornény
pferusovanou ¢arou.

Substrat DMAPP se vaze u enzymu IPT v oblasti P-smycky. Tato vazba vyzaduje
v pfipadé enzymu IPT u A. tumefaciens pfitomnost kovového iontu (napt. Mg?")
(Sugawara et al., 2008). Pfi zkoumani vazby DMAPP u HIIPT bylo nutné vytvofrit
pocitaovy model, protoze se nepodafilo ziskat krystal HIIPT s DMAPP. Po prekryti
struktur obou enzymu je zfejmé, ze fosfatovy iont vazany na P-smyc&ce zabira vazebné
misto pro B-fosfatovou skupinu DMAPP (Obr. 8). U modelu enzymu HIIPT byl DMAPP
manualné ukotven do vazebného mista koordinacni vazbou prostfednictvim kationtu
Mg* s aminokyselinou Serd4 (Thrl5). Pyrofosfatova vazba DMAPP interaguje
prostfednictvim vodikovych vazeb s aminokyselinami Arg184 (Argl138) a Thr39
(Thrl0), ktera se nachazi ve vazebném misté. Uvedené aminokyseliny jsou také
zachovany ve vSech IPT a tRNA-IPT a maji zasadni vyznam pro enzymatickou reakci
(Sugawara et al., 2008; Chu et al., 2010).
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Obrazek 8: Srovnani vazebného mista HIIPT a enzymu exprimovaného z genu
Tzs A. tumefaciens. Struktury patfici nebo vazané (AMP, DMASPP) k enzymu IPT
u A. tumefaciens jsou znazornény azurovou barvou a popsany modrou barvou. Vazba
ATP na HIIPT je znazornéna rizovou barvou. Stejnou barvu maji i popisky
(Chu et al., 2010).

Jak jiz bylo uvedeno, enzym IPT u A. tumefaciens muze také jako donor
prenylové skupiny vyuzit HMBDP. Aminokyseliny Aspl73 a His214 vytvafi hydrofilni
oblast na konci trans-strany substratu. Tato oblast je zodpovédna za vazbu HMBDP,
coZ ma za nasledek produkci tZMP. Postrani fetézce Asp173, Glu213 a His214 formuji
koordinaéni vazbu skovovym iontem Mg®, jejiz vyznam je nejasny
(Sugawara et al., 2008). Enzym HIIPT neni schopen vazat HMBDP, protoZze zde doslo
k nahrazeni aminokyseliny Asp173 za 1le222 (Chu et al., 2010).

Chu et al. (2010) rovnéz poukézal na zaménu aminokyseliny Tyr211 u enzymu
A. tumefaciens za Thr265 u HIIPT, ktera umoznuje vazat GPP.
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6 Metody a material

6.1 Kultivace cyanobakterie Nostoc PCC 7120

Cyanobakterie Nostoc PCC 7120 (,The Pasteur Culture Collection of
Cyanobacteria“; Pafiz, Francie) byly kultivovany v 50 ml bezdusikatého média [BG11,;
180 yM  K,HPO, 300 uM  MgSO,;, 250 yM  CaCly; 30 uM  kyseliny  citronové;
30 uM citronanu amonno-zelezitého; 380 yM Na,COj;, 3 uM Na,EDTA; 1 ml smési
stopovych prvkd (2,86 g.I" H;BOgz; 1,81 g.I' MnCl,.4H,0O; 0,222 g.I'* ZnS0,.7H,0;
0,39 g.I" Na,M00,.2H,0; 0,079 g.I" CuS0,.5H,0; 0,0494 g.I" Co(NO3),.6H,0);
pH 7,4] v kultivaéni komofe SANYO MLR 350H (Sanyo; Osaka, Japonsko) 21 dni, pfi
teploté 24°C s rezimem den/noc 16/8 hodin. Intenzita osvétleni byla nastavena na

25 umol.m?.s™ a vihkost vzduchu na 60 %.

6.2 lzolace genomové DNA z cyanobakterie Nostoc PCC 7120

Cyanobakterialni kultura byla 10 minut homogenizovana sonifikaci a agregaty
byly rozbity pomoci pipetovani. Poté byla kultura centrifugovana 5 minut pfi 12 000 g
apfi 25°C. Vznikly supernatant byl odebran a usazené buriky byly promyty
1 ml pufru 1 (50 mM Tris/HCI pH 8, 5 mM EDTA, 50 mM NacCl), promichany na vortexu
a 2 minuty centrifugovany za stejnych podminek. Odstfedény supernatant byl odebran
a kpeletu bylo pfidano 0,2ml pufru2 (50 mM Tris/HCI pH8, 5mM EDTA)
a 4 pl proteinkinasy A (Macherey-Nagel, Duren, Némecko), smés byla promichana
pomoci vortexu a poté inkubovana 10 minut pfi 55°C. Po inkubaci bylo ke smési
pridano 600 ul extrakéniho pufru [100 mM Tris/HCI pH 8, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA,
3% cetyltrimethylammonium bromidu (Erba Lachema, Brno, Ceska Republika),
1 % N-lauroylsarkosinu (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA), B-merkaptoethanol
(10 ul.ml)], smé&s byla opatrné promichana, inkubovana 30 minut pfi 55°C
a zchlazena 1 minutu na ledu. Nasledné bylo ke vzorku pfidano 800 pl smési
chloroform/isoamylalkohol (24:1), v8e bylo promichano za vzniku bilé emulze
a centrifugovano 5 minut pfi 12 000 g a 25°C. Po centrifugaci byla odebrana horni
faze, ke které byla pfidana smés fenol/chloroform/isoamylalkoholu (25:24:1;
Sigma-Aldrich) v poméru 1:1. Vznikla smés byla 5 minut centrifugovana pfi 13 000 g
a25°C. Khorni fazi byl pfiddn 3M CH;COONH,; o objemu 1/10 faze

a 100% vychlazeny ethanol o objemu 2,5x vétSim nez je celkovy objem smési
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v pfedchozim kroku. Smés byla promichana a centrifugovana 5 minut pfi 13 000 g
a 25 °C. Vznikly supernatant byl odlit, sraZzenina naspodu mikrozkumavky byla promyta
1 ml 70% ethanolu a zcentrifugovana za stejnych podminek. Supernatant byl opét odlit
a DNA na dné mikrozkumavky byla vysuSena. Nakonec byla DNA rozpusténa ve
40 pl pufru EB (10 mM Tris pH 8,5; Qiagen; Hilden, Némecko) a byla stanovena jeji
koncentrace a Cistota pfi vinovych délkach 260 a 280 nm na UV/VIS spektrofotometru
Agilent 8453 (Agilent; Santa Clara, CA, USA).

6.3 Priprava rekombinantniho fuzniho proteinu NoIPT1 s inteinem
a chitinovou vazebnou doménou

6.3.1 Klonovani hypotetického genu NoIPT1 do vektoru pTYB12

Gen NolPT1 byl amplifikovan pomoci PCR. Reakce probihala ve smési o objemu
50 ul, ktera se skladala z 0,5 ug vyizolované genomové DNA, 10 pl 5x PCR pufru
Phusion HF (New England Biolabs; Ipswich, MA, USA), smési nukleotidl o koncentraci
200 pmol.I* (Fermentas, Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA), primeru
Ndelfw o koncentraci 0,2 pmol.I* (5'—GGAATTCCATATG—CGATTGCATATA—3')2,
primeru Pstlrev o koncentraci 0,2 umol.I'* (5"-AAAA-CTGCAGTTAAAGCGTCACA-3')?
(primery od Metabion; Martinsried, Némecko), 1 U DNA polymerasy Phusion (New
England Biolabs) avody bez nukleas (Qiagen). Smés byla podrobena teplotnimu

gradientu v termocykleru (Biometra; Goettingen, Némecko).

Tabulka 8: Teplotni gradient PCR.

Cislo kroku Nazev kroku Teplota (°C) Cas (s)
1 Pocate¢ni denaturace 98 30
2% Denaturace 98 10
3 Navazani primert 61 15
4 Elongace 72 30
5 Konecna elongace 72 600

* Kroky 2 aZ 4 byly opakovany ve 35 cyklech.

Po probéhnuté PCR byly amplikony detekovany agarosovou elektroforézou
vychéazejici z protokoltl podle Sambrook & Russell (2001). Cast gelu obsahujici
amplifikovany gen NolPT1 byla vyfiznuta a amplikony byly izolovany z gelu pomoci kitu

QIAquick Gel Extraction (50) podle protokolu vyrobce (Qiagen).

Potrzena ¢ast primeru oznacuje sekvenci, ktera je rozpoznavana restrikéni endonukleasou Ndel.
Oznacena sekvence je rozpoznavana restrikéni endonukleasou Pstl.
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Podminky restrikce byly vyhledany na webovych strankach firmy Takara
(http://lwww.clontech.com/takara/US/Support/Applications/Restriction_Enzymes/Double
_Digestion_Buffers). Restrikce byla provedena v mikrozkumavce v reakéni smési
o objemu 20 pl, ktera obsahovala 2 puyl 10x pufru H [100 mM Tris/HCI pH 7,5;
100 mM MgCl,; 10 mM 1,4-dithiothreitolu (DTT); 1 M NaCl; Takara; Shiga, Japonsko],
templat [0,2 yg genu NolPT1; 2 ug vektoru pTYB12 (New England Biolabs)],
4 U restrikéni endonukleasy Ndel (New England Biolabs) a Pstl (Takara) a vodu bez
nukleas. Smés byla inkubovana 20 hodin pfi 37 °C.

Po inkubaci byla restrikce ovéfena agarosovou elektroforézou a gen NolPT1
a vektor pTYB12 byly vyizolovany z gelu pomoci kitu WizardSV Gel and PCR Clean-
Up System podle protokolu vyrobce (Promega; Madison, WI, USA). Poté byla
spektrofotometricky pfi vinovych délkach 230, 260 a 280 nm stanovena koncentrace

a Cistota vektoru a genu. Mnozstvi genu a vektoru pro ligaci bylo uréeno podle vzorce:

mnozstvi vektor u (ng) x velikost genu (kb)
velikost vektor u (kb)

gen
vektor

MnoZstvi genu (ng) = X molarni pomér

Vysvétlivky: vektor pTYB12 — velikost 7417 bp, koncentrace 2,3 ng.ul™; gen NolPT1 —
velikost 735 bp, koncentrace 5 ng.pl™.

Reakéni smés na ligaci o celkovém objemu 27,5 pl, ktera obsahovala 15 ng genu
NolPT1, 23 ng vektoru pTYB12, 13 yl 2x ligaCniho pufru Rapid (132 mM Tris/HCI
pH 7,6; 20mM MgCl,; 2mM DTT; 2mM ATP; 15 % polyethylenglykolu 6000)
a 0,15 U T4 DNA ligasy (vSe od Promega), byla inkubovana 1 hodinu pfi laboratorni

teploté.

6.3.2 Transformace bunék Escherichia coli NEB 5a

K transformaci teplotnim Sokem byla pouzita kultura chemicky kompetentnich
bunék Escherichia coli NEB 5a (New England Biolabs) o objemu cca 25 pl. Kultura
byla rozmrazena 5 minut na ledu, poté k ni byla pfidana ligaéni smés a ve bylo
ponechano 20 minut na ledu. Nasledné byla mikrozkumavka se smési umisténa na
30 sekund do vodni lazné o teploté 42 °C a vracena do ledu. Po 2 minutach bylo ke
kultufe pfidano 125 pl SOC (,Super Optimal broth with Catabolite repression®) média
(2 % rostlinného peptonu; 0,5 % kvasinkového extraktu; 10 mM NacCl; 2,5 mM KCI,
10 mM MgCl,; 10 mM MgSOy; 20 mM glukosy; New England Biolabs) a suspenze byla

inkubovana 30 minut pfi 37 °C.
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Po inkubaci byla vSechna suspenze inokulovana pomoci sklenénych kulicek na
Petriho misku s Lurria Bertani (LB) agarem (10 g.I* tryptonu, 10g.I* NaCl,
5 g.I" kvasinkového extraktu, 15g.I" agaru) obsahujicim 100 pg.mlI™ ampicilinu
(Sigma-Aldrich). Poté byla Petriho miska inkubovana 19 hodin pfi 37 °C. Druhy den
byly nahodné vybrané kolonie asepticky pfeoCkovany do LB média obsahujiciho

100 pg.ml™* ampicilinu. Bakterie byly kultivovany 23 hodin pfi 37 °C a 170 ot.min™.

6.3.3 lzolace rekombinantniho plasmidu pTYB12:NolIPT1

Pfes noc kultivovana kultura o objemu 1,5 ml byla pfelita do mikrozkumavek,
centrifugovana 1 minutu pfi 5000 g a4°C a odstfedéné médium bylo odlito. Pelet
bunék byl rozsuspendovan v 0,3 ml roztoku P1 (50 mM Tris/HCI pH 8, 10 mM EDTA,
100 yg.mI* RNasy A), nasledné bylo pfidano 0,3 ml roztoku P2 [200 mM NaOH,
1 % dodecylsulfatu sodného (SDS)], obsah mikrozkumavky byl nékolikrat promichan
pfevracenim a inkubovan 5 minut pfi laboratorni teploté. Poté bylo pfidano
0,3 mlroztoku P3 (3M CH;COOK pH5,5), smés byla promichana pfevracenim
a ponechana 5 minut na ledu. Vznikla bila sraZenina byla centrifugovana 15 minut pfi
14 000 g a4°C, supernatant byl pfepipetovan do novych mikrozkumavek a bylo
k nému pfidano 0,5 ml 100% isopropanolu. Po promichani pomoci vortexu byla smés
centrifugovana 20 minut pfi 14 000 g a 4 °C a supernatant byl odlit. Vznikla sraZenina
DNA byla promyta 0,5 ml 70% vychlazeného ethanolu, centrifugovana 5 minut pfi
14 000 g (4 °C) a supernatant byl odpipetovan. Srazenina byla vysuSena a rozpusténa
ve 40 pl destilované vody. Koncentrace a Cistota plasmidové DNA byla zméfena
spektrofotometricky pfi vinovych délkach 260 a 280 nm. Spravné zaklonovani genu
NoIPT1 do plasmidu pTYB12 bylo ovéfeno restrikéni analyzou provedenou obdobnym
zpusobem jako restrikce pred ligaci.

Pro ovéfeni spravnosti sekvence nukleotidd NolPT1 byl rekombinantni plasmid
vyizolovan z 10 ml kultury E. coli NEB 5a, kultivované za stejnych podminek jako
v pfedchozim pfipadé, pomoci kitu QIAprep Spin Miniprep (250) podle protokolu
vyrobce (Qiagen).

6.3.4 Transformace a selekce expresnich bunék

Rekombinantni plasmid byl vnesen do chemicky kompetentnich expresnich
bunék E. coli BL21 Star (DE3). Kultura o objemu cca 50 ul byla 5 minut rozmrazena na
ledu, poté k ni bylo pfidano 1,5 ug rekombinantniho plasmidu pTYB12:NolPT1 a smés

byla ponechana 1 hodinu na ledu. Nasledné byla mikrozkumavka se smési inkubovana
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1 minutu pfi 42 °C a ke kultufe bylo okamzité pfidano 500 yl SOC média (Invitrogen;
Carlsbad, CA, USA). Tato suspenze byla inkubovana 1 hodinu pfi 37 °C a 160 ot.min™,
poté byla inokulovana na Petriho misky s LB agarem obsahujicim
100 pg.ml™ ampicilinu a inkubovana 22 hodin pfi 37 °C.

Druhy den byly nahodné vybrané kolonie asepticky pfeockovany do LB média
s ampicilinem. Kultury byly poté inkubovany 24 hodin pfi 37 °C a 170 ot.min™. Jako
negativni kontrola exprese slouzila kultura expresnich bunék E. coli BL21 Star (DE3)
neobsahujicich rekombinantni plasmid, ktera byla kultivovana za stejnych podminek

v LB médiu bez antibiotika.

6.3.5 Exprese fuzniho proteinu s inteinem a chitinovou vazebnou

Fuzni protein byl exprimovan ve 20 ml LB média v Erlenmayerovych bankach
0 objemu 100 ml. Pro expresi ve vétSim rozsahu byly pouzity Erlenmayerovy banky
oobjemu 250 ml naplnéné 50ml LB média. LB médium obsahujici
100 pg.ml™ carbenilicinu (Duchefa Biochemie; Haarlem, Nizozemi) a 1 % glukosy bylo
inokulovano 24-hodinovou kulturou (20 ul.mI* média) ainkubovano pfi 37°C
a 150 ot.min™ po dobu 1-2 hodin, kdy byla v prib&hu kultivace méfena opticka hustota
pfi 600 nm (ODggo). Po dosazeni ODgy = 0,5-0,65 byla exprese proteinu indukovana
pridavkem 0,3 mM isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosidu (IPTG; Duchefa Biochemie)
a buriky byly kultivovany po dobu 16 hodin pfi 12°C a 150 ot.min™. Zaroveri byly za
stejnych  podminek kultivovany kontrolni bufky — neindukované bufky
E. coli BL21 Star (DE3) obsahujici rekombinantni plasmid (v nasledujicim textu
oznacovany jako neindukované buriky) a indukované burky E. coli BL21 Star (DE3)
neobsahujici rekombinantni plasmid (prazdné burky), které byly kultivovany
v LB médiu bez pfislusného antibiotika. V pribéhu optimalizace podminek exprese
byly pro indukci pouzity rizné kultivaéni teploty a doby. VySe uvedené podminky byly
shledany nejlepSimi po optimalizaci exprese, ktera je blize popsana v kapitole 7.2.

Po ukoncCeni exprese byl z kazdé kultury odebran podil o objemu 0,5 ml, ktery byl
pfenesen do mikrozkumavky a centrifugovan 10 minut pfi 4 600 g a 4°C a médium
bylo odpipetovano. Za stejnych podminek byl centrifugovan i zbytek kultury.

Vznikly pelet bunék byl rozsuspendovan v lyzaénim pufru (40 ul.ml™ kultury;
20 mM Tris/HCI pH 8, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1 % Tritonu X-100), pfeveden do
mikrozkumavek a homogenizovan opakovanym zmrazenim v kapalném dusiku
a rozmrazenim pfi 42 °C (5x). Poté byl obsah mikrozkumavky centrifugovan 10 minut

pfi 14000g a 4°C a supernatant (bunécny lyzat) byl odpipetovan do Cisté
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mikrozkumavky. Bunky byly také homogenizovany pomoci french pressu (Thermo
Fisher Scientific; Waltham, MA, USA) pfi tlaku 25 000 psi a nasledné centrifugovany
30 min pfi 20 000 g a 4 °C.

6.3.6 Analyza exprese fuzniho proteinu

Nejprve bylo mnozstvi protein v lyzatu zjiSténo metodou Bradfordové
v mikroméfitkovém provedeni podle navodu vyrobce (Biorad; Hercules, CA, USA).
Poté byla exprese proteinu analyzovana pomoci SDS-PAGE (10% délici gel), ktera
byla provedena podle Laemmli et al. (1970). K 10 ul lyzatu, ktery byl pfedem nafedén,
aby obsahoval 5 ug protein, bylo pfidano 2,5yl 5x vzorkovaciho pufru bez
B-merkaptoethanolu (0,33 M Tris, 53 % glycerolu, 2,74 M SDS, 0,053 % bromfenolové
modfi). Dale byl také analyzovan pelet bunék ziskany z 0,5 ml kultury. K peletu, ktery
byl rozsuspendovan v 80 pl vody, bylo pfidano 20yl 5x vzorkovaciho pufru
s B-merkaptoethanolem (50 pl.ml™* pufru; Fluka; Basel, Svycarsko). Proteiny na gelu
byly obarveny pomoci Coomasie Brilliant Blue (CBB)-R250 (Fluka).

Exprese byla také ovéfena metodou Western blot (Towbin et al., 1979), kdy
proteiny byly pfeneseny z gelu na nitrocelulosovou membranu (Biorad) pfi 200 mA
v pufru o slozeni 25 mM Tris a 192 mM glycinu. Pfenesené proteiny byly blokovany na
membrané roztokem 3% Zelatiny v ,Tris-buffered saline“ (TBS) pufru (20 mM Tris/HCI
pH 7,5, 500 mM NaCl) apo 1 hodiné byla membrana 2x po 10 minutach promyta
pufrem Tween-TBS [20 mM Tris/HCI pH 7,5; 500 mM NacCl; 0,05 % Tween-20 (Sigma-
Aldrich)]. Poté byla membrana 2 hodiny inkubovana v roztoku 1% Zelatiny v TBS pufru
obsahujicim primarni protilatku proti chitinové vazebné doméné (1:5 000; New England
Biolabs), opét 2x promyta Tween-TBS a inkubovana 2 hodiny v roztoku 1% zelatiny
v TBS pufru se sekundarni protilatkou proti krali¢imu 1gG s navazanou alkalickou
fosfatasou (1:5000; Sigma-Aldrich). Po promyti Tween-TBS byla membrana
ekvilibrovana pufrem pro stanoveni alkalické fosfatasy (AP; 0,1 M Tris/HCI pH 9,5;
100 mM NaCl; 5 mM MgCl,). Alkalicka fosfatasa byla detekovana 5 minutovou inkubaci
membrany potmé v AP pufru obsahujici 120 mM 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfatu
(BCIP; Sigma-Aldrich) a 50 mM nitrotetrazoliové modfi (NBT; Fluka).

6.3.7 Stépeni fazniho proteinu a purifikace proteinu NolPT1

Protein NolPT1 byl purifikovan z lyzatu systémem IMPACT (,Intein Mediated
Purification with an Affinity Chitin-binding Tag“; New England Biolabs) metodou afinitni

chromatografie vychazejici z protokolu vyrobce. Tento systém je zalozen na vazbé
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fuzniho proteinu na chitinové kulicky, kterymi je naplnéna kolona, prostfednictvim
chitinové vazebné domény, jez je soucasti inteinu. Po pfidavku &inidel obsahujici thioly
(DTT), je intein schopen se samovolné Stépit za uvolnéni cilového proteinu, ktery je
poté z kolony vymyt kolonovym pufrem.

Lyzat pfipraveny z jednoho litru kultury byl nanesen na chitinovou kolonu
o objemu 15 ml, ktera byla ekvilibrovana 15 objemy kolonového pufru (225 ml;
20 mM Tris/HCI pH 8, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1 % Tritonu X-100), pomoci
nizkotlakého kapalinového chromatografu Bio-Logic LP (Biorad) pfi pratoku
0,35 ml.min™*. Kolona byla nejprve promyta 10 objemy kolonového pufru (150 ml) pfi
pratoku 2 ml.min™ a pak 3 objemy (45 ml) kolonového pufru s 50 mM DTT (Fluka) pfi
pratoku 1,5 ml.min™. Fuzni protein byl §t&pen po dobu 45 hodin pfi 4 °C a protein
NolPT1 byl eluovan 2 x 25 ml kolonového pufru pfi pratoku 1 ml.min™.

Prvnich 30 ml zjednotlivych frakci bylo sbirano a analyzovano pomoci
SDS-PAGE tak, ze bylo odebrano 20 ul, ke kterym bylo pfidano 5 ul 5x vzorkovaciho
pufru bez B-merkaptoethanolu. Analyzovany byly také chitinové kuli¢ky, které byly
0 objemu 100 pl odebrany z povrchu kolony, a k nimz bylo pfidano 40 ul vzorkovaciho
pufru bez B-merkaptoethanolu.

Eluat byl poté zakoncentrovan ultrafiltraci pomoci cely Amicon 8200 (Merck

Millipore; Billerica, MA, USA) za pouziti membrany s pory o velikosti 10 kDa.

6.4 Priprava proteinu NolPT1 s histidinovou kotvou

6.4.1 Klonovani hypotetického genu NoIPT1 do vektoru pET-28b(+)

Pro amplifikace genu NolPT1 pomoci PCR slouzil jako templat rekombinantni
plasmid pTYB12:NolPT1, u kterého byla vysokokapacitnim sekvencovanim potvrzena
spravna sekvence nukleotidi v genu. Reakéni smés o objemu 50 pl, ktera se skladala
z 0,09 yg DNA, 10 pl 5x PCR pufru Phusion HF (Thermo Fisher Scientific), smési
nukleotidd o koncentraci 200 pmol.I*, primeru Ndelfw (5-GGAATTCCATATGC-
GATTGCATATA-3')* o koncentraci 0,2 umol.I*, primeru Sallrev o koncentraci
0,2 umol.I*  (5"-ACGCGTCGACTTAAAGCGTCACA-3')®  (Metabion), 1 U DNA
polymerasy Phusion (Thermo Fisher Scientific). Smés byla do nalezitého objemu
doplnéna vodou bez nukleas. PCR bézela pfi teplotnim gradientu, ktery je uveden

v kapitole 6.3.1. Po PCR byly amplikony detekovany agarosovou elektroforézou.

4 o s oxs . - . . o Do
Potrzena ¢ast primeru oznacuje sekvenci, ktera je rozpoznavana restrikéni endonukleasou Ndel.
Oznacena sekvence je rozpoznavana restrikéni endonukleasou Sall.
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Amplifikovany gen NoIlPT1 byl zgelu vyizolovan pomoci kitu QIlAquick Gel
Extraction (50).

Vhodné podminky restrikce genu NolPT1 avektoru pET-28b(+) (Novagen;
Darmstadt, Némecko) byly nalezeny na webovych strankach firmy New England
Biolabs (http://www.neb.com/nebecomm/DoubleDigestCalculator.asp). Restrikce byla
provedena v mikrozkumavce v reakéni smési o objemu 20 pl, ktera obsahovala
2 ul 10x pufru 3 (50 mM Tris/HCI pH 7,9; 100 mM NaCl; 10 mM MgCl,; 1 mM DTT),
2yl 10x hovéziho sérového albuminu (BSA), templat (0,2 ug genu NolPT1,;
2,2 ug vektoru pET-28b(+)), 4 U restrikéni endonukleasy Ndel a Sall (vSechny
komponenty od New England Biolabs) a vodu bez nukleas. Smés byla inkubovana
3,5 hodiny pfi 37 °C.

Uspé&snost restrikce byla ovéfena agarosovou elektroforézou, DNA produkty byly
vyizolovany z gelu pomoci kitu a objemové mnozstvi vyizolovaného genu a vektoru na
ligaci bylo uréeno z intenzity past na agarosovém gelu.

Na ligaci byla pfipravena v mikrozkumavce reakéni smés o celkovém objemu
10 pl, ktera obsahovala 3 pl genu NolPT1, 5 ul vektoru pET-28b(+), 1 uyl 10x ligacniho
pufru (50 mM  Tris/HCI pH7,5; 10mM MgCl,; 1mM ATP; 10mM DTT)
a 20 U T4 DNA ligasy (v8e od New England Biolabs). Smés byla inkubovana 13 hodin
pfi 16 °C v termocykleru a poté byla ligasa inaktivovana 20 min pfi 70 °C.

6.4.2 Transformace bunék E. coli a jejich nasledna selekce

Bunky byly transformovany metodou teplotniho Soku a elektroporaci. Na
elektroporaci byla pouzita kultura elektrokompetentnich bunék E. coli TOP 10
(Invitrogen) o objemu asi 50 pl, které byly rozmrazeny na ledu. Poté k ni byl pfidan
1 ul liga¢ni smési, vde bylo opatrné promichano a ponechano na ledu. Po 5 minutach
byla bakterialni kultura pfepipetovana do vychlazené elektroporacni kyvety a buriky
byly transformovany pulsem 1 800 V po dobu 5 ms pomoci elektroporatoru ECM399
(BTX; Holliston, MA, USA). Ke kultufe bylo hned pfidano 500 yl SOC média
a suspenze byla inkubovana 1 hodinu pfi 37 °C a 175 ot.min™.

Po inkubaci bylo 50 a 150 pl suspenze inokulovano na LB agar obsahujici
50 ug.ml™* kanamycinu (Duchefa Biochemie) a kultura byla inkubovana 21 hodin pfi
37 °C. Druhy den byly nahodné vybrané kolonie asepticky pfeockovany do LB média
s kanamycinem a kultury byly poté inkubovany 22 hodin pii 37 °C a 175 ot.min™.

Nasledujici den byl z kultury o objemu 1,5 ml izolovan rekombinantni plasmid

PET-28b(+):NolPT1 a spravné zaklonovani genu NolPT1 do vektoru bylo ovéfeno
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restrikéni analyzou. Pro ovéfeni spravné sekvence nukleotidd byl rekombinantni
plasmid vyizolovan z 10 ml kultury E. coli TOP 10, kultivované za stejnych podminek,
pomoci kitu QlAprep Spin Miniprep (250).

Po sekvenaci genu byl rekombinantni plasmid vhesen metodou teplotniho Soku
do chemicky kompetentnich bunék kmenu E. coli BL21 Star (DE?3)
a E. coli BL21 (DE3) pLysS. Pro kontrolni reakci, zda vlastni proteiny bakterialniho
kmene E. coli BL21 Star (DE3) neovliviuji enzymatickou reakci enzymu NolPT1, byl
tento kmen transformovan i prazdnym vektorem pET-28b(+). Po transformaci byla
suspenze inokulovana na Petriho misky s LB agarem obsahujicim pfislusné
antibiotikum. V pfipadé E. coli BL21 Star (DE3) bylo pouzito 50 ug.ml* kanamycinu
apfi kultivaci E. coliBL21 (DE3) pLysS bylo do LB agaru/média pfidano
50 ug.ml* kanamycinu a chloramfenikolu (Fluka). Druhy den byly kolonie asepticky
preockovany do LB média s odpovidajicim antibiotikem a kultivovany 21 hodin pfi
37°Ca 175 ot.min™.

Za stejnych podminek, v LB médiu bez kanamycinu, byly kultivovany prazdné

expresni buriky, jako negativni kontrola exprese.

6.4.3 Exprese proteinu NolPT1 s histidinovou kotvou

LB médium o objemu 20 ml (pro expresi ve vétSi mife — 50 ml) obsahujici
50 ug.ml* kanamycinu a 1 % glukosy bylo inokulovano 21-hodinovou kulturou
(20 ul.ml™ média) a kultivovano pfi 37 °C a 150 ot.min™ do dosaZeni ODgy = 0,6-0,7.
Poté byla exprese proteinu NolPT1 indukovana pfidavkem 0,3 mM IPTG a bakterialni
kultura byla kultivovana po dobu 16 hodin pfi 15°C a 150 ot.min™. Zaroven byly za
stejnych podminek kultivovany kontrolni buriky — neindukované buriky, prazdné buriky
a buniky majici prazdny vektor. VySe uvedené podminky byly vybrany na zakladé
optimalizace, ktera je popsana v kapitole 7.5.

Obdobné jako v pfipadé exprese NoIPT1 zvektoru pTYB12 byl po expresi
z kazdé kultury odebran podil o objemu 0,5 ml a centrifugovan. Zbytek kultury byl také
centrifugovan 10 min pfi 4 600 g a 4 °C a supernatant byl odlit.

Pelet buné&k byl rozsuspendovan vlyzaénim pufru (40 pl.ml™  kultury;
50 mM Tris/HCI pH 7,5; 300 mM NaCl; 10 mM B-merkaptoethanolu; 10 mM MgCly;
10 mM imidazolu) a buriky byly rozruSeny opakovanym zmrazenim v kapalném dusiku
a rozmrazenim pfi 42°C. Poté byl obsah mikrozkumavky centrifugovan 10 minut pfi

14000 g a4°C asupernatant (lyzat) byl odpipetovan do d&isté mikrozkumavky. PFi
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vétSich objemech kultury byly buriky rozbity pomoci french pressu pfi tlaku 25 000 psi
a nasledné centrifugovany 30 minut pfi 20 000 g a 4 °C.

Mnozstvi proteinl v lyzatu bylo zjisténo metodou Bradfordové. Poté byla exprese
proteinu analyzovana pomoci SDS-PAGE (12,5% délici gel). K20 ul lyzatu bylo
pfidano 5 pl 5x vzorkovaciho pufru s B-merkaptoethanolem. K peletu, ktery byl ziskan
zcentrifugovanim 0,5 ml podilu kultury a byl rozsuspendovan v 80 pl vody, bylo pfidano

20 ul 5x vzorkovaciho pufru s f-merkaptoethanolem.

6.4.4 Purifikace proteinu NolPT1 s histidinovou kotvou

Protein NoIPT1 s histidinovou kotvou byl purifikovan z bunééného lyzatu pomoci
afinitni chromatografie s imobilizovanym kovovym iontem vsadkovou nebo prutokovou
metodou podle postupu vychazejici z protokolu vyrobce.

Pfi vsadkové metodé byl lyzat pfipraveny ze 750 ml kultury inkubovan
s 0,5 ml Ni-NTA agarosy Protino (Macherey-Nagel) 1 hodinu pfi 4°C a 130 ot.min™.
Smés byla naplnéna do kolony, promyta 10 ml promyvaciho pufru o sloZeni
50 mM Tris/HCI pH 7,5; 300 mM NaCl; 10 mM B-merkaptoethanolu; 10 mM MgCly;
20 mM imidazolu a protein byl eluovan 5 x 1 ml eluéniho pufru (50 mM Tris/HCI pH 7,5;
300 mM NacCl; 10 mM MgCl,; 250 mM imidazolu; 10 % glycerolu).

Pratokovou metodou byl lyzat ze stejného mnozstvi kultury nanesen na matrici
o objemu 0,5 ml pfi pratoku asi 0,5 ml.min™. Kolona byla poté promyta 15 ml lyzaéniho
pufru, 15 ml promyvaciho pufru 1 (50 mM Tris/HCI pH 7,5; 500 mM KCI; 500 mM NacCl;
10 mM B-merkaptoethanolu; 10 mM MgCl,; 20 mM imidazolu) a 15 ml promyvaciho
pufru2 (50 mM Tris/HCI pH 7,5; 500 mM KCI; 500 mM NaCl; 10 m p-merkapto-
ethanolu; 10 mM MgCl,; 50 mM imidazolu). Cilovy protein byl vyeluovan
4 x 1 mleluéniho pufru. VySe uvedené podminky byly vybrany na zakladé
optimalizace, ktera je popsana v kapitole 7.6. Podle uvedeného postupu byl protein
NoIPT1 purifikovan i na 0,3 ml Co-NTA Sepharosy Talon (Clontech Laboratories;
Mountain View, CA, USA).

Protein byl také purifikovan za vyuZiti systému ,HisPur™ Cobalt Spin Columns*
(Thermo Fisher Scientific) a pufrd o stejném slozZeni jako pfi purifikaci pritokovou
metodou na Ni-NTA agarose, které ale neobsahovaly 10 mM B-merkaptoethanolu.
Matrice, kterou byla do poloviny naplnéna kolonka, byla ekvilibrovana
4 x 5 ml lyza¢niho pufru. Po kazdych 5 ml byla kolonka centrifugovana 1 minutu pfi
500 g a 4 °C. Po pfidani lyzatu do kolonky byla matrice s lyzatem 45 minut inkubovana

na rotatoru pfi 4°C a poté centrifugovana za stejnych podminek. Dale byla kolonka
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promyta 2 x 5 ml lyzaéniho pufru, 2 x 5 ml promyvaciho pufru 1 a5 ml promyvaciho
pufru 2. Protein byl eluovan 3 x 4 ml eluéniho pufru, kdy po kazdém pfidavku byla
matrice s pufrem 30 minut inkubovana na rotatoru pfi 4 °C a centrifugovana.

Jednotlivé frakce byly sbirany a analyzovany pomoci SDS-PAGE.

Frakce obsahujici enzym byly spojeny a poté rozdéleny na tfi alikvoty, které byly
uskladnény pfi 4 °C, -20 °C s pozvolnym zmrazenim a pfi -80 °C s rychlym zmrazenim
v tekutém dusiku. V jednotlivych vzorcich byla stanovena aktivita po rGzné dobé
skladovani, ¢imz byly stanoveny podminky vhodné pro dlouhodobéjSi skladovani

enzymu pfi zachovani stability.

6.5 Stanoveni aktivity enzymu NoIPT1

6.5.1 Spektrofotometrické stanoveni pomoci CKX

K orientaCnimu méfeni aktivity byla pouzita metoda zalozena na reakci produktd
enzymu IPT (iPMP, iPDP, iPTP) s CKX zA. thaliana (AtCKX3) za vzniku
adenosinmono-, di- nebo trifosfatu (AMP, ADP, ATP) a 3-methyl-2-butenalu. Vznikly
aldehyd reaguje s p-aminofenolem v kyselém prostifedi za vzniku Schiffovy baze
s absorpénim maximem pii 352 nm (e = 15 200 M*.cm™; Libreros-Minotta & Tipton,
1995).

Aktivita byla stanovena v reakéni smési o objemu 600 pl, ktera se skladala
z 300 pl pufru A (100 mM Tris/HCI pH 7,5; 10 mM MgCl,), 100 uM substratu 1 [DMAPP
(dar — L. A. Wessjohann; Leibnitz Institute of Plant Biochemistry, Hall, Némecko)];
250 UM substratu 2° [AMP, ATP (oba od Sigma-Aldrich)], 100 pl lyzatu nebo &asteéné
precisténého enzymu o rlzné koncentraci proteini a vody. Smés byla inkubovana
18 hodin pfi teploté 28 °C. Po inkubaci byly vzorky rozdéleny na dvé poloviny o objemu
280 pl a k jedné poloviné bylo pfidano 20 uyl rekombinantni AtCKX3 (Kowalska et. al,
2010). VSechny vzorky byly doplnény pufrem A do objemu 560 ul, promichany
ainkubovany 1 hodinu pfi 37°C. Reakce byla nasledné zastavena pfidavkem
300 ul 40% kyseliny trichloroctové. Poté bylo pfidano 200 ul 2% p-aminofenolu, smés
byla promichdna vortexem a centrifugovana 2 minuty pfi 16 000g. Na
spektrofotometru UV — 2401 PC (Shimadzu; Kyoto, Japonsko) bylo proméfeno
spektrum v rozsahu 300-500 nm a aktivita enzymu byla vypoétena z absorbance pfi
352 nm.

6 Substratem 1 jsou oznaceni darci prenylové skupiny (DMAPP, HMBDP) a jeji pfijemci (AMP, ADP, ATP) nesou
souhrné pojmenovani substrat 2.
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Jako negativni kontrola reakce enzymu NolPT1 byla pfipravena reakce bez
substratu 1. Pro kontrolu aktivity AtCKX3 enzymu slouZila reakce AtCKX3
s 50 uM iPMP (OIChemIm; Olomouc, CR).

6.5.2 Stanoveni pomoci HPLC/UV

Produkty enzymatické katalyzy NolPT1 byly analyzovany pomoci kapalinového
chromatografu Alliance 2695 spojeného s detektorem fotodiodového pole 2996
(Waters; Milford, MA, USA), ktery detekuje slouceniny v rozmezi vinovych délek od
210 nm do 600 nm. Metoda pouzita pro HPLC analyzu cytokinin( vychazi z postupu
dle Novak et al. (2003). Analyza probihala na koloné Symmetry C18 (5 um,
2,1 x 150 mm), ktera byla pomoci termostatu udrzovana na teploté 30 °C (vSe Waters).
Na kolonu bylo nastfiknuto 20 ul vzorku. Mobilni faze se na pocatku analyzy skladala
295 % mobilni faze A (15mM HCOOH upravena pomoci NH;OH na pH 4)
a 5 % mobilni faze B (methanol). Jeji sloZeni se poté linearné ménilo do 25. minuty, ve
které odpovidalo 40 % mobilni faze A a 60 % mobilni faze B. Po promyti kolony MeOH
bylo slozeni mobilni faze pfevedeno do pocatec¢nich podminek. Pritok mobilni faze byl
0,25 ml.min™. Data byla zpracovana pomoci softwaru Masslynx nebo Empower (oba
Waters).

6.5.2.1 Stanoveni pH optima

pH optimum u enzymu NolPT1 bylo méfeno v rozmezi pH 6-9 (6; 6,5; 7; 7,5; 8;
8,5; 9). Mcllvainav pufr (200 mM Na,HPO,, 100 mM kyseliny citronové) byl pouzit pfi
praci v pH oblasti 6-7. Pro hodnoty pH 7; 7,5; 8; 8,5 a 9 byl pouzit 100 mM Tris/HCI.
VSechny zminéné pufry také obsahovaly 10 mM MgCl,.

Aktivita enzymu pfi rizném pH byla ur€ena v 200 pl reakéni smési (100 ul pufru,
substraty DMAPP a AMP o koncentraci 100 uM, 40 ul eluatu z Ni-NTA kolony
obsahujiciho 5,2 ug ¢astecné precisténého rozmrazeného enzymu). Do pozadovaného
objemu byla smés doplnéna destilovanou vodou, poté promichana pomoci vortexu
a inkubovana 5 hodin pfi 28 °C. Enzymaticka reakce byla zastavena deproteinaci, ktera
byla provedena 10 minutovou inkubaci reakéni smési pfi teploté 95°C a naslednou
centrifugaci (13 000 g, 10 min).

6.5.2.2 Stanoveni substratové specifity

Aktivita enzymu pro substraty DMAPP a iPP (dar — L. A. Wessjohann) byla
stanovena v reakéni smési o objemu 200 pl, ktera byla slozena ze 100 ul pufru A,
100 uM substratu 1 (DMAPP nebo iPP), 100 a 250 uM substratu 2 [AMP, ATP nebo
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ADP (Fluka)], 40-50 pl eluatu (rizna koncentrace proteinu) a vody. Smés (zejména
reakce enzymu s AMP a DMAPP) byla nejprve inkubovana pfi teploté 28 °C rdznou
dobu — 1, 3, 5, 7 a 18 hodin pro uréeni nejvhodné&jsi doby reakce. Pfi nasledujicich
enzymatickych reakcich byla smés inkubovana 5 hodin pfi teploté 28 °C.

Aktivita enzymu pro substraty cis-HMBDP  (dar — L. A. Wessjohann)
a trans-HMBDP (Echelon Biosciences Inc.; Salt Lake City, UT, USA) byla stanovena
obdobné. Reak&ni smés o objemu 200 ul byla slozena ze 100 pl pufru A; substratu 1
(cis- nebo trans-HMBDP) o koncentraci 5, 20 nebo 100 uM, 100 yM substratu 2 (AMP,
ADP nebo ATP), 50 ul lyzatu (rdzna koncentrace proteinu) a vody. Smés byla
inkubovana 5 hodin pfi 28°C. Jako negativni kontrola reakce slouzila reakce bez
substratu 1.

Produkty reakce (iPMP, iPDP, iPTP; tZMP, tZDP, tZTP a jejich cis izomery) byly

detekovany kapilarni zénovou elektroforézou podle Béres et al. (2012).

6.5.2.3 Stanoveni K, pro AMP a DMAPP

Michaelisova konstanta enzymu NolPT1 pro substrat AMP byla stanovena
v reakéni smési o celkovém objemu 200 ul, ktera se skladala ze 100 ul pufru A,
150 uM DMAPP a AMP v koncentracich: 0,5; 1; 1,25; 1,7; 3,3; 6,7; 10; 17 a 20 uM
a dale ze 4 pul eluatu, ktery obsahoval 1,27 ug ¢astecné precisténého rozmrazeného
enzymu. Smeés byla do pfislusného objemu doplnéna destilovanou vodou, promichana
pomoci vortexu a inkubovana 1 hodinu pfi 28 °C.

U enzymu byla také stanovena Michaelisova konstanta pro substrat DMAPP.
Reakéni smés o objemu 200 pl se skladala ze 100 pl pufru A, 100 uM AMP a DMAPP
o vhodnych koncentracich (20; 23,8; 29,4; 38,5; 55,6; 100; 150; 200 a 250 yM). Smés
dale obsahovala 6,15 ug CasteCné precisténého rozmrazeného enzymu a do 200 pl
byla doplnéna destilovanou vodou. Nakonec byla smés promichana vortexem
a inkubovana 5 hodin pfi teploté 28 °C.

Pro ziskani relevantnich vysledkud byly aktivity méFeny ve 2 opakovanich.

6.5.2.4 Vypocet specifické aktivity enzymu NolPT1

Aktivita enzymu NolPT1 byla vypoc&tena podle nasledujiciho vzorce:

c XV 1
X_
t m

aktivitagpe. (pkat. mg™!) =

Vysvétlivky: ¢ — koncentrace produktu iPMP (uM), V — celkovy objem reakéni smési (1),
t — doba reakce (s), m — mnozstvi proteinu v reakci (mg).
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7 Vysledky

7.1 Konstrukce rekombinantniho plasmidu pTYB12:NolIPT1

Po vyizolovani genomové DNA z cyanobakterie Nostoc PCC 7120 fenol-
chloroformovou metodou byl gen NolPT1 o velikosti 735 bp (Obr. 9) amplifikovan
pomoci PCR.

10 20 30 40 50 60 70 80 90
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ATGCGATTGCATATAATTCTTGGCCCAACTAGCGTAGGTAAGACAGATCGCTCCGTTGTTTTAGCCAAACAAACCAAAGCTCCAGTGAT
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Obrazek 9: Nukleotidova a proteinova sekvence NolPT1 z Nostoc PCC 7120. Gen
koduje 244 aminokyselin tvofici dohromady protein o velikosti 28 269 Da.
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K zaklonovani genu byl pouZit vektor pTYB12 o velikosti 7 417 bp (Obr. 10), ktery
nese na N-konci multiklonovaciho mista sekvenci kédujici intein s chitinovou vazebnou
domeénou. PFisludny vektor mimo jiné také obsahuje sekvenci kodujici gen rezistence
na ampicilin. Gen NolPT1 a vektor pTYB12 byly Stépeny restrikCnimi endonukleasami
Ndel aPstl za vytvofeni lepivych koncu arestrikce byla ovéfena agarosovou
elektroforézou (Obr. 11). Po vyizolovani DNA komponent z gelu byl gen zaligovan do

vektoru pTYB12 mezi restrikéni mista Ndel a Pstl (Obr. 10B).

Smal- Xmal E551
PaeRT1-THI-Xha 1 G545

EcoR | 8535 -
Pet] £550
o meos ; Blpl 8823
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Stull 8353 — Psil 1124
| gazs .
BatB 1 & %\ — Dram 1310
Ncol 5056 —— 3\
Msc| 5953 *\
. - \
. m'f.f.f."_éa"rég/ : T
mtl - ]
< 7412 b 3
|I p I|
\ |
AcctS |- Kpn | 4385 — Peil 230
Bael 4985
Xbal 4885 & BeiZi71 2480
SgrA| 4778
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pTYB12 = Intein ‘
Val Glm Asn|ATa Gly His Met Thr Ser Ser Arg
(117 bp) &57...GBA TCC CAG GTT GTT GTA CAG AATIGCT GGT CAT ATG ACT AGT TCG CGA
Dom! Nde | Spe | Nru
Val Asp Gly Gly Arg Glu Phe Leu Glu Pro Gly
GTC GAC GGC GGC CGC GAA TTC CTC GAG CCC GGG TGA CTG CAG...3" (58 bpl
Sal | Mot | EcoR | Xho | Sma Pst | ' (B)

Obrazek 10: Mapa vektoru pTYB11 a pTYB12. (A) Mapa vektoru pTYB11 se lidi od
vektoru pTYB12 multiklonovacim mistem. Na mapé je barevné znazornéna sekvence
inteinu s chitinovou vazebnou doménou (CBD). (B) Sekvence multiklonovaciho mista
vektoru pTYB12, kde jsou Sipkami oznaCena mista Stépena restrikCnimi
endonukleasami. Pfevzato z manualu IMPACT ™-CN (2006).

=49 -



bp
8000 -
6000 -

pTYB12

3000 -

1000 - = J ———
750 -

NoIPT1

Obrazek 11: Analyza restrikce genu NolPT1 a vektoru pTYB12 pomoci agarosové
elektroforézy.

Vytvofeny rekombinantni plasmid pTYB12:NolPT1 byl vnesen metodou
teplotnino Soku do bunék E. coli NEB 5a, které byly selektovany na LB agaru
obsahujicim ampicilin. Nahodné& vybrané kolonie byly kultivovany v LB médiu
s ampicilinem. Z bakterialni kultury byl vyizolovan rekombinantni plasmid, u kterého
bylo restrikéni analyzou ovéfeno spravné zaklonovani genu. Rekombinantni plasmid
byl Stépen restrikénimi endonukleasami Ndel a Pstl; Bgll a Clal (enzymy od Takara).
DNA stépena enzymy Ndel a Pstl produkovala fragmenty o velikosti 735 bp a 7358 bp
shodujici se svelikosti genu a plasmidu (Obr. 12A). Enzymy Bgll a Clal mély
rekombinantni plasmidovou DNA §tépit za tvorby fragmentl o velikosti 638 bp, 6104 bp
a 1351 bp. Po analyze DNA fragmentt $tépenych touto kombinaci enzym( agarosovou
elektroforézou byly vidét pasy velikosti 7455 bp a 638 bp, které odpovidaji Stépeni
pouze enzymem Bgll (Obr. 12B). Proto byl rekombinantni plasmid u vybraného vzorku
podroben Stépeni pouze enzymem Clal, ktery mél plasmid linearizovat (Obr. 12C).
Z vysledkd na gelu bylo vydedukovano, Ze byl plasmid Stépen (linie 2), nebot’ bylo
mozné pozorovat znatelné rozdily mezi linearizovanym a kruhovym plasmidem
(linie 1). Soucasné byla nastavena i restrikce s enzymem Xbal (Takara) Stépici
rekombinantni plasmid na fragmenty 1961 bp a 6132 bp (Obr. 12C, linie 3). Z vysledku
restrikCni analyzy je patrné, Ze doSlu ke spravnému vlozeni genu NolPT1 do plasmidu
pTYB12.

Také sekvenaci rekombinantniho plasmidu byla potvrzena 100% shoda

sekvence nukleotidi zaklonovaného genu NolPT1 se sekvenci genu v databazi.

-850 -



bp

8000 -
6000 -

bp

8000 -
6000 -

3000 - 3000 -

1500 -

1000 -
750 -

1000 -
750 -

500 -

bp

88681

3000 -
2000 -

1000 -

Obrazek 12: Restrikéni analyza rekombinantniho plasmidu pTYB12:NolPT1.
(A) rekombinantni plasmid §tépeny kombinaci enzym( Ndel a Pstl. (B) rekombinantni
plasmid stépeny enzymem Bgll. (C) linie 1 — nes$tépeny rekombinantni plasmid, linie
2 — Stépeny rekombinantni plasmid enzymem Clal, linie 3 — rekombinantni plasmid
Stépeny enzymem Xbal. M — marker.

7.2 Optimalizace exprese fazniho proteinu

Rekombinantni plasmid, ktery kéduje protein NolPT1 fuzujici na N-konci
s inteinem majici chitinovou vazebnou doménu, byl metodou teplotniho Soku
transformovan do expresnich bunék E. coli BL21 Star (DE3), které byly selektovany na
ampicilinu a slouZily jako zasobni inokulum pro expresni kulturu.

V pilotnim experimentu byl gen NolPT1 exprimovan ve 20 ml LB média. Exprese
probihala 21 hodin pii 18 °C a 150 ot.min™ a poté byla analyzovana metodou Western
blot. Pfestoze vazba protilatky proti chitinové vazebné doméné byla nespecificka, Ize
na membrané vidét, Ze dochazi k nadmérnému invivo §tépeni fazniho proteinu
(velikost 83 kDa) na intein (55 kDa) a protein NolPT1 (28 kDa; Obr. 13). Vzhledem

k zjisténym vysledkdm bylo nutné expresi optimalizovat.
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Obrazek 13: Western blot analyza exprese fazniho proteinu pomoci protilatky
proti chitinové vazebné doméné. Exprese probihala 21 hodin pfi 18 °C. Na gel bylo
naneseno 20 ul lyzatu o neznamém mnozstvi proteinu.

Pfi optimalizaci byly hledany podminky exprese, pfi kterych by dochazelo
k nejvétsi produkci fuzniho proteinu do cytoplasmy a zaroveni k jeho nejmenSimu
in vivo Stépeni. Byly zvoleny C&tyfi razné teploty (12 °C, 25°C, 30 °C, 37 °C), pfi kterych
byl fuzni protein exprimovan po dobu 5 nebo 16 hodin. Exprese byla analyzovana
metodou Western blot. Z vysledkl je patrné, ze fuzni protein byl exprimovan pfi vSech
teplotach a doba na jeho produkci neméla vliv (Obr. 14A), ale pouze pfi teplotach 12°C
(linie 1) a 25 °C (linie 4 a 6) dochazelo k jeho expresi do cytoplasmy (Obr. 14B), i kdyz
vétSina proteinu byla uloZena v inkluznich téliskach. Pri teplotach 30 °C (linie 10 a 12)
a37°C (linie 14 a 16) byl protein ukladan vyhradné& do inkluznich télisek. Pfi
nasledujicich experimentech byla exprese provadéna 16 hodin pfi 12°C, nebot po
srovnani pasl odpovidajicim fuznimu proteinu a inteinu bylo vidét, Ze pfi teploté 12 °C

dochazi k mensimu in vivo $tépeni fuzniho proteinu, nez pfi 25 °C a i jeho mnozstvi je

pfi 12 °C vySSi nez pfi 25 °C.
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Obrazek 14. Analyza exprese fuzniho proteinu pomoci protilatky proti chitinové
vazebné doméné za ruznych podminek. (A) Bunky E. coli BL21 Star (DES3),
(B) lyzaty. M — marker, 1 — indukované bunky kultivované 16 hodin pfi 12°C,
2 — neindukované bunky kultivované 16 hodin pfi 12 °C, 3 — prazdné buriky kultivované
16 hodin pfi 12°C, 4 - indukované buriky kultivované 5 hodin pfi 25°C,
5 — neindukované bunky kultivované 5 hodin pfi 25°C, 6 — indukované buriky
kultivované 16 hodin pfi 25 °C, 7 — neindukované bunky kultivované 16 hodin pfi 25 °C,
8 — prazdné buriky kultivované 16 hodin pfi 25°C, 9 — prazdné burky kultivované
16 hodin pfi 30°C, 10 - indukované bunky kultivované 5 hodin pfi 30 °C,
11 — neindukované bunky kultivované 5 hodin pfi 30°C, 12 — indukované bunky
kultivované 16 hodin pfi 30 °C, 13 — neindukované buriky kultivované 16 hodin pfi
30°C, 14 — indukované bunky kultivované 5 hodin pfi 37 °C, 15 — neindukované bunky
kultivované 5 hodin pfi 30 °C, 16 — indukované bunky kultivované 16 hodin pfi 37 °C,
17 — neindukované bunky kultivované 16 hodin pfi 37°C, 18 — prazdné bunky
kultivované 16 hodin pfi 37 °C. P¥i analyze lyzatd bylo na gel naneseno 5 ug proteinu.

7.3 Purifikace proteinu NolPT1

Po expresi proteinu byly buriky zpracovany na bunécny lyzat, ktery byl nanesen
na chitinovou kolonu. Fuzni protein byl navazan na kulicky a intein byl Stépen asi
45 hodin pfi 4°C ucCinkem DTT. Jednotlivé frakce byly analyzovany pomoci
SDS-PAGE.

Na gelu (Obr. 15) je zfetelné, Zze v eluatu zakoncentrovaném pomoci ultrafiltrace
(10 kDa) (frakce 1 — 25 ml; linie 6) neni vidét pas odpovidajici proteinu NolPT1
(velikost 28 kDa). V linii 8, do které byly naneseny chitinové kuli¢ky, Ize pozorovat pasy
o velikosti 83, 55 a 28 kDa, coz znadi, ze doslo k ¢asteCnému Stépeni fuzniho proteinu

(83 kDa) na intein (55 kDa) a protein NolPT1, ktery se nepodafilo vyeluovat z kolony.
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Obrazek 15: Analyza purifikace proteinu NolPT1 na chitinové koloné pomoci
SDS-PAGE. M — marker, 1 — lyzat, 2 — protekly lyzat, 3 — promyti kolonovym pufrem,
4 — rychlé promyti kolonovym pufrem s DTT, 5— eluat ve frakci 2 (25 — 40 ml),
6 — koncentrovany eluat ve frakci 1 (1 — 25 ml), 7 — roztok protekly pfes membranu pfi
ultrafiltraci, 8 — chitinové kulicky. Na gel bylo naneseno 20 pl vzorku o nezndmém
mnozstvi proteind.

Po neuspésném precisténi proteinu byla dalsi purifikace provedena za jinych
podminek. Bylo upraveno slozeni lyzaéniho a kolonového pufru tak, Ze bylo zvySeno
pH z 8 na 8,5 (podpora Stépeni), zvySena koncentrace NaCl z 0,5 M na 1 M (zamezeni
nespecifickych interakci proteint s chitinovymi kulickami) a zvySena koncentrace
Tritonu X-100 z 0,1 na 0,5 % pro zlepSeni rozpustnosti proteinu. Lyzacni pufr navic
obsahoval 20 uM fenylmethansulfonylfluoridu (PMSF; Sigma-Aldrich) jako inhibitor
proteas. Stépeni fuzniho proteinu probihalo pfiblizné 65 hodin pfi 16 °C. | po Upravé
podminek byl fuzni protein pouze Castecné Stépen a stejné jako v pfedchozim

experimentu nebyl protein NolPT1 eluovan z kolony (vysledky neuvedeny).

7.4 Konstrukce rekombinantniho plasmidu pET-28b(+):NolPT1

V nasledujicim experimentu byl z ddvodu nezdafilé purifikace proteinu NolPT1
z vektoru pTYB12 gen NolPT1 klonovan do jiného vektoru. Gen byl amplifikovan
pomoci PCR za pouziti primerl Ndelfw a Sallrev nesouci sekvence, které jsou
rozpoznavany prislusnymi restrikénimi endonukleasami a poté byl zaklonovan do
vektoru pET-28b(+) o velikosti 5368 bp (Obr. 16A). Tento vektor kromé jiného
obsahuje sekvenci kédujici Sest histidint, které jsou oznacovany jako N-koncova
histidinova kotva (Obr. 16B), a nese sekvenci genu zodpovédného za rezistenci na

kanamycin.
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Obrazek 16: Vektor pET-28b(+). (A) mapa vektoru, (B) sekvence klonovaci kazety.
Restrik&ni mista, mezi ktera byl gen NolPT1 vlozZen, jsou oznaena Sipkami. Sekvence
histidinové kotvy na N-konci je ohrani¢ena zelené. Pfevzato z manualu pET-28a-c(+)
Vectors, Novagen (2012).

Obé DNA komponenty byly Stépeny restrikCnimi endonukleasami Ndel a Sall,
které vytvofily lepivé konce, a vysledek restrikce byl ovéfen agarosovou elektroforézou
(Obr. 17). Po vyizolovani genu NolPT1 a vektoru pET-28b(+) z gelu a urCeni jejich
objemovych mnozstvi vhodnych na ligaci byl gen zaligovan do klonovaci kazety
vektoru pET-28b(+) mezi restrikni mista Ndel a Sall (Obr. 16B).
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Obrazek 17: Analyza restrikce vektoru pET-28b(+) a genu NolPT1 pomoci
agarosové elektroforézy.

Rekombinantni DNA byla transformovana do bunék E. coli TOP 10 metodami
teplotnino Soku a elektroporaci. Transformované bunky byly selektovany pomoci
kanamycinu na LB agaru a poté byly namnoZeny v LB médiu s pfidavkem kanamycinu.
Z bakterialni kultury byl vyizolovan rekombinantni plasmid, ktery byl podroben
restrikCni analyze s cilem ovéfit spravné zaklonovani genu. Vzniklé DNA fragmenty
byly separovany agarosovou elektroforézou. Plasmidova DNA byla Stépena dvéma
kombinacemi restrikénich endonukleas. Po plsobeni enzymy Ndel a Sall byl
rekombinantni plasmid rozstépen na fragmenty o velikosti odpovidajici genu NolPT1,
tj. 735 bp, a vektoru pET-28b(+), tj. 5309 bp (Obr. 18A), které byly detekovany na
gelu. Druha kombinace enzymO KspAl a Nhel (Fermentas) produkovala DNA
fragmenty o velikosti 2 107 bp a 3 918 bp (Obr. 18B). Ve vSech vybranych vzorcich byl
prokazan rekombinantni plasmid.

Kultura vybraného klonu byla namnozena a z ni byl pomoci komer¢niho kitu
vyizolovan rekombinantni plasmid, jenz byl analyzovan vysokokapacitni sekvenaci,

ktera potvrdila spravné poradi nukleotidd v genu.
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Obrazek 18: Restrikéni analyza rekombinantniho plasmidu pET-28b(+):NolPT1
detekovana agarosovou elektroforézou. (A) rekombinantni plasmid S$tépeny
kombinaci enzymG Ndel a Pstl. (B) rekombinantni plasmid $tépeny enzymy KspAl
a Nhel. M — marker.
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7.5 Produkce proteinu NolPT1 s histidinovou kotvou

Dva kmeny expresnich bunék — E. coli BL21 Star (DE3) a E. coli BL21 (DE3)
pLysS byly transformovany metodou teplotniho Soku rekombinantnim plasmidem
pPET-28b(+):NoIPT1 s ovéfenou sekvenci nukleotidi. Transformanty byly selektovany
na LB agaru, do kterého byl pfidan kanamycin a v pfipadé kmene E. coli pLysS také
chloramfenikol a vyselektované kolonie byly kultivovany v LB médiu s uvedenymi
antibiotiky. V bunkach byla exprese proteinu o velikosti 29 kDa indukovana
0,3mM IPTG a probihala 16 hodin pfi 18°C. Na SDS gelu (Obr. 19A), ukazujici
vysledky analyzy celych bunék, je vidét silny pas v rozmezi 25 az 30 kDa v burikach
E. coli Star (linie 1 a 2). Tento pas nebyl pfitomen ani v kontrolnich prazdnych burikach
E. coli Star (linie 3), ani v burikach E. coli pLysS (linie 4 a 5). Pfesto nelze jednoznacné
fici, ze bunky E. coli pLysS neexprimuji protein NolPT1, nebot’ pro citlivéjsi detekci by
musel byt protein detekovan protilatkou proti histidinové kotvé. V lyzatech (Obr. 19B)
E. coli Star (linie 1 a 2) Ize pozorovat slaby pas v oblasti 25 — 30 kDa. V lyzatech
kontrolnich bunék E. coli Star (linie 3) a bunék E. coli pLysS (linie 4 a 5) je pfitomen
pouze pas o nizSi molekulové hmotnosti. Protoze bylo zjiS§téno, ze exprese proteinu

byla vyrazné lepsi v kmeni E. coli Star, byl nadale pouzivan pouze tento kmen bunék.

<4— NolPT1
(29 kDa)

Obrazek 19: Analyza exprese proteinu NolPT1 v E. coli BL21 Star (DE3)
a E. coli BL21 (DE3) pLysS pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Exprese proteinu
NolPT1 s histidinovou kotvou o velikosti pfiblizné 29 kDa probihala 16 hodin pfi 18 °C.
(A) buriky, (B) lyzaty. M — marker; 1, 2 — indukované bunky E. coli Star; 3 — prazdné
bunky E. coli Star; 4, 5 — indukované bunky E. coli pLysS. Na gel bylo naneseno
20 ul vzorku.

Po porovnani vysledktd SDS-PAGE analyzy bunék (Obr. 19A) a lyzata (Obr. 19B)
bylo evidentni, ze dochazi k velkému ukladani proteinu do inkluznich télisek, ale pouze
k nepatrné produkci proteinu do cytoplasmy. Proto pfi dalSich experimentech probihala
exprese v LB médiu s 1 M sorbitolu, pfi nizsi teploté (15°C a 12 °C) a byla indukovana

-57-



riiznou koncentraci IPTG (0,1 mM, 0,3 mM, 0,5 mM). Z vysledkl je patrné, Ze pfi
teploté 15 °C dochazelo k vétsi expresi proteinu do cytoplasmy (Obr. 20) nez pfi 18 °C
(Obr. 19B), ale rozdil vsile exprese pfi 15°C a 12°C nebyl Zadny (vysledky
neuvedeny). Také rozdilna koncentrace IPTG neméla vliv na intenzitu exprese.
Vlyzatu nebylo mozné mnozstvi proteinu NolPT1 exprimovaného kulturou
E. coli BL21 Star (DE3) v pfitomnosti sorbitolu detekovat SDS-PAGE elektroforézou za
pouziti CBB-R250 (vysledky neuvedeny).
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Obrazek 20: Analyza exprese NolPT1 v kmenu bunék E. coli BL21 Star (DE3) po
indukci rdznymi koncentracemi IPTG pomoci SDS-PAGE. Exprese probihala
16 hodin pfi teploté 15°C. M — marker, 1 — lyzat z neindukovanych bunék, 2 — lyzat
z bunék indukovanych 0,1 mM IPTG, 3 — lyzat z prazdnych bunék indukovanych
0,1mM IPTG, 4 — lyzat z bunék indukovanych 0,3 mM IPTG, 5 — lyzat z prazdnych
bunék indukovanych 0,3 mM IPTG, 6 — lyzat z bunék indukovanych 0,5 mM IPTG, lyzat
z prazdnych bunék indukovanych 0,5 mM IPTG, 8 — buriky indukované 0,1 mM IPTG,
9 — buriky indukované 0,5 mM IPTG. Na gel bylo naneseno 20 pl vzorku.

7.6 Optimalizace purifikace proteinu NolPT1 s histidinovou kotvou

V pilotnim experimentu byla bakterialni kultura po expresi rozsuspendovana
v lyzaénim pufru (50 mM Tris/HCI pH 7,5; 300 mM NaCl; 10 mM merkaptoethanolu;
10 mM MgCl,; 10 mM imidazolu) a homogenizovana. Protein NolPT1 z lyzatu byl
purifikovan na Ni-NTA agarose (0,5 ml) vsadkovou metodou. Po inkubaci Ni-NTA
agarosy s lyzatem byla matrice promyta 2 x 5 ml promyvaciho pufru, ktery mél stejné
sloZeni jako lyza¢ni pufr, ale obsahoval vy8Si koncentraci imidazolu (20 mM), a na
zaveér byl protein eluovan. Po SDS-PAGE analyze jednotlivych frakci bylo na gelu
(Obr. 21) mozno pozorovat, Ze vyeluovany protein byl znacné znecistén (linie 5 a 6),

a proto byly pfi nasledujicich purifikacich optimalizovany podminky.
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Obrazek 21: Analyza proteini béhem purifikace proteinu NolPT1 na Ni-NTA
agarose vsadkovou metodou pomoci SDS-PAGE. M — marker, 1 — lyzat,
2 — protekly lyzat, 3, 4 — promyti pufrem s 20 mM imidazolem (2 x 5 ml), 5-9 — eluce
5 x 1 ml eluéniho pufru. Na gel bylo naneseno 20 ul vzorku.

V dalSich experimentech byl lyzat na kolonu nanasen pratokovou metodou. Mira
zachyceni proteinu NolPT1 na matrici byla zkontrolovana naslednou aplikaci
proteklého lyzatu na dalSich 0,5 ml Ni-NTA matrice pomoci vsadkové metody
a detekovana na polyakrylamidovém gelu. Na gelu (vysledky neuvedeny) nebyl
nalezen pas odpovidajici proteinu NolPT1 a tedy Ize povazovat zadrzovani zminéného
proteinu pfi pritokové metodé za efektivni.

Pfi pritokové metodé byla matrice (0,5 ml) promyta 15 ml lyzaéniho pufru,
15 ml promyvaciho pufru 1 obsahujiciho 20 mM imidazolu a 15 ml promyvaciho pufru 2
(50 mM imidazolu). Po provedeni SDS-PAGE bylo na gelu (Obr. 22, linie 10-15)
balastni proteiny. Nejvétsi podil necistot pfedstavovaly proteiny o velikosti pfiblizné
70-85 kDa.

Pro eliminaci nespecifickych vazebnych interakci nezadoucich proteind na matrici
byla testovana rGizna mnozstvi a slozeni soli v pufrech. V promyvacich pufrech byl
obsah soli zvy$en na 500 mM NaCl a 500 mM KCI a dale az na 1 M KClI, ale tyto
zmény nepfinesly Zadné rozdily v Cistoté proteinu v eluatu. Pfesto pro dal$i purifikace
bylo ponechano slozeni 500 mM NaCl a 500 mM KCI. Podstatné dulezitéjsi roli
v promyvacich pufrech hrala koncentrace imidazolu. Balastni proteiny byly z kolony
vymyty 15 ml pufru obsahujiciho 80 mM imidazolu, ale pfi této koncentraci se vymyval
skoro v8echen protein NolPT1. Maximalni koncentrace imidazolu, pfi které se protein
nevymyval, byla 40 mM. Po Fadé purifikaci byly promyvaci pufry o koncentraci
imidazolu 20 a 50 mM vyhodnoceny jako nejvhodnéjsi, pfestoze bylo ztraceno mnoho
proteinu NolPT1 a nebylo dosazeno absolutni Cistoty proteinu. Bylo také ovéfeno, zda

Ize potladit nespecifické vazebné interakce blokaci matrice pomoci BSA o koncentraci
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0,2 mg.ml?, jak je uvedeno v publikaci Berés et al. (2012), nebo snizenim mnozstvi
matrice na polovinu (0,25 ml), ale v obou pokusech byl vysledek purifikace obdobny
jako v pfedchozich pfipadech. V neposledni fadé byla v jednotlivych pufrech
slou¢enina Tris zaménéna za NaH,PO, pfi ponechani stejnych koncentraci imidazolu,
ale ani po této zméné nebyl vysledek jiny. V elu¢nim pufru bylo dilezité objemové
mnozstvi glycerolu, které vyznamné ovliviiovalo stabilitu proteinu. Jako optimalni

mnozstvi glycerolu v eluénim pufru bylo shledano 10 %.
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Obrazek 22: Analyza purifikace proteinu NolPT1 na Ni-NTA matrici pratokovou
metodou pomoci SDS-PAGE. M — marker, 1 — lyzat, 2 — protekly lyzat, 3, 4 — promyti
lyzaCnim pufrem (2 x 5 ml), 5, 6 — promyti promyvacim pufrem 1 s 20 mM imidazolu
(2 x 5 ml), 7, 8 9 — promyti promyvacim pufrem 2 obsahujici 50 mM imidazolu
(3 x5 ml), 10-14 — eluce 5 x 1 ml eluéniho pufru, 15 — spojena eluce ¢ty frakci. Na gel
bylo naneslo 3,5 pl lyzatu a proteklého lyzatu a 15 ul ostatnich vzorku.

Eluat ziskany purifikaci, ktery obsahoval znaéné mnozstvi nezadoucich proteina,
byl rozdélen na dvé poloviny a ultrafiltrovan za uéelem odstranéni predevsim
balastnich proteini o velikosti 70—85 kDa predstavujicich nejvétsi podil necistot. Na
ultrafiltraci  byly pouzity centrifugaéni zkumavky Amicon (Merck Millipore)
s membranami o velikosti pérd 30 kDa a 50 kDa. Proteinové obsahy retentatd a
difuzatd byly detekovany pomoci SDS PAGE. Z analyzy (Obr. 23) je o€ividné, Ze ani
v jednom pfipadé nedoSlo ke zdarné frakcionaci proteinu ultrafiltraci, nebot pfi ni
nebyly odstranény zadné proteiny (linie 3 a 5), ale vobou pfipadech do$lo pouze
k zakoncentrovani eluatu (linie 2 a 4). Po zvySeni koncentrace vSech slozek vzorku
bylo na gelu pozorovano mnohem vice pasu nezadoucich proteind, které se nepodafilo

pfi purifikaci z kolony vymyt.

-60 -



kDa

85 -
70 -

50 -

30 - — <— NolIPT1
25 -

Obrazek 23: Analyza frakcionace proteini v eluatu ultrafiltraci pomoci
SDS-PAGE. M — marker; 1 — eluat o objemu 4 ml; 2 — retentat, 3 — difuzat (meribrana
s pory velikosti 30 kDa); 4 — retentat, 5 — difuzat (membrana s péry velikosti 50 kDa).
Na gel bylo naneseno 15 ul vzorku.

Na purifikaci proteinu NolPT1 z buné&ného lyzatu byly pouZity i jiné matrice.
Podle podminek, které byly optimalizaci shledany nejlepSimi, byl protein purifikovan na
matrici Co-NTA Sepharose Talon. Po SDS-PAGE analyze jednotlivych frakci (data
neuvedena) nebyly ve srovnani s purifikaci na Ni-NTA agarose pozorovany zadné
markantni rozdily v Cistoté proteinu.

Protein NolPT1 z lyzatu byl pfeci$tén i na daldi matrici systémem ,HisPur™
Cobalt Spin Columns®. Lyzat byl nanesen na matrici v kolonce, ktera pak byla promyta
obdobné jako v pfedchozich purifikacich, tzn. stejnymi pufry pouze bez
B-merkaptoethanolu se stejnym poétem opakovani. Promyvacim pufrem 2
s 50 mM imidazolu byla matrice promyta jen jedenkrat. Jednotlivé frakce byly sbirany a
jejich sloZeni vizualizovano SDS-PAGE. Z polyakrylamidového gelu (Obr. 24) lze
vyCist, Zze pfi promyvani (linie 3 — 7) bylo odstranéno hodné nedistot, bohuzel viak ne
tolik, aby byl ziskan zcela homogenni protein (linie 8 — 10). Ba naopak, protein NolPT1

nedosahoval urovné C&istoty proteinu ziskaného purifikaci na Ni-NTA agarose.
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Obrazek 24: Analyza purifikace proteinu NolPT1 systémem ,,HisPur™ Cobalt Spin
Columns“ pomoci SDS-PAGE. M - marker, 1 - lyzat, 2 - protekly lyzat,
3, 4 — promyti lyzacnim pufrem (2 x 5 ml), 5, 6 — promyti promyvacim pufrem 1
(20 mM imidazolu; 2 x 5ml), 7 — promyti promyvacim pufrem 2 (50 mM imidazolu,
1x5ml), 8-10 — eluce 3 x 4 ml eluéniho pufru. Na gel bylo naneseno 2 pl lyzatu
a proteklého lyzatu a 15 ul ostatnich vzorku.

Vzhledem k tomu, Ze pfi optimalizaci Zzadna zména podminek nevedla k Uuplnému
odstranéni balastnich slozek a ziskani homogenniho proteinu, byl protein NolPT1
exprimovan i jinym zplUsobem. Byla zvolena exprese po dobu 5 hodin pfi teplotach
25°C (Obr. 25A) a 30°C (Obr. 25B). Predpokladalo se, Ze kratSi doba exprese by
mohla vyznamné redukovat produkci balastnich slozek. Po purifikaci proteinu NolPT1
na Ni-NTA agarose byly slozky frakci vizualizovany pomoci SDS-PAGE. Z vysledku
(Obr. 25) bylo zfejmé, Ze ani tento krok nepfinesl tizené vysledky.

Procesu purifikace na Ni-NTA agarose byl podroben i bunéény lyzat pfipraveny
z kontrolnich bunék kmene E. coli BL21 Star (DE3), které nesou prazdny vektor
pET-28b(+). Tyto buriky slouZily jako kontrola pfi enzymatické reakci proteinu NolPT1.
Bylo sledovano, zda je tato reakce pfimo ovliviovana vlastnimi proteiny expresnich
bunék. Purifikace byla provedena pratokovou metodou podle protokolu uvedeného
v kapitole 6.4.4 paralelné s purifikaci lyzatu bunék exprimujicich NolPT1 a detekovana
pomoci SDS-PAGE. Na polyakrylamidovém gelu (Obr. 26A) byl pozorovan slaby pas
v oblasti, kde se za normalnich okolnosti vyskytoval protein NolPT1. Tento pas byl
vSak pozorovan i v eluatu po purifikaci z bunék exprimujicich NolPT1 (Obr. 26B, 26C).
Pfi purifikaci byly na matrici jako v pfedchozich pfipadech zachycovany i proteiny
o velikosti 70-85 kDa (Obr. 26A). Nizké mnozstvi protein(, které je na hranici meze
detekce barveni pomoci CBB-R250 je zfejmé vysledkem $patného ristu bakterii nebo
nedostateCné homogenizace bunék, protoZze i u paralelni purifikace zbunék
exprimujicich NolPT1 (Obr. 26B) bylo metodou Bradfordové zméfeno malé mnozstvi

protein(.
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Obrazek 25: Analyza purifikace proteinu NolPT1 exprimovaného 5 hodin pomoci
SDS-PAGE. Exprese proteinu probihala po dobu 5 hodin pfi teploté 25°C (A)
a30°C (B). M — marker, 1 — lyzat, 2 — protekly lyzat, 3-5 — promyti promyvacim
pufrem 2 (3 x 5 ml), 6-8 — eluce 3 x 1 ml eluéniho pufru, 9 — spojena eluce tfi frakci. Na
gel bylo naneseno 2 pl lyzatu a proteklého lyzatu a 15 yl ostatnich vzorku.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M 8 M 6
kDa kDa kDa
85 - 85 - 85 -
70 - 70 - 70 -
50 - 50 - 50 -
30 - 30- 30 - — NolPT1
25 - s 25 - 25 - =
(A) (B) (C)

Obrazek 26: Analyza purifikace bunééného Ilyzatu z kontrolnich bunék
E. coli BL21 Star (DE3), které nesou prazdny vektor pET-28b(+) pomoci
SDS-PAGE. (A) Purifikace lyzatu pfipraveného z kontrolnich bunék. (B) Paralelni
purifikace lyzatu pfipraveného z bunék exprimujicich protein NolPT1. (C) Purifikace
lyzatu pfipraveného z bunék exprimujicich protein NolPT1 provedena v jiném dobé.
M — marker, 1 — lyzat, 2 — protekly lyzat, 3-5 — promyti promyvacim pufrem 2
(3x5ml), 6, 7 — eluce 2 x 1 ml eluniho pufru, 8 — spojena eluce dvou frakci. Na gel
bylo naneseno 2 pl lyzatu a proteklého lyzatu a 20 pl ostatnich vzork.
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7.7 Stanoveni aktivity ¢asteéné purifikovaného enzymu

Po prvni purifikaci proteinu, ktera pfedchazela samotné optimalizaci purifikace,
bylo zkoumano, zda protein NoIPT1 vykazuje aktivitu. Orientaéni méfeni aktivity bylo
provedeno spektrofotometricky. Reakce pro stanoveni aktivity byla nastavena se
100 pllyzatu a se 100wl zprvnich tfi frakci eluatu. Substraty reakce byly
100 yM DMAPP a 250 uM AMP nebo ATP, které byly pfemériovany enzymem NolPT1
na cytokininovy nukleotid. Ten byl posléze dalSi reakci s AtCKX3 rozstépen a vznikly
aldehyd byl pfeveden na Schiffovu bazi, kterd& ma absorbéni maximum pfi 352 nm
(e =15200 M*cm™). Z hodnoty absorbance pfi 352 nm byla vypoétena koncentrace
iP fosfatu, které zreagovalo s AtCKX3 a pfi dostate¢né dlouhé dobé plsobeni AtCKX3
Ize vypoltenou hodnotu vztahnout i na koncentraci iP fosfatu vzniklého reakci NolPT1
(vysledky neuvedeny). Pro kontrolu aktivity AtCKX3 byla nastavena reakce AtCKX3
s 50 uM iPMP.

Aktivita enzymu v lyzatu byla nulova (data neuvedena), ale z vysledk(i méreni
Castecné precisténého NolPT1 proteinu je ziejmé, Ze se jedna o aktivni enzym. Po
purifikaci enzymu byla aktivita stanovena v reakci s AMP i s ATP, pfiemz s AMP
(Obr. 27A) byly naméfeny vysSi hodnoty absorbance nez s ATP (Obr. 27B). Jednotlivé
hodnoty se od sebe také vzajemné liSily v zavislosti na frakci a zfejmé i jeji Cistoté (viz
kapitola 7.6; Obr. 21, linie 5-7), protoze metodou HPLC/UV bylo pozdéji zjisténo, ze
dochazi k naslednému rozkladu iPMP (iPTP) na iPR a iP, které s AtCKX3 reaguji jinou
rychlosti nez s iPMP (iPTP) (Kowalska et al., 2010).
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Obrazek 27: Orienta¢ni stanoveni aktivity enzymu NolPT1 v prvnich trech
frakcich eluatu pfi prvni purifikaci proteinu. Substraty reakce byly 100 yM DMAPP
a 250 uM AMP (A) nebo ATP (B). Aktivita enzymu NolPT1 byla odvozena z hodnoty
absorbance pfi 352 nm.

Po zjidténi, Ze se jedna o aktivni enzym, byla aktivita enzymu nadale méfena
kapalinovou chromatografii ve spojeni s detektorem diodového pole.

Pfi orientanim stanoveni aktivity probihala enzymatickd reakce 18 hodin.
V pfedchozich studiich zabyvajicimi se rekombinantnim enzymem IPT bylo zjisténo, ze
enzym IPT je velmi nestabilni (Takei et al., 2001), proto bylo nutné ovéfit, zda pfi
nadbytku substratu enzym NolPT1 syntetizuje produkt po celou dobu a konstantni
rychlosti. Z toho ddvodu byla aktivita méfena po dobu 1, 3, 5, 7 nebo 18 hodin.
Z naméfenych dat je evidentni, Ze produkt iPMP byl konstantné syntetizovan po dobu
7 hodin a poté v asovém obdobi mezi 7. az 18. hodinou za¢al enzym ztracet aktivitu,
coz se projevilo na koneCném mnozstvi produktu (Obr. 28). V nasledujicich
experimentech byla proto zvolena reakéni doba 5 hodin.

Protoze rychlost enzymové reakce mimo jiné zavisi i na pH, bylo stanoveno
pH optimum v rozmezi hodnot 6-9. NejvétsSi aktivitu dosahoval enzym NolPT1
v Tris pufru pfi pH 7,5 (oznaCovan jako pufr A) (Obr. 29). Z grafu je mozné vycist, Ze
enzym je obecné vice aktivni v Tris pufrech nez Mcllvainovych pufrech. Tato

skutecnost je zfejmé dusledkem rozdilné iontové sily v obou pufrech.
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Obrazek 28: Prubéh enzymatické reakce NoIPT1 v zavislosti na dobé reakce.
Substraty reakce byly 100 yM DMAPP a 100 yM AMP.

pH optimum

£ 20,00 - —0— Mcllvainav p.

£ 15,00 A —eo—Tris p.

Obrazek 29: Stanoveni pH optima u enzymu NolPT1. Reak&ni smés obsahovala
100 yM DMAPP, 100 yM AMP a 5,2 ug Castecné precisténého enzymu NolPT1 a byla
inkubovana 5 hodin. Aktivita enzymu byla pfi pH 6—7 stanovena v Mcllvainové pufru a
pfi pH 7-9 v Tris pufru.

Aktivita enzymu byla méfena i v pribéhu purifikace za podminek, které jsou
uvedeny v kapitole 6.5.2.2. Na chromatogramu pfi vinové délce 268 nm, ktery
znazoriiuje vysledek reakce AMP s DMAPP (Obr. 30A), byly pozorovany piky
odpovidajici AMP (reten¢ni €as: 2,8 min), adenosinu (8,27 min), iPMP (21,92 min),
IP (24,43 min), iPR (25,33 min). Piky odpovidajici adenosinu, iP a iPR znaci, ze pfi
purifikaci nebyly odstranény kromé ostatnich balastnich protein také fosfatasy

a nukleosidasy $tépici nejen ATP, ADP a AMP na adenosinové fosfaty s nizSim
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poctem fosfatl a dale az na adenosin a adenin, ale i iPMP, iPDP a iPTP na
isopentenylové fosfaty s nizSim poctem fosfatll a také na iPR a iP. Adenin, ktery
opousti kolonu zhruba v ¢ase 3 min, ziejmé koeluuje pfi kapalinové chromatografii
s AMP a nelze jej rozeznat. PfedevSim u slou€enin iPR a iP (Obr. 30B) bylo mozné
vizualné pozorovat nepfimou zavislost mezi jejich koncentracemi a Cistotou eluatu
pozorovanou na polyakrylamidovém gelu. Pfi reakci ATP s DMAPP bylo mozné
v chromatogramu pozorovat kromé vysSe uvedenych sloucenin i pik odpovidajici ATP
s retenénim ¢asem pfiblizné 2 minuty. Z chromatogramu je patrné, ze doslo ke stépeni
ATP na AMP, zfejmé diky pFitomnosti fosfatas (Obr. 30C). Z vysledku tak neni jisté,
zda iPMP vznikl reakci DMAPP s AMP, nebo jedna-li se o produkt Stépeni iPTP.
Obdobna situace byla pozorovana i pfi HPLC analyze reakce DMAPP s ADP. P¥i
kontrolnich reakcich bez DMAPP nevznikal zadny produkt (obdoba Obr. 31).

Na zakladé ziskanych vysledkl nelze urcit, zda NolPT1 nevykazuje kromé
isopentenyltransferasové aktivity i aktivitu fosfatasovou. Byl proto purifikovan lyzat
z bunék E. coli BL21 Star (DE3), které obsahovaly pouze prazdny vektor pET-28b(+),
za podminek identickych s purifikaci NoIPT1 z bunék exprimujicich NolPT1
z rekombinantniho plasmidu pET-28b(+):NolPT1. HPLC analyza kontrolnich reakcnich
smési v8ak neprokazala Stépeni ATP a ADP.

Pfi sledovani aktivity enzymu s ADP nebo ATP nebylo mozZné separovat
pfipadné produkty iPDP (iPTP) pomoci HPLC, nebot jsou pfilis polarni a na koloné
sreverzni fazi se nezadrzuji. V dusledku toho byly mozné produkty reakce
analyzovany pomoci kapilarni zonové elektroforézy (CZE), ktera v8ak jejich pfitomnost
ve smési neprokazala. Detekovan byl pouze produkt iPMP, ale opét neni jasné, zda se
jedna o produkt pfimé reakce s AMP, nebo zda vznikl defosforylaci veSkerého iPDP
nebo iPTP. Z vysledki CZE metody bylo mozné urcit, Ze pfevazna Cast ATP byla

defosforylovana na ADP a AMP.
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Obrazek 30: Separace substrati a produktii enzymatické reakce NolPT1 pomoci
HPLC/UV. Data jsou znazornéna pfi vinové délce 268 nm. ReakCni smés obsahovala
100 yM DMAPP, 250 yM AMP (A) nebo ATP (C) a enzym NolPT1 a byla inkubovana
5 hodin. (B) Detail piku zobrazujici iP a iPR cytokininy. Stejna situace jako u reakce
s ATP byla pozorovana i u reakce s ADP. Cerstvé pfipraveny roztok ADP nebo ATP jiz
obsahoval asi 5 % AMP.
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Pro kontrolu specifity  enzymu byla také stanovena aktivita
s isopentenyldifosfatem (iPP), ktery je izomerem DMAPP a dosud byl jako substrat
prokazan pouze u enzymu MalPT z M. alba (Abe et al., 2007). Reakci nevznikl zadny
produkt a Ize tedy iPP jako substrat vyloucit (Obr. 31).

Substraty iPP a AMP
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Obrazek 31: Separace substrati a produktd reakce enzymu NolPT1 s iPP pomoci
HPLC/UV. Data jsou znazornéna pfi vinové délce 268 nm. Reakéni smés obsahovala
100 uM iPP, 250 uM AMP a enzym NolPT1 a byla inkubovana 5 hodin. Stejna situace
byla pozorovana i u kontrolni reakce s AMP.

Jak jiz bylo napsano, enzym IPT je velmi nestabilni, proto byly vramci
experimentu zkoumany podminky vhodné pro dlouhodobégjsi skladovani enzymu. Pro
stanoveni aktivity Cerstvého enzymu byla reakéni smés pfipravena okamzité po
purifikaci a ihned poté byl enzym v eluénim pufru rozdélen na tfi alikvoty a ty byly
uskladnény pfi 4°C, pfi -20°C s pozvolnym zmrazenim a pfi -80°C s rychlym
zmrazenim v tekutém dusiku. Po 24 hodinach byla v jednotlivych alikvotech stanovena
aktivita. Bylo zjisténo, Ze enzym uloZeny pfi 4°C a -20°C zcela ztratil aktivitu, ale
u enzymu NolPT1 uloZeného v -80 °C byla ur€ena aktivita, ktera odpovidala 60—-100 %
aktivity Cerstvého enzymu. V dalSich dnech aktivita ubyvala pozvolnym tempem.

Rychlost ztraty aktivity, kromé& zplsobu skladovani, také zavisi na procentualnim
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mnozstvi glycerolu v eluénim pufru (viz kapitola 7.6), a zfejmé i na Cistoté eluovaného
proteinu po purifikaci a celkové koncentraci proteind v eluatu. Na chromatogramu
(Obr. 32) je uveden pfiklad méfeni stability enzymu ziskaného po jedné z nékolika
purifikaci. Koncentrace iPMP vzniklého reakci s Cerstvyym enzymem odpovidala
hodnoté 37 pM. Enzym skladovany do druhého dne syntetizoval 36,6 pM iPMP, coz
odpovida 99 % aktivity Cerstvého enzymu. Po 14. dnech enzym produkoval uz pouze
28,9 uM iPMP a tedy aktivita klesla na 78 %.
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Obrazek 32: Stanoveni stability enzymu NolPT1 pomoci metody HPLC/UV. Data
jsou znazornéna pfi vinové délce 268 nm. Reakéni smés obsahovala 100 yM DMAPP,
250 yM AMP a 42 ug Castecné piecisténého enzymu NolPT1 v eluénim pufru s 10 %
glycerolu. Koncentrace proteina v eluatu byla 0,42 mg.ml™

Aktivita enzymu byla méfena i s dalSimi hypotetickymi substraty cis-HMBDP
a trans-HMBDP o koncentraci 5, 20 nebo 100 pM v kombinaci se 100 yM AMP, ADP
nebo AMP. Pro kontrolu aktivity enzymu byly nastaveny reakce i s DMAPP. V pfipadé
reakce s AMP byl na chromatogramech u obou izomeru o koncentraci 20 a 100 yM
nalezen pik odpovidajici velmi malému mnozstvi tZMP nebo cZMP. Po porovnani
s mnozstvim iPMP, které vzniklo kontrolni reakci s DMAPP, bylo zjiSténo, Ze aktivita
enzymu se substraty cis- a trans-HMBDP odpovidala 0,5 % aktivity enzymu s DMAPP
(vysledky neuvedeny). PFi pouziti ADP a ATP nebyl na chromatogramech pozorovan

Ubytek  pfislusnych  nukleotidd. Proto byly pfipadné produkty reakce
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100 pM cis- atrans-HMBDP s ADP a ATP také analyzovany metodou CZE. Tato
metoda potvrdila, Ze enzym nema s témito prekurzory a nukleotidy aktivitu.

Pro zakladni charakterizaci enzymu NolPT1 byly ur€eny Michaelisovy konstanty
pro substraty AMP a DMAPP. Vysledky byly graficky vyhodnoceny podle Michaelise
a Mentenové (Obr. 33A, 34A). Z vyhodnoceni byla uréena Cast kfivky, pfi které nebyl
enzym nasycen substratem a byla vynesena dle Lineweavera-Burka (Obr. 33B, 34B).
Ze smérnice pfimky byla vypoé¢tena hodnota K.,. Hodnota K, pro AMP ¢inila 0,76 uM
a pro DMAPP 66,04 uM.
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Obrazek 33: Stanoveni Michaelisovy konstanty NoIPT1 pro AMP. (A) vyneseni
podle Michaelise a Mentenové. (B) vyneseni dle Lineweavera-Burka. Hodnota K., pro
AMP ¢inila 0,76 pM.
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Obrazek 34: Stanoveni Michaelisovy konstanty NolPT1 pro DMAPP. (A) vyneseni
podle Michaelise a Mentenové. (B) vyneseni dle Lineweavera-Burka. Hodnota K, pro
DMAPP ¢inila 66,04 pM.

Z vysledkl vyplyva, Ze enzym je specificky pro DMAPP. Zarover ale nebylo

jednoznacné potvrzeno, ze enzym neni schopen reagovat s nukleotidy ADP a ATP.
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8 Diskuze

Rostlinné hormony cytokininy nejsou syntetizovany pouze rostlinami, ale
i bakterialnimi mikroorganismy. Enzym IPT, ktery je zodpovédny za de novo biosyntézu
cytokinint, byl prokazan v bakteriich A. tumefaciens a R. fascians (Barry et al., 1984;
Crespi et al., 1992). V pIlné sekvenovaném genomu cyanobakterie Nostoc PCC 7120
(Kaneko et al., 2001) byl nalezen gen vykazujici homologii s geny kodujici IPT
(Kakimoto, 2003). Hlavnim cilem pFedloZzené diplomoveé prace bylo izolovat produkt
genu IPT, objasnit jedna-li se o aktivni enzym a charakterizovat ho.

Gen NolPT1 byl po amplifikaci zaklonovan do vektoru pTYB12, ktery byl
transformovan do kmenu expresnich bunék E. coli BL21 Star (DE3). Pro produkci
proteinu NoIPT1 jsou bakterie E. coli idealnim expresnim systémem, nebot se v jejich
genomu gen IPT nenachdazi (Barry et al., 1984). Exprese proteinu ve formé fuzniho
proteinu vSak byla vtomto kmeni bunék natolik slaba, Zze zminény protein nebyl
detekovan pomoci SDS-PAGE. Detekce musela byt proto provedena protilatkou proti
chitinové vazebné doméné. Mnozstvi fuzniho proteinu bylo navic snizovano i jeho
in vivo Stépenim. Rovnéz ani purifikaéni proces proteinu NolPT1 nebyl Uspésny.
DalSim vektorem pro expresi proteinu NolPT1 byl zvolen pET-28b(+). Pro zaklonovani
genu IPT byl tento vektor vijiné obméné jiz pouzivan (Kakimoto, 2001,
Sakamoto et al., 2006; Abe et al., 2007; Béres et al, 2012). Exprese proteinu
s histidinovou kotvou na N-konci byla podstatné silngjSi nez u vektoru pTYB12, pfesto
vS8ak vétSina proteinu byla ukladana do inkluznich télisek.

V bunécném lyzatu bylo zkoumano, zda je protein aktivni, ale vysledek byl
negativni. Absence aktivity muze byt vysvétlena pfitomnosti bakterialnich fosfatas
degradujicich AMP na adenosin, ktery tak nemuGze slouzit jakou substrat IPT enzymu
(Barry et al., 1984). Av8ak v uvedené i dalSich studiich aktivita v lyzatu zméfena byla
(Barry et al., 1984; Pertry et al., 2010). Lyzat byl v nasledujicim kroku podroben
purifikaci, ale nepodafilo se ziskat zcela Cisty protein. Mezi balastnimi proteiny, které
se nepodafilo odstranit, byly pfitomny jiz zminéné fosfatasy a s nejvétsi
pravdépodobnosti i nukleosidasy, které vyznamné ovliviovaly kineticka méfeni.
| v nékterych publikovanych studiich, napf. Barry et al. (1984); Takei et al. (2001);
Kakimoto (2001); Krall et al. (2002); Pertry et al. (2010), Béres et al. (2012) bylo
zminéno, Ze pokusy nebyly provadény s absolutné homogennim enzymem.

Podle studie Béres et al. (2012) je pfitomnost téchto necistot nezadouci a to
pfedevSim pfi stanoveni substratové specifity enzymu IPT se substraty ADP a ATP.

S timto tvrzenim korespondovaly i vysledky v diplomové praci. Pfi stanoveni, zda je
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enzym NolPT1 schopen prenylovat ADP a ATP, byly substraty stépeny na AMP a jako
produkt vznikal iPMP. Puvod iPMP vSak nebylo mozné spolehlivé urcit, protoze HPLC
metoda neumoziiuje pfimou separaci di- a trifosfatd (Béres et al., 2012). Tyto
slou€eniny jsou bézné analyzovyny nepfimou HPLC metodou, ktera vyZaduje
pfedchozi enzymatickou defosforylaci na ribosidy (Kakimoto, 2001), ale i tak nelze
situaci spravné vyhodnotit. JasnéjSi pohled na véc pfinesla az separace produkt
pomoci CZE, u které je mozné sledovat pfemény vSech substratd a produktd
(Béres et al., 2012). Zminénou metodou byl detekovan pouze produkt iPMP, nelze
ovSem zcela vyloucit, ze veSkery iPDP a iPTP byl pfeménén bakterialnimi fosfatasami
na iPMP a pouze nebylo zachyceno stadium, kdy v reakéni smési byly tyto produkty
pritomny. Na druhé strané, pfi porovnani reakce ATP s DMAPP a iPP (neni substrat)
bylo pozorovano stejné mnozstvi ATP a ADP, ale méné AMP bylo v reakci s DMAPP
tzn., Zze AMP zreagovalo na iPMP. Shrnutim lze Fici, Ze u enzymu NolPT1 nebylo
jednoznacéné potvrzeno, ze neni schopen prenylovat ADP a ATP.

Pro kontrolu katalytickych schopnosti NolPT1 byly expresni burky
E. coli BL21 Star (DE3) transformovany prazdnym vektorem pET-28b(+) a bunécny
lyzat z nich byl purifikovan a analyzovan pomoci HPLC. Purifikaci nebyly odstranény
bakterialni balastni proteiny, které kontaminovaly enzym NoIPT1 a u kterych byla
pfedpokladana defosforylaéni aktivita (Obr. 26). V chromatogramech z HPLC analyzy
ovSem predpokladana defosforylace ADP nebo ATP za vzniku AMP nebyla
pozorovana. Doposud ziskané vysledky naznacuji, Ze enzym NolPT1 mGze mit kromé
funkce pfenosu isopentenylové skupiny také schopnost hydrolyzovat ADP nebo ATP
na AMP, které pak vyuziva jako substrat. AvSak tato moznost dosud nebyla v Zadné
publikaci diskutovana. Pro relevantnost tohoto vysledku bude muset byt zminény
experiment proveden opakované, protoze nelze vyvratit, Ze kreakci nedoSlo
v disledku nizké koncentrace proteind ve vzorku. V paralelné purifikovaném vzorku
NolPT1 byla zjisténa velmi nizka aktivita.

PFfi posuzovani substratové specifity byl jako substrat vyloucen iPP. Tento
vysledek je v souladu s pfedpokladem, Zze pfenos isopentenylové skupiny probiha
podle reakéniho mechanismu S,2 (nukleofilni substituce) (Sugawara et al., 2008).
Doposud byla publikovana pouze jedna prace, ve které byla katalyticka ucinnost
enzymu MalPT s iPP testovana. Aktivita enzymu s touto slouceninou byla prokazana,
ackoliv v porovnani s DMAPP byla prakticky zanedbatelna (Abe et al., 2007).

Slouc¢enina HMBDP je u bakterialnich enzymu IPT povazovana za bézny substrat
(Sakakibara et al., 2006), a proto i u NolPT1l byla aktivita stimto substratem

ovéfovana. ProtoZze vysoka koncentrace zeatini a jejich ribosidi byla detekovana
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napf. u cyanobakterii Calothrix (fad Nostocales) a Phormidium animale (fad
Oscilatoriales) (Stirk et al., 2002) a cela fada cytokinini zeatinového typu byla
analyzovana i u dalSich cyanobakterii (Hussain et al., 2010), bylo tedy nanejvys
zarazejici, ze u enzymu NoIPT1 nebyla pfi pouziti HMBDP jako substratu
zaznamenana témeér zadna aktivita. Absence cZ nukleotid v reakéni smési pfi reakci
s HMBDP muze byt vysvétlena tim, ze cZ je produkovan predevSim degradaci tRNA
(Miyawaki et al., 2006). V pfipadé pouziti substratu trans-HMBDP je mozné, ze doslo
k degradaci substratu béhem skladovani, nebot zasobni roztok byl pfipraven pfed
nékolika mésici. Roztok cis-HMBDP byl Cerstvé pfipraven. Rozuzleni je mozné také
hledat v aminokyselinové sekvenci enzymu (viz dale).

Enzym NolPT1 byl charakterizovan uréenim Michaelisovy konstanty pro AMP
a DMAPP. Pro AMP byla hodnota K, = 0,76 uM a pro DMAPP K, = 66,04 uM.
Michaelisova konstanta pro AMP je v porovnani s ostatnimi publikovanymi experimenty
u A. tumefaciens pomérné vysoka (Blackwell & Horgan, 1993; Sugawara et al. 2008)
a navic se tato hodnota nepohybuje v rozsahu méfenych hodnot, proto by bylo nutné
toto stanoveni zopakovat, avSak s Cerstvé purifikovanym enzymem. Toto méfeni
nemohlo byt uskute¢néno z €asovych a technickych duvodi. Dosahnout pfesnych
vysledkd v takto nizkych hodnotach je vSak problematické vzhledem k detekénimu
limitu HPLC/UV. K pfesné&jSimu stanoveni by bylo nutné pouzit citlivéjsi detekci pomoci
hmotnostniho detektoru. Také hodnota K, pro DMAPP je ve srovnani s ostatnimi
publikovanymi studiemi vysoka. Tuto hodnotu Ize brat jako koneénou, nebot na
zakladé mérfeni s dvéma razné purifikovanymi enzymy bylo dosazeno obdobnych
hodnot. Kazdé méfeni bylo provedeno ve dvojim opakovani.

Vysvétleni rozdilné substratové specifity enzymu NolPT1 vzhledem Kk jinym
biochemicky charakterizovanym enzymum IPT Ize hledat v aminokyselinové sekvenci.
Jednotlivé sekvence byly nalezeny v databazi a dale zpracovany za pouziti ,ClustalW
multiple sequence alignment* a pomoci softwaru BioEdit 7.0.5.3 (Pfiloha I; Hall, 1999).
V aminokyselinové sekvenci produktu, ktery je kodovan genem Tzs, jsou pfitomny
hydrofilni aminokyseliny Asp173 a His214, které jsou zodpovédné za vazbu HMBDP.
Venzymu HIIPT, stejné jako v dalSich rostlinnych enzymech IPT, jsou tyto
aminokyseliny nahrazeny hydrofobnimi aminokyselinami 1le222 a Leu268
(Sugawara et al., 2008; Chu et al., 2010). Sugawara et al. (2008) uvedli, ze pfi
substituci bud’ Asp173 za Gly, nebo His214 za Leu v aminokyselinovém slozeni IPT
u A. tumefaciens, enzym neztratil schopnost vazat HMBDP, do$lo v8ak ke snizeni
afinity a katalytické u€innosti enzymu k substratu. Snizeni bylo vyraznéjsi pfi nahradé

His214. Enzym FasD rovnéz reaguje s HMBDP, ale pfi pohledu na sekvenci je zfejmé,
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Ze dosSlo k zaméné Aspl73 za alanin (Alal94) a His214 zlstal zachovan (His235).
Pfestoze enzym FasD mél srovnatelnou afinitu k obéma substratim, katalyticka
ucinnost byla 10x vy3si pro DMAPP (Pertry et al., 2010), coZ je v souladu s uvedenymi
tvrzenim (Sugawara et al., 2008). U enzymu NolPT1 doSlo k zaméné Asp173 za valin
(Vall73) asoucCasné His214 za tyrosin (Tyr216). Je tedy otazkou, zda pravé tato
zaména je vyznamna a zda je zodpovédna za neschopnost enzymu NolPT1 reagovat
se substratem HMBDP. | dalsi aminokyseliny Aspl7l, Asp221 popsané
u A. tumefaciens, které svymi negativnimi naboji odpuzuji zaporné nabité
B- a y- fosfatové skupiny (Chu et al., 2010), se u enzymu FasD a NolPT1 nenachazeji.
Na misté Aspl71 se shodné nachazeji hydroxylované aminokyseliny (Ser190 — FasD,
Thrl71 — NolPT1) ana misté Asp221 hydrofobni aminokyseliny (lle242 — FasD,
Ala223 — NolPT1). V obou pfipadech se jedna o aminokyseliny bez naboje, které by
nemély odpuzovat B- a y-fosfatové skupiny. Zde je tedy prostor diskutovat, zda ty
enzymy mohou reagovat s ADP a ATP nebo ne. U enzymu FasD jiz byla prokazana
reakce s ADP (Pertry et al., 2010).
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9 Zaver

V uvodu teoretické €asti diplomové prace bylo pojednano o charakteristickych
vlastnostech cyanobakterii s popisem jejich vyskytu a biotechnologického vyuziti.
Navazujici kapitola byla vénovana obecnému piehledu rostlinnych hormon( cytokininu
a jejich metabolismu. Hlavni ¢ast teoretické Casti patfila shrnuti dosavadnich poznatku
o0 adenylatdimethylallyltransferase (IPT) u bakterii. Zavér se tykal problematiky
substratové specifity rostlinného a bakterialniho enzymu IPT a v neposledni fadé byla
popsana i struktura enzymu.

V praktické Casti byl studovan enzym IPT z cyanobakterie Nostoc PCC 7120
(NolPT1). Pro ziskani funkéniho enzymu byl nejprve 2z cyanobakterie
Nostoc PCC 7120 izolovan gen, ktery byl zaklonovan do vektoru pTYB12. Enzym ve
formé fuzniho proteinu s inteinem a chitinovou vazebnou doménou byl produkovan
v expresnich burikdch kmene E. coli BL21 Star (DE3), avSak i po optimalizaci
podminek exprese byla jeho produkce velmi mala. Ani purifikaéni proces tohoto
proteinu nebyl uspésny, protoZe fuzni protein byl §tépen pomoci redukéniho Cinidla
pouze vomezené mife a uvolnény protein NolPT1 nebyl z kolony vyeluovan. Po
neuspésné purifikaci byl gen zaklonovan do vektoru pET-28b(+), ktery pro usnadnéni
purifikaéniho procesu nese sekvenci pro histidinovou kotvu. Gen byl exprimovan v
burikach kmene E. coli BL21 Star (DE3) a E. coli BL21 (DE3) pLysS. LepSi produkce
proteinu znaceného histidinovou kotvou byla v E. coli BL21 Star (DE3), a proto byl
nadale pouzivan pouze tento kmen. Ackoliv byl protein NolPT1 ¢istén za rGznych
podminek, nebylo dosaZeno jeho homogenity. Orientadnim spektrofotometrickym
nepfimym méfenim aktivity s enzymem cytokinindehydrogenasou bylo zjisténo, ze se
jedna o aktivni enzym. Nadale byla aktivita enzymu méfena jako tvorba produktd
(cytokininovych nukleotidd) pomoci HPLC/UV. Bylo prokazano, ze se jedna o velmi
nestabilni enzym, avS8ak byly nalezeny optimalni podminky pro dlouhodobgjsi
skladovani. Pro enzymatickou reakci bylo nalezeno pH optimum, pfi kterém byla
stanovovana substratova specifita. Jako substraty enzymu byly prokédzany AMP
a DMAPP. Naopak afinita enzymu nebyla prokazana pro slouceniny iPP a HMBDP.
Zaroven, ale nebyly nalezeny jednoznacné dikazy, ze enzym neni schopen prenylovat
nukleotidy ADP a ATP. Na zavér byly zméfeny Michaelisovy konstanty pro AMP
a DMAPP.

V nasledujicich experimentech budou testovany jiné zpusoby purifikace enzymu,
tak aby bylo dosazeno jeho absolutni Cdistoty, a enzym bude podrobnégji

charakterizovan.
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10 Seznam pouzitych zkratek

AMP, ADP a ATP
AtCKX3
AtIPT1(3,4,5,8)

BA

BCIP

BSA

CBB

cis- a trans-HMBDP
cZatZ

c- atZMP, ZDP a ZTP

CDP

CKX

CZE

dADP a dATP
DMAPP

DNA

DTT

Dz

EDTA

Etz

FasD

GDP, GTP

GPP

HIIPT

HPLC

iP

iIPR

IPMP, iPDP a iPTP
iPP

IPT

IPTG

adenosinmono-, di- a trifosfat

cytokinindehydrogenasa z Arabidopsis thaliana (isoenzym 3)
isoenzymy adenylatdimethylallyltransferasy z Arabidopsis
thaliana

benzyladenin

5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat

hovézi sérovy albumin

Coomasie Brilliant Blue

cis- a trans-1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-difosfat
cis-zeatin a trans-zeatin

cis- a trans-zeatinmono, di- a trifosfat

cytidindifosfat

cytokinindehydrogenasa

kapilarni zénova elektroforéza

deoxyadenosindi- a trifosfat

dimethylallyldifosfat

deoxyribonukleova kyselina

1,4-dithiotreitol

dihydrozeatin

kyselina ethylendiamintetraoctova

gen kddujici adenylatdimethylallyltransferasu v Erwinia
herbicola pv. gypsophilae

gen kodujici adenylatdimethylallyltransferasu v Rhodococcus
fascians

guanosindi- a trifosfat

geranyldifosfat

adenylatdimethylallyltransferasa z Humulus lupulus L.
vysokouginna kapalinova chromatografie
N®-(A%-isopentenyl)adenin

N®-(A%-isopentenyl)adenosin
N®-(A*-isopentenyl)adenin-5"-mono-, di- a trifosfat
isopentenyldifosfat

adenylatdimethylallyltransferasa

isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid
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kcat/ Km
Km

LB médium a agar

LOG

MalPT

MemT a MeoT
MEP

MRNA a tRNA
MVA

NBT

NolPT1

OD600
oTamT
OsIPT1(3)
PCR

PMSF

Ptz

RNA
RT-PCR
SDS
SDS-PAGE
SOC
T-DNA
TBS pufr

Ti plasmid

Tmr

tRNA-IPT

Tzs

UTP
ZR

katalyticka ucinnost

Michaelisova konstanta

Lurria Bertani médium a agar

cytokininnukleosid 5°-monofosfatfosforibohydrolasa (,lonely
guy”)

adenylatdimethylallyltransferasa z Morus alba

meta- a ortho-methoxytopolin

methylerythritolfosfat

mediatorova a transferova ribonukleova kyselina
mevalonat

nitrotetrazoliova modf

adenylatdimethylallyltransferasa z Nostoc PCC 7120
opticka hustota pfi 600 nm

ortho- topolin a meta-topolin

isoenzymy adenylatdimethylallyltransferasy z Oryza sativa
polymerazova fetézova reakce
fenylmethansulfonylfluorid

gen kodujici adenylatdimethylallyltransferasu

v Pseudomonas syringae pv. savastanoi

ribonukleova kyselina

reverzni transkriptasova polymerazova fetézova reakce
dodecylsulfat sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti SDS
~Super Optimal broth with Catabolite repression”
transferova deoxyribonukleova kyselina

,Tris-buffered saline”

tumor indukujici plasmid

gen kodujici adenylatdimethylallyltransferasu

v Agrobacterium tumefaciens
tRNA-dimethylallyltransferasa

gen kodujici adenylatdimethylallyltransferasu

v Agrobacterium tumefaciens

uridintrifosfat

zeatin ribosid
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Vysvétlivky:  Sekvence  zvyraznéné Sedou  barvou  odpovidaji  vzoru

GXTXXGK[STIXXXXX[VLI]XXXXXXX[VLI][VLI]xXDxxQx{57,60}[VLI|[VLI]x-GG[ST], ktery se
shodné nachazi ve vS8ech IPT a tRNA-IPT (Kakimoto, 2001). V zeleném ramecku je
ohraniCena oblast pro vazbu prenylového zbytku a C&ervené jsou podbarvené
aminokyseliny, které jsou zapojené do vazby HMBDP. V Cerveném ramecku jsou
oznaceny aminokyseliny, které jsou konzervované ve vSech IPT a tRNA-IPT a maji
zasadni vyznam pro enzymatickou reakci. V rameccich v odstinech modré barvy jsou
oznaceny aminokyseliny, které maji vliv na vazbu fosfatovych skupin nukleotidd. Svétle
modra barva — aminokyseliny vazou a-fosfatovou skupinu, tmavéjSi modra — vazba
B-fosfatové skupiny, nejtmavéjsi modra — vazba y-fosfatové skupiny.
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