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CILE PRACE

e Zpracovani literarni reSerSe na téma cyanobakterie se zaméfenim na bakterii
Nostoc PCC 7120, cytokininy a cytokinindehydrogenasa, chaperony s obecnou
charakteristikou chaperonint

e Ptiprava rekombinantniho proteinu pTYB12::NoCKX v E.coli a jeho nasledujici
exprese v E.coli

e Purifikace proteinu pomoci afinitni chromatografie

e Ovéfeni proteinu pomoci molekularné — biologickych technik a jejich osvojeni



1 UvOoD

Rostlinné hormony cytokininy jsou derivaty adeninu dulezité pro rist a vyvoj
rostliny.Bylo prokazano, ze nékteré sinice a tasy dokazi produkovat hormony stejné
rostlinnym s podobnym ucinkem. Cytokininy jsou nevratné degradovany enzymem
cytokinindehydrogenasou (CKX) patfici do skupiny oxidoreduktas. Gen pro CKX byl
nalezen i v cyanobakterii Nostoc PCC 7120.

Praktickd ¢ast obsahuje optimalizaci podminek PCR s naslednou amplifikaci genu
NoCKX z cyanobakterie Nostoc PCC 7120, ktery byl mutovan v dualezit¢é HFG doméné
na C-konci. Restrikéni $tépeni genu a plasmidu pTYB12, bylo ovéfeno pomoci
agarosove elektroforézy. Nasledovala ligace a transformace vzniklého konstruktu do
bunék E.coli. Transformované bakterie byly selektovany na LB agaru s ptidavkem
antibiotika. Z bakteridlnich kultur byly vyizolovany rekombinantni plasmidy a
spravnost zaklonovani byla ovéfena restrikéni analyzou a také sekvenaci. Vybrana DNA
byla vnesena pomoci chemické transformace do expresnich bunék E.coli
BL21(DE3)STAR. Po expresi byl protein purifikovan s vyuzitim afinitni
chromatografie na chitinové koloné. Mnohé molekularné — biologicke techniky byly

dale zapojeny pro identifikaci a studii tohoto enzymu.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Cyanobakterie

2.1.1 Charakteristika a systém

Z fosilnich dikazl vime, Ze sinice existovaly nejméné pred 3,5 miliardami let. Byly to
prvni organismy, které vyvinuly oxidativni fotosyntézu a tim umoznily pfeménu
z anaerobniho prostfedi na prostiedi aerobni (Adams, 2000). Oxidativni fotosyntéza
vyzaduje koordinaci dvou fotosystéma (PSI a PSII), které pracuji v serii, dochazi
k vytvofeni elektrochemického potencialu a tim vytrzenim elektront z vody, za

soucasného uvolnéni kysliku (Flores and Herrero, 2009).

Cyanobakterie neboli sinice jsou velkda skupina morfologicky rtznorodych
fototrofnich bakterii, které¢ byly nalezeny témét v kazdém prostiedi na Zemi. Tvoii
symbiotické vztahy s Sirokou skalou eukaryotickych hostitelt, véetné rostlin, zvifat,
koralt a hub (Adams et al., 2013). U sinic se nenachazi cytoskelet, mikrotubuly ani
biciky. Patii mezi gramnegativni bakterie, do kterych je fadi jejich pevna bunécna sténa,
Kterd je vicevrstevnata (Kalina a Vana, 2005). Vnéjsi bakterialni membrana je
asymetrickd, pfi¢emz vnitini strana této membrany je bohatd na fosfolipidy a vné&jsi
strana na lipopolysacharidy (Bos et al., 2004). Tato lipopolysacharidova vrstva je
fibrilarni (Kalina a Vana, 2005). Pevna slozka bunécné stény obsahuje peptidoglykan,
jsou tylakoidy, které pokryvaji polokulovité fykobilizomy, slouzici jako svétlosbérné
membrany (Kalina a Vana, 2005). Fykobilizomy obsahuji fikobiliproteiny, kam fadime
modré fykocyaniny, které jsou spolu se zelenym chlorofylem a odpovédné za modro-
zelenou barvu bakterii. Nicméné, nékteré cyanobakterie produkuji ¢erveny fykoerytrin,
ktery dava bakteriim Cervené nebo hnédé zabarveni (Madigan et al., 2009; Kalina a
Vana, 2005).

Pro cyanobakterie plati Siroce pouzivana taxonomie (Tab. 1), kterd navrhuje
rozdéleni téchto organismi do péti ¢asti. Do prvniho oddilu patii jednobunécné sinice,
Které se mnozi binarnim $t€penim nebo pucenim. Druhy oddil zahrnuje jednobunécné
sinice, které se d€li vicenasobnym nebo binarnim Sté€penim. Sinice, které tvoii vlakna,
rostou intraceluldrné¢ bunéénym délenim nebo pretrzenim vldken a nevykazuji
diferenciaci specializovanych bunécnych typi, patii do tietiho oddilu. Oddil ¢tvrty a

paty tvoii vlaknité sinice, které se vyvijeji pomoci heterocyt. U ¢tvrtého oddilu se sinice
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déli v jedné roving, kdezto u patého probiha déleni vice nez v jedné rovin€, coz vytvari

rozvétvena vlakna (Flores et al., 2006).

Mnohé sinice mohou vazat vzdusny dusik (Kalina a Vana, 2005). Ackoli je dusik
nejhojnéji zastoupeny plyn v zemské atmosféfe, je velmi nereaktivni. Pied jeho
zaclenénim do biologickych molekul, musi byt redukovan na ekvivalent amoniaku. Tato
biologickd redukce dusiku je katalyzovéna nitrogenasovym komplexem (Berman —
Frank et al., 2003). Fixaci dusiku vyjadfuje nasledujici stechiometrickd rovnice

(Howard and Ress, 1996):

N, +8H" +8¢ + 16 MgATP — 2 NH3 +H, + 16 MgADP + 16 Pi

U mnoha diazotrofnich bakterii, tvofi tento komplex asi 10% z celkovych bunéénych
proteint, skladajici se ze dvou slozek — metaloproteinti (Berman — Frank et al., 2003).
Protein, obsahujici misto k redukci substratu je molybden-zeleznaty (MoFe) protein,
znamy jako dinitrogenasa. Zeleznaty (Fe) protein, nazyvajici se dinitrogenasareduktasa,
je homodimer, skladajici se z jednoho clusteru Fe,S, vazaného mezi identické ~32 — 40
kDa podjednotky. Tento protein je znam svou redoxni aktivitou, diky které je schopen
ziskat vice jak dva oxidacni stavy a zaroven také prendsi elektrony na MoFe protein
(Burgess and Lowe, 1996). MoFe protein je azf; tetramer o ptiblizné velikosti 250 kDa.
Kazda jednotka obsahuje dva typy clusterd, P cluster a FeMoco centrum (nékdy se
nazyvajici M - magnetické centrum) (Berman — Frank et al., 2003). VVzhledem k tomu,
ze aktivita nitrogenasy je rychle a nevratné niena za piitomnosti kysliku,
cyanobakterie, schopny fixace vzdusného dusiku si musely vyvinout strategii na
ochranu tohoto enzymu. Nejkomplexngjsi z nich byl vyvoj u vlaknitych kment, kdy
specializované bunky heterocyty poskytovaly pro nitrogenasu anaerobni prostiedi
(Adams, 2000). Heterocyty se vyskytuji pouze u fadi Nostocales a Stigonematales
(Kalina a Vana, 2005).

Pro jednobunécné a vlaknité druhy sinic bylo vyvinuto mnoho vektort a jinych
genetickych nastroji. Pfenos genil je zajistovan pomoci transformace, elektroporace a
konjugace (Koksharova and Wolk, 2001).
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Tab. 1 Hlavni skupiny cyanobakterii (Fay, 1992; Kalina a Vaia, 2005)

Oddil Zakladni morfologie Rad Rodové jméno
| Jednobunééné nebo Chroococcales Gloeobacter, Synechococcus,
kolonialni Synechocystis, Microcystis,
Gloeothece, Gloeocapsa,
Chroococcus
I Jednobunééné nebo Chamaesiphonales ~ Chamaesiphon, Dermocarpa,
kolonialni Pleurocapsales Dermnocarpella,
Xenococcus,

Myxosarcina, Pleurocapsa

Il VI1aknité Oscillatoriales Oscillatoria, Microcoleus,
Spirulina, Pseudoanabaena,
Plectonema, Lyngbya,

Phormidium
v Vlaknité tvofici heterocyty Nostocales Anabaena, Aphanizomenon,
(Nostocaceae) Nostoc, Anabaenopsis,
Nodularia

Calothrix, Gloeotrichia,

(Rivulanaceae) Rivularia, Scytonema,
(Scytonemaceae) Tolypothrix
\YJ Rozvétvené vlaknité tvotici Stigonematales Fischerella, Mastigocladus,
heterocyty Stigonema, Westiella

2.1.2 Nostoc PCC 7120

Cyanobakterie Nostoc (Obr. 1) se fadi do fadu Nostocales, coz jsou cyanobakterie,
které maji vldkna nevétvend, heteropolarni nebo izopolarni, ptima nebo zprohybana.
Piezimovani druhti zajist'uji arthrocyty (anikety). Sinice Nostoc je kolonidlni, konce
jejich vaken obsahuji heterocyty, ponofena do amorfniho slizu, kde dochazi k fixaci
vzdusného dusiku. Kolonie mohou nabyvat rliznych tvart a velikosti. (Kalina a Vana,
2005). Tato cyanobakterie je znama svou symbidézou s mnoha rozmanitymi
taxonomickymi skupinami rostlin, v¢éetné fas, mechorostli a angiosperm. Jejich hostiteli

poskytuje dusik ve form¢ dusi¢nant (Rai and Bergman, 2002).

Kromé fixace dusiku, dokaze cyanobakterie Nostoc fixovat i uhlik. Symbiotické
cyanobakterie uvoliiuji fytohormony, jako jsou auxiny a cytokininy, které dale vyuZzivaji
hostitelské rostliny pro jejich rist a vyvoj. Méné ziejmé jsou vyhody ziskané bakterii
Nostoc spolu s ostatnimi cyanobakteriemi. Spekuluje se o tom, Ze Nostoc muze

absorbovat ziviny ve formé organického uhliku z jeho hostitelt, zatimco se ukryva pred
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predatory a extrémnim prostfedim, jakoZ je vysoka intenzita svétla nebo vysychani
(Hussain et al., 2013).

U této bakterie byla stanovena nukleotidova sekvence celého genomu, ktery se

skl&da z jednoho chromozomu o velikosti 6 413 771 bp a Sesti plasmidi oznacenych
jako pCC7120a, B, v, 8, €, and { (Kaneko et al., 2001). Celkova velikost genomu Nostoc
PCC 7120 je 7 211 789 bp.
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2.1.3 Heterocyty a jejich funkce

Jak jiz bylo feceno, biologicka fixace dusiku vyzaduje, aby byla nitrogenasa chranéna
od pfistupu kysliku. Tuto ochranu tvofi nékolik mechanismi, které se vyvinuly u
organismu, které umi fixovat dusik (Burris and Roberts, 1993; Fay, 1992). U mnoha
sinic se jednotlivé heterocyty rozvijely v pravidelnych intervalech, bud’ piimo ve
vlaknech vegetativnich bunék, nebo i1 Casto na jejich koncich (Obr. 2) (Adams and
Duggan, 1999). Pro metabolickou podporu je dilezita velmi rozdilnd povaha
heterocytii, kterd je déld zavislé na ptiloZzenych vegetativnich bunkdch a to je
pravdépodobné divod, pro¢ nemaji jednobunééné kmeny kapacitu pro vyvoj heterocyt

(Adams and Duggan, 1999).

Jakékoliv zbyvajici stopy Kkysliku $ifici se spolu s dusikem do bufniky odstranuje
nékolik mechanismu, z nichz nejdilezitéjsi je asi respirace. Vzhledem k nedostatku
RuBisCa heterocyty nemohou fixovat oxid uhli¢ity a proto musi spoléhat na zasobu
fixovaného uhliku pro podporu fixace dusiku. Dusik je pfeménén na amoniak, coz je
asimilovano glutamin synthetasou — glutamat synthasou. Touto cestou se tvoii glutamin
a glutamat. OvSem stile neni jasné, ktera dusikatd sloucenina je exportovana do

vegetativnich bun¢k (Adams and Duggan, 1999).

Heterocyty jsou morfologicky charakterizovany dvéma vrstvami, které jsou doplnény
vnéj$i membranou obklopujici buitku. Jedna se sklada z glykolipidii a snizuje pronikani
kysliku. Druhd vrstva je sloZena z polysacharidii a je povazovdna za ochranu

glykolipidové vrstvy (Nicolaisen et al., 2009).

Obr. 2 Transmisni elektronova mikrofotografie ukazujici koncovou heterocytu (vlevo) a
jeji prilehlé vegetativni bunky (vpravo) z vlakna Nostoc PCC7120. (Flores and Herrero,
2010).
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Prvni zminky o diferenciaci heterocyt ptisly v podstaté ze studia Nostoc PCC 7120
(Buikema and Haselkorn, 1993). Signalni draha, kter4 vede k zahjeni diferenciace
heterocyt na konkrétni misto ve vlakné je komplexni a pocet identifikovanych gend,
které jsou zapojeny do vyvojového procesu se pravidelné zvySuje (Ehira et al., 2003;
Golden and Yoon 2003; Zhang et al., 2006). V pocate¢nich krocich diferenciace maji
rozhodujici funkce dva z nich — hetR a ntcA.

NtcA je transkripcni regulétor patiici do proteinové rodiny CRP (cyklicky AMP
receptorovy protein). Tento protein je zachovan u vSech cyanobakterii, detekuje hladinu
2-oxoglutaratu a kontroluje fadu gent, které se podileji na metabolismu uhliku a dusiku
(Herrero et al., 2004; Marcozzi et al., 2009). Hlavnim regulatorem vyvoje heterocyt je

hetR, ktery hraje klicovou roli v diferenciaci heterocyt.

HetR nema zadné rozpoznatelné DNA-vazebné motivy ani zadnou podobnost s jiz
diive charakterizovanymi proteiny. Piisobi jako neobvykly typ serinové proteazy, ktera
ma samodegradac¢ni schopnost, piipadné¢ degraduje 1 jiné proteiny podilejici se na vyvoji
heterocyt (Zhou et al., 1998). Ptitomnost dusiku, ktery je ve formé amoniaku nebo
dusi¢nant inhibuje diferenciaci heterocyt. Signdlem pro odstranéni dusiku je 2-

oxoglutarat, meziprodukt Krebsova cyklu (Laurent et al., 2005; Zhang et al., 2006).

U cyanobakterii je Krebsiv cyklus neuplny, z divodu nedostatku 2-oxoglutarat
dehydrogenasy. Ztoho vyplyva hlavni funkce 2-oxoglutaratu, ktery slouzi jako
prekurzor v riznych biosyntetickych reakcich. Je povazovan za primarni uhlikatou
kostru pro zaclenéni amonnych iontli a metabolické spojeni rovnovahy mezi uhlikem a
dusikem v cyanobakteriich (Muro-Pastor et al., 2001; Vazquez-Bermudez et al., 2003;
Muro-Pastor et al., 2005).
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2.2 Cytokininy

2.2.1 Vyznam v prirodé

Je to jiz vice jak pil stoleti, kdy v laboratofi Skooga ve Spojenych statech americkych
byly objeveny cytokininy, pivodné nazyvany kininy (Miller et al., 1955). Prvni a
nejzndméj§i cytokinin nazyvajici se N°-furfuryladenin (b&zn& znadmy jako kinetin), byl
poprvé charakterizovan a izolovan ze starého nebo autoklavovaného vzorku DNA ze
spermie sled¢ a brzliku telete pred 59 lety (Miller et al., 1956). Po mnoho let byl kinetin
uznavan za synteticky produkt. Zlom nastal v roce 1996, kdy bylo zjisténo, ze se bézné
vyskytuje v DNA, mimo jiné z lidskych bunék, dale také v extraktech rostlinnych bun¢k
a lidské moci (Barciszewski et al., 2000). Jeho biologické u¢inky na rostlinné bunky a
tkané ovlivituji procesy jako je genova exprese, bunéény cyklus, biosyntéza chlorofylu,

stimulace cévniho vyvoje, opozdéni starnuti a mobilizace zivin (Mik et al., 2011).

Dalsi cytokinin byl izolovan v Australii z kukufice (Zea mays) (Letham et al., 1963)
po témei deseti letech od ziskani kinetinu, zatimco biosyntéza cytokinini byla

prokazana japonskymi védci az v roce 2001 (Kakimoto 2001; Takei et al., 2001).

Pfirozené se vyskytujici cytokininy jsou relativné jednoduché derivaty adeninu (Obr.

3), modifikované na atomu dusiku v poloze 6 (Romanov, 2008).

OH
HN/—Q HN“)\ HN/v/k/OH HN/\/K

el Ly L] D ., N
H H H H
Kin iP tZ cZ
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=
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Obr. 3 Struktura nejbéznéjsich cytokinini. BA — 6-benzyladenin; Kin — kinetin; iP —
isopentenyladenin; tZ — trans-zeatin; cZ — cis-zeatin; TD — thidiazuron (Romanov,
2008).
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Podle konfigurace na N° postrannim fetézci se cytokininy d&li na isoprenoidni a
aromatické (Mok and Mok, 2001). Isoprenoidni CK maji bud’ nasycené¢ nebo
nenasycené alifatické postranni fetézce isoprenoidniho plivodu. Druha skupina nese
aromaticky postranni fetézec, ktery muze byt dale substituovan v ruznych polohach

aromatického kruhu (Spichal, 2012).

V rostlinach existuji cytokininy nejen jako volné baze, ale jsou pfitomny i ve formé
nukleosidii a nukleotidii. Tyto cytokininové baze mohou byt dale konjugovany na
glukosu v pozici N®, N’ a N° adeninového kruhu a na hydroxylu postranniho fetézce. Na
xylosu miiZe byt konjugovana hydroxylova skupina (Turner et al., 1987), pozice N°
muze byt modifikovana s L-alaninem (Entsch et al., 1983) a pozice C* s 2-methylthio
skupinou (Persson et al., 1994; Pertry et al., 2009).

Cytokininy jsou skupina regulator rostlinného rastu, které vyvolavaji celou fadu
fyziologickych reakci v rostlinach. Nejsou omezeny pouze na vyssi rostliny, ale jejich
vyskyt byl zaznamenén i v nizsich fadech rostlin, fas a bakterii, stejn¢ jako v parazitnim
hmyzu a hlisticich (Stirk and van Staden, 2010). Cytokininy ovliviiuji vyvojové procesy
jako je apikéalni dominance, staii a riist kofene, vétveni, vyroba chlorofylu, hraji roli
V nutri¢ni signalizaci a pii tvorbé cévniho fecisté (Mok, 1994; Schmilling, 2002). Tyto
coz je stimulace bunééného déleni. Jednak cytokininy nepodporuji jen bunééné déleni,
ale i bunéfnou expanzi, a to zejména v listech a déloznich listcich. Spolu s auxiny,
cytokininy do zna¢né miry uréuji fenotyp rostliny, stimuluji rist bo¢nich vyhont, ale
také potlacuji bo¢ni kotfenovou iniciaci (Romanov, 2008). Bylo prokazano velmi slibné
vyuziti téchto hormonil pfi zlepSovani rostlin na abioticky stres, jako je naptiklad sucho.
V mnoha ekosystémech je dilezitou slozkou v recyklaci zivin listovy odpad, ktery je
schopen ovlivitovat sloZeni plidy a rist rostlin. Existuji diikazy, ze tento listovy odpad
obsahuje 1 cytokininy a ty stejné jako dalsi chemické slozky listového odpadu mohou

pronikat do ptady (Stirk and van Staden, 2010).

Sladkovodni ekosystémy maji rozmanitou fléru zahrnujici krytosemenné rostliny,
rostliny niz§iho fadu, jakoz i mnoho mikroorganismu. Stejné jako u suchozemskych
rostlin, cytokininy jsou produkovany mnohymi z téchto organismid a mohou byt

potencialné uvolilovany i do vody (Stirk and van Staden, 2010).
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V zeméd¢€lstvi jsou vyuzivany agrochemikalie, které obsahuji jak pfirodni, tak
syntetické cytokininy s cilem zvySeni ristu, podpory kliceni a zlepSeni vytéZznosti
V poctu plodin, véetné ovocnych stromu, zeleniny a okrasnych rostlin (Vermeulen et al.,
2000). Pro defoliaci bavlny se vyuziva apoptotickych G¢inku syntetickych cytokinini

(thidiazuron), coz usnadnuje sklizen baviny (Romanov, 2008).

2.2.2 Cytokininy a mikroorganismy

Pro sniméni CK a fizeni jejich hladiny vyviji rostliny efektivni mechanismus. Podle
dostupnych informaci tento mechanismu vyuziva geny existujici v genomech nizsich
organismu, jako jsou bakterie a muze tedy byt bakterialniho ptivodu. Moznym
zpusobem ziskavani bakterialniho genu v rostlindch je horizontalni pfenos gend (HGT),
ptes endosymbidzu cyanobakterialniho pfedchidce, coz vede ke vzniku chloroplastt

s nasledujici translokaci genti z organel pfedka do jadra (Spichal, 2012).

Je znamo, Ze sinice jsou schopny syntetizovat rizné tfidy rostlinnych hormont, jako
jsou napf. auxiny, cytokininy, giberiliny, kyselina abscisova, etylen a jasmonaty
(Hussain et al., 2010). Cytokininy byly identifikovany u nékolika druhd sinic, napft.
Synechocystis, Chroococcidiopsis, Anabaena, Phormidium a Oscillatoria (Hussain et
al., 2010). Mnohé mikroorganismy jsou schopné syntetizovat Kinetin, zeatin,
isopentyladenin a nékteré dals$i derivaty cytokinind, a rizn€ reaguji na zavedeni
cytokininl do kultivaéniho média. TudiZ kinetin, ktery nemé vliv na morfologii, tempo
ristu a Cinnost nitrogenasy u diazotrofnich bakterii (Azospirillum lipoferum a A.
brasilense), usnadiiuje vyvoj grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim rodu
Clostridium, Staphyllococcus, Streptomyces, Micromonospora, Bacillus, Rhizobium,

Pseudomonas, Mycobacterium a Ervinia (Tsavkelova et al., 2006).

Jiz mnoho let je znamo, Ze degradace tRNA je zdrojem cytokininl u bakterii, napt. u
Escheria coli (Burrows et al., 1968, 1969). Nicmén¢ mikroorganismy jsou schopny
syntetizovat cytokininy pomoci enzymu isopentenyltransferasy (IPT), ktery byl
identifikovan ve slizové formé Dictyostelium discoideum (Taya et al., 1978). I kdyz
jsou bakterie schopny syntetizovat cytokininy, jejich biosyntetické drahy jsou odlisné
od rostlin. Bakterie mohou vyuzivat HMBDP a DMAPP jako substrat, pficemz
HMBDP je substrat nejvyhodnégjsi. Jako akceptor mohou pouzivat bakterie pouze AMP
(na rozdil od rostlin, které vyuzivaji ADP a ATP) k vytvofeni tZRMP (Lichter et al.,
1995;. Sakakibara, 2006; Kamada-Nobusada and Sakakibara, 2009).
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Obr. 4 ,,Crown gall*“ u Arabidopsis (Eckardt, 2007)

A) Zranéné misto (zakrouzkovano), kde byl naockovan Agrobacterium C58

B) Vyvinuty nador po 30 az 35 dnech

Vyroba cytokinind bakteriemi u rostlin byla zkoumana radioimunologicky. Kmeny
produkujici trans-zeatin byly identifikovany v rodu Agrobacterium a Pseudomonas
(Akiyoshiet al., 1987). Nejlépe prostudovany model rostlinného patogenu zahrnujici
cytokininy a auxiny, je Agrobacterium tumefaciens a jeho tvorba tzv. ,,crown galls*
(Obr. 4). (Jameson, 2000).

Agrobacterium tumefaciens je gramnegativni tyCinkovita bakterie, ktera se b&zné
nachazi v rhizosféfe mnoha rostlin, kde pteziva na kofenovych vyméscich (Eckardt,
2007). Jakmile A.tumefaciens infikuje rostlinu, tak jeji T-DNA, ktera je soucasti Ti-
plasmidu je zavedena do rostlinného chromozomu. T-DNA nese geny, které jsou
exprimovany Vv rostlinné bunce a jsou odpovédné za deregulovanou produkci auxini a
cytokininli a také za tvorbu nadort (Kakimoto, 2003). Vibec prvni gen biosyntézy
cytokininti byl identifikovan pravé v této patogenni bakterii. Jedna se o gen tmr (ipt),
zodpovédny za produkci cytokinini (Kakimoto, 2003; Frébort et al., 2011). Avsak
bakterialni cytokininy nemusi byt nezbytné pro infekci A.tumefaciens v in vitro kultufe,

virulentni 1 nevirulentni kmeny produkuji podobné mnozstvi cytokininii (Jameson,

2000).

Podobné geny byly nalezeny i v jinych bakteriich rodu Agrobacterium, A. vitis and
A. rhizogenes a dalSich patogennich bakteriich rostlin (Takei et al., 2001; Kakimoto,
2003). T-DNA z A.rhizogenes obsahuje tii unikatni geny oznacené jako rolA, rolB a
rolC. Vzhledem k pozorovanému nekontrolovatelnému rtstu fenotypt po infekci rostlin

se predpoklada, Ze pusobi jako glukooxidasy uvoliujici volné aktivni auxiny a
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cytokininy z jejich skladovacich forem (Estruch et al., 1991; Brzobohaty et al., 1993).
Nov¢jsi prace vSak naznacuji, ze Cinnost glykosidi vi¢i auxinim a cytokininim
pozorovana in vitro je ve skute¢nosti bez fyziologického vyznamu a Ze protein rolC
pusobi spiSe in vivo ve stimulaci metabolickych cest nékterych alkaloidu nez

v deglykosylasaci cytokinint (Faiss et al., 1996; Bulgakov, 2008).

Podrobn¢ byla studovana i interakce bakterialniho patogenu srostlinou na
fytopatogenni aktinomyceté Rhodococus fascians D188, ktera vyvolava u hostitele
abnormalni aktivaci cytokininové signalizace. Tato bakterie obsahuje linearni plasmid
kodujici fas operon, diky kterému je bakterie viruletni. V zavislosti na hostiteli, se
hromadi v infikovanych tkénich R. fascians rtzné druhy cytokinini jako je napf.
isopentenyladenin (iP), cis-zeatin (cZ) a 2-methylthio-cis-zeatin (2MeScZ) (Pertry et
al., 2009; Frébort et al.,, 2011). R. fascians produkuje nejméné Sest zakladnich
cytokininu: cis-zeatin, iP, trans-zeatin (tZ) a jejich methylthio derivaty (Petry et al.,
2010).

2.2.3 Degradace cytokininu — cytokinindehydrogenasa

Ne vSechny formy cytokininli jsou biologicky aktivni, ale je pravdépodobné, Ze
koncentrace obou forem, tzn. jak aktivni, tak 1 neaktivni jsou aktivné fizeny.
Koncentrace aktivnich cytokinint stejné jako jejich distribuce v rostlinnych tkanich jsou
regulovany nevratnou degradaci (Hare and van Staden, 1994; Galuszka et al., 2000).
Klicovou roli v katabolismu cytokininii hraje enzym zvany cytokinindehydrogenasa
(CKX, EC 1.5.99.12). Jedna se o flavoprotein, ktery odstépuje N6-postranni retézec
cytokinint, za vzniku adeninu a odpovidajiciho aldehydu (Obr. 5) (Brownlee et al.,
1975).

CH3 CH3
HN—CHZ—CH:C\ HN=CH—CH=—C NH,
N7 | N\> CH, NN CH; N N\> Os6grma-CHs
k\N N ; ;‘ k\ I N> k\ N * H/ \CH3
H N H N H
FAD FADH"
Elektronovy
akceptor

Obr. 5 Reakce katalyzovana enzymem CKX (Malito et al., 2004)
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Prvni zminky o aktivit¢ CKX se objevily vroce 1971, kdy doSlo k preméné
znaCeného isopentenyladeninu na adenin v surovém tabakovém extraktu buné¢nych
kultur (Paces et al., 1971). Tti roky na to Whitty a Hall (1974) popisuji podobnou
¢innost v zrnech Zea mays a vytvaii nazev cytokininoxidasa. Tento nazev vydrzel
dlouhd 1éta, ale nové studie ukazaly, Ze jiné elektronové akceptory napi. chinony jsou
vyhodnéjsi nez kyslik a nazev tohoto enzymu byl zménén na cytokinindehydrogenasu

(Galuszka et al., 2001; Fréborotva et al., 2010).

Cytokinindehydrogenasa je obvykle kédovana malou rodinou genti. Mnozstvi gent
v rodin¢ se lisi druh od druhu. V genomu Arabidopsis thaliana nalezneme sedm genti,
jednodé€lozné druhy maji tendenci mit téchto genii vice. Napf. ryze a Brachypodium
maji 11, kukufice ma genti dokonce 13 (Mameaux et al., 2012). Zatim nebyla potvrzena
aktivita CKX s aromatickymi cytokininy jako je napf. kinetin nebo derivaty
benzyladeninu (Mok and Mok, 2001).

Poté, co byl enzym naklonovéan z kukufice, byl oznacen jako oxidoreduktasa a také
bylo prokazano, ze obsahuje kovalentné navazanou molekulu FAD (Bilyeu et al., 2001;
Morris et al., 1999). Tento kofaktor je spojen pies 8-methylovou skupinu
isoalloxazinového prstence na histidinovém residuu dobfe konzervovaného GHS

motivu v N-terminalni poloviné enzymu (Malito et al., 2004).

Z biochemického hlediska jen nejlépe prostudovana ZmCKX1 z kukutice (Obr. 6).
Tento 57kDa enzym je monomer a nejefektivnéji $t€pi cytokininy, které maji

isoprenodini substituent, jako je trans-zeatin a isopentenyladenin (Malito et al., 2004).

CKX sekvence byla zjisténa i u sinice Nostoc PCC7120 (Kakimoto, 2001), ovSem je
zajimavé, ze u dalSich dvou sinic s pln¢ sekvenovanym genomem Synecocystis sp.
PCC6803 a Prochlorococcus marinus nebyl detekovan zadny CKX homolog
(Schmulling et al., 2003).
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Obr. 6 Celkova struktura monomerni ZmCKX1 z kukufice (Malito et al., 2004).
Doména vazajici FAD je modrd, doména vazajici substrat je cervena FAD Zluty a iP

cerny.
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2.3 Chaperony

2.3.1 Charakteristika

Bunééné skladani proteinti zavisi na pomoci tzv. chaperond. Jedna se o specidlni
komplex proteintl, ktery je schopen zabranit vznikajici agregaci nebo Spatné slozenym
substratim poskytnutim bunéfného prostiedi pro jejich ochranu z neproduktivnich
interakci (Gutsche et al., 1999).

Prvni identifikovany chaperon byl nukleoplasmin, ktery je dulezity pro
zprostifedkovani sestaveni nukleosomi (Laskey et al., 1978). Na zakladé¢ pozorovani
Ellise a jeho kolegl, ze molekularni chaperon je potiebny pro biogenezi rostlinného
proteinu pomoci ribulosa bisfosfat-karboxylasy (RuBisCo), byl tento termin rozsiten a
zobecnén (Ellis, 1996). Béhem poslednich let také diky bohatym strukturalnim a
funkénim informacim o molekularnich chaperonech jsou odvozeny experimenty jak in
vivo, tak in vitro (Feldman and Frydman, 1999; Bukau and Horwich, 1998). Mezi
nejlépe chapané chaperony patii hsp70 a hsp60. Hsp70 ma Siroky rozsah biologickych
aktivit, z nichZz jednou je vazba na kratkou hydrofobni sekvenci (asi sedm residui) po
vynofeni zribozomu (Radford, 2000). Proteiny timto brani agregaci nové
syntetizovanych fetézcti béhem biosyntézy (Obr. 7). Naopak chaperony hsp60 hraji roli
V pozd¢jsim skladani, jakmile je syntéza kompletni (Radford, 2000).
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Obr. 7 Schematické znazornéni skladani de novo v cytosolu eukaryot a prokaryot
(Radford, 2000). (a) skladani, které nezavisi na hsp70 a hsp60; (b) skladani pomoci
hsp70 nebo aktivacniho faktoru (TF); (c) sklddani pomoci jak hsp70 nebo TF a

chaperoninu hsp60.
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2.3.2 Chaperoniny

Chaperoniny jsou specialni tfida chaperont, jejich multimerni toroidni struktura jim
umoziuje oddélit proteiny v centralni dutin€é a fidit chemickou energii ziskanou
Z hydrolyzy ATP na podporu skladani a korigovani konformac¢niho cyklu (Gutsche et
al., 1999).

Chaperoniny jsou vSudyptitomné, byly nalezeny v eubacterii a také v bunéénych
komplementech (chloroplasty, mitochondria) (tfida I), v archea a eukaryotickém
cytosolu (tiida II) (Yébenes et al., 2001). Ob¢ tyto tiidy sdili spole¢nou strukturu (obr.
8) a zékladni funkéni mechanismus. Tato struktura zahrnuje tfi domény: ekvatorialni
ATP-vazajici doména; apikalni doména, kterd se podili na vazb¢ substratu a centralni
zavésna doména, kterd umoziuje komunikaci mezi ekvatoridlni a apikalni doménou

(Spiess et al., 2004).

Prvni tfida chaperoninii obsahuje kofaktor (GroES), slouzici jako odnimatelné viko,
které se vaze na apikalni doménu a uzavira dutinu. Druha tfida ma toto viko vestavéné,
z kazdé apikalni domény vystupuje prodlouzeny tzv. Sroubovity vystupek, umoziujici

utésnéni centralni dutiny (Archibald et al., 2001)

Apikalni doména <

Centralni zavésna
doména

£

Ekvatoridalni doména <

Obr. 8 Obecna struktura chaperoninti (Spiess et al., 2004)
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2.3.3 L. tfida chaperonini

Chaperoniny prvniho typu piedstavuji velké oligomerni proteinové komplexy, které
se podileji na sestaveni a sklddani jinych proteind. Chloroplastové chaperoniny a
kochaperoniny mohou existovat ve vice kopiich dvou riznych izoforem, které¢ se mohou
spojit za vzniku fady labilnich oligomernich struktur. Tento komplexni systém zvysuje

potencial poctu chaperoninovych substrati a také moznosti regulace (Gutsche et al.,
1999).

Do prvni tiidy patii chaperonin GroEL/GroES (Obr. 9) v E.coli, chaperonin 60
(Cpn60) Cpnl0 v chloroplastech a ,heat shock™ proteiny Hsp60 a Hspl0
v mitochondriich (Vitlin Gruber et al., 2013).

Od objevu chloroplastovych chaperonint, které patii do prvni tfidy nas déli vice jak
33 let a pfesto mnohé aspekty jejich funkce zlstavaji stale tajemstvim. Po jejich synteze
v izolovanych inaktnich chloroplastech, byly tyto proteiny identifikovany jako soucast
komplexu s vysokou molekulovou hmotnosti, ktery byl spojen s ribulosou-1,5-bisfosfat-
karboxylazou/oxygendzou  neboli  RuBisCo velké  podjednotky  (RbcLs).

OTEVRENA
KONFORMACE

GroEL/GroES

ZAVRENA
KONFORMACE

Obr. 9 Chaperoninova struktura GroEL/GroES. Dva rozdilné pohledy — oteviena a

zaviena konformace, spolu s jejich obecnymi strukturalnimi rozdily (YYébenes et al.,
2001)
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Je vSeobecné¢ zndmo, ze chloroplastové chaperoniny vykonavaji svou funkci
podobnym mechanismem jako bakterialni chaperoniny. AvSak jeden aspekt v systému
chloroplasti, ktery je stdle malo srozumitelny, je zdsadni funk¢ni vyznam Siroké skaly

typt podjednotek a jejich komplexni oligomerni uspoiradani.

Doposud nejlépe prostudovany je GroEL. Jedna se o molekularni chaperon nezbytny
pro rust E.coli pfi vSech teplotach (Kusmierczyk and Martin, 2001, Liu et al., 2009). 1
kdyz se vétSina pozornosti zamétuje na GroEL, je to pouze ¢ast dvouslozkového stroje,
jehoz funkce zavisi na pusobeni kochaperoninu GroES (Liu et al., 2009). GroEL je
slozen z 14 60 kDa podjednotek, které jsou uspoiadany ve velkém valcovém oligomeru,
sestaveného ze dvou naskladanych heptamerickych prstenct (Vitlin Gruber et al., 2013)
Velké pohyby domény zptsobuje vazba ATP na GroEL, tyto zmény mohou v nékterych
pfipadech castecné rozkladat pfipojeny substrat, coz mize napomahat pii nasledném
hledani spravné poskladané konformace (Liu et al., 2009). GroES plni dvé funkce:
pusobi jako viko k utésnéni sklddaci komory a poméha vytésnit vazany substrat

proteinu do dutiny, kde mize podstoupit skladani (Kusmierczyk and Martin., 2001).

2.3.4 1l tfida chaperonini

Do druhé tfidy chaperoninti (obr. 10) patii ty, které byly nalezeny v archea nebo
eukaryotickém cytosolu. Chaperoniny archea, jsou oznacovany diky jejich extrémni
teplotni stabilité jako thermosomy nebo TF55. Cytosolicka skupina v eukaryotach
obsahuje TCP-1 (CCT) a napomaha k spravnému sloZeni bunénych cytoskeletalnich
prvki jako jsou aktin a tubulin, coz jsou hlavni substraty pro CCT. Ve vyvoji druhé
ttidy chaperoninli byla vyznamnou silou genova duplikace. Kodovani genli u skupiny
archea, vykazuje jednu, dvé nebo tfi chaperoninové podjednotky. U eukaryot bylo
popsano osm odlisnych genovych rodin CCT (Archibald et al., 2001). Pro tuto skupinu
je typicka heterooligomerni kompozice na rozdil od bakterialniho chaperoninu GroEL,

ktery je homooligomerni (Archibald et al.,2001).
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Obr. 10 Chaperoninova struktura thermosomu a CCT. Dva rozdilné pohledy — oteviena
a zaviena konformace, spolu s jejich obecnymi strukturalnimi rozdily (Yébenes et al.,
2001).
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2.3.5 Reak¢éni mechanismus chaperonint

Reakéni mechanismus chaperoninu GroEL/GroES (Obr. 11A) zadind navazanim
substratu na prvni prstenec, coz je nasledovano vazbou kochaperoninu (GroES) a sedmi
molekul ATP na ten samy prstenec (II). Substrat je uvoliiovan do pravé uzaviené dutiny
a ma 10 az 20 sekund na skladani nez prob&éhne hydrolyza ATP (lll). Po hydrolyze
vazba sedmi molekul spousti na opa¢ném prstenci disociaci kochaperoninu a uvolnéni
sloZzeného proteinového substratu (IV). U chaperoninti druhé tfidy (obr. 11B) se nejprve
proteinovy substrat vaze na apikalni doménu, piipadné spolupracuje S Sroubovitymi
vystupky (I). Vazba osmi molekul ATP pak vede k rotaci vrcholovych domén, které se
potykaji s dutinou (II). Uzavieni dutiny a uvolnéni vazaného substratu pravdépodobné
vyZaduje ke svému slozeni hydrolyzu ATP (III). Doposud neznamy signal aktivuje
otevieni dutiny chaperoninu a uvolnéni sloZzeného substratu (IV) (Kusmierczyk and
Martin, 2001).

Obr. 11 Reakéni cyklus chaperonini. Ekvatorialni doména je znazornéna cervenou
barvou; centralni zavésna doména zlutou; apikidlni doména je tmave zelend;
kochaperonin a Sroubovité vystupky jsou svétle zelené; neposkladany substrat svétle

modry a slozeny substrat tmaveé modry (Kusmierczyk and Martin, 2001).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Pouzité pristroje

Centrifuga Mikro200R: Hettich (Némecko)

Centrifuga Rotanta 460R: Hettich (Némecko)

Digitalni fotoaparat Lumix DMC-TZ6: Olympus (Japonsko)
Elektroforéza proteiny Mini-PROTEAN 3 Cell: BIO-RAD (USA)
Elektroporator ECM 399: BTX (USA)

Flowbox: MERCI (CR)

French press FA-078A-E: Thermo Fischer Scientific (USA)
Inkubator: Memmert (Némecko)

Kapalinova chromatografie BioLogic LP Systém: BIO-RAD (USA)
Micha¢ka magneticka RTC basic: IKAMAG (CR)

PC s dokumenta¢nim systémem AlphaDigi a programem Alpha DigiDoc RT
pH metr Jenway 3505 Jenway: (UK)

Rotaéni tiepacka Kiihner Shaker: (Svycarsko)

Spektrofotometr NanoDrop NAS 99: ACT gene (USA)
Spektrofotometr 8453 UV-VIS: Agilent (USA)

Termoblok: BIOER (Cina)

Termoblok AccuBlock™ digital Dry Baths —Labnet: (USA)
Termocykler T—gradient: Biometra (Némecko)

Termocykler T —personal: Biometra (Némecko)

UV transiluminator: East Port Scientific (CR)

Vortex: Labnet (USA)

Zdroj napéti pro elektroforézu: Standard Power Pack P25: Biometra (Némecko)

Zdroj Power PAC300: BIO-RAD (USA)
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3.1.2 Chemikalie a enzymy
1 Kb plus DNA Ladder: Thermo Scientific, USA

5x GC pufr: NEB, Velka Britanie

5xPhusion HF pufr: NEB, Velka Britanie

6x DNA Loading Dye: Thermo Scientific, USA
Agar: Himedia, Indie

Agarosa: Ampresco, USA

Ampicilin: Sigma-Aldrich, USA

Coomassie Brilliant Blue R-250: Fluka, Svycarsko)
Deoxynukleotidtrifosfaty (10 mM dNTPs): Fermentas, Kanada
EDTA: Penta, Ceska republika

Ethanol: Lach - Ner, Ceska republika
Ethidiumbromid: NeoLab, Némecko

Glycerol: Lach - Ner, Ceska republika

Hydroxid sodny: Penta, Ceska republika

Chlorid sodny: Lach - Ner, Ceska republika
Chlorovodikova kyselina: Lachema, Ceska republika
IPTG (Isopropyl B — D — 1 - thiogalactopyranosid): Duchefa, Holandsko
Isopropanol: MACH, Ceska republika

Kvasinkovy extrakt: Sigma - Aldrich, USA

Kyselina chlorovodikova: Lachema, CR

Ligacni pufr: NEB, Velka Britanie

Ndel restrik¢éni endonukledza: NEB, Velka Britanie
NEB 3.1 pufr: NEB, Velka Britanie

Nuclease Free Water: Qiagen, Némecko

Octan draselny: Penta, Ceska republika
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Page Ruler unstained Protein Ladder: Fermentas, Kanada
Phusion HF DNA Polymerasa: NEB, Velka Britanie

Pstl restrik¢ni endonukleaza: TaKaRa, Japonsko

T4 DNA ligasa: NEB, Velka Britanie
Tetraethylmethylendiamid (TEMED): Fermentas, Kanada
TRIS: Serva, Némecko

Triton X-100: Sigma-Aldrich, Némecko

3.1.3 Priprava médii a roztoku

1% agarosovy gel: 1 g agarosy, 100 ml TAE pufru

Blokovaci pufr: 100 ml Transfer pufru, 525 ml destilované vody, 160 ml etanolu

Dyaliza¢ni pufr: 20 mM Tris-HCI, pH =8

LB agar: 5 g chloridu sodného, 2,5 g kvasinkového, 5¢g tryptonu a 7,5 g agaru

LB tekuté médium: 10 g chloridu sodného, 5 g kvasinkového extraktu, 10 g tryptonu

Lyzaéni pufr: 20 mM Tris-HCI, pH =8, 1 M NaCl, 1 mM EDTA, 5% glycerol, 0,1%
TRITON X - 100

Mcllvainav pufr: 200 mM Na,HPO,, 100 mM kyselina citronova

Roztok P1: 50 mM Tris/HCI pH 8, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNasa A
Roztok P2: 200 MM NaOH, 1 % SDS
Roztok P3: 3 M octan draselny pH 5,5

Pracovni pufr: 20 mM Tris-HCI, pH =8, 1 mM EDTA, 1M NaCl, 0,1% TRITON X —
100

S.0.C.medium — 2 g tryptonu, 0,55 g kvasni¢ny extraktu, 1 ml 1 M NaCl, 1 ml 1 M KCI
TAE: 40 mmol.I™* Tris- acetat, 1 mmol.I* EDTA, pH = 8

TBS pufr: 20 mM Tris — HCI, 500 mM NaCl, pH =7,5

TBST pufr: TBS pufr + 0,05% Tween 20

Transfer pufr: 0,2 M Tris, 1,2 M glycin, pH =8,5
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3.2 Metody

3.2.1 Amplifikace NoCKX genu pomoci PCR

Celkovy objem reakéni smési PCR ¢inil 50 pl, a smés obsahovala tyto slozky: 35,5 ul
H,0, 10 ul pufru (5x Phusion HF), 1 pl 10mM nukleotidd (dNTPs), 1 pl primeru
foward (NsCKX Ndel fw), 1 ul primeru reverse (Nos_Pstl rew), 1 ul templatu a 0,5 pl
polymerasy Phusion. Pocet cykli byl 35.

Tab. 2 Teplotni gradient PCR

Cislo kroku Nazev kroku Teplota (°C) Cas (s)
1 Pocatecni denaturace 98 30
2 Denaturace 98 10
3 Nasednuti primerta 66 30 } 35
4 Elongace 72 45
5 Konecéna elongace 72 600

Po probéhnuti PCR byla spravnost amplifikace NOCKX genu ovéfena pomoci
agarosové elektroforézy. Do jamek byl nanasen vzorek s 5 pl barviva Loading Buffer a
jako marker byl pouZit 1kb Plus Gene Ruller. Velikost a vyraznost fragmentli byla

zaznamenana pomoci UV detekce ethidium bromidu.

3.2.2 lzolace plazmidové DNA

Do mikrozkumavek bylo pfeneseno 1,5 ml noéni kultury E.coli. Tato kultura byla
centrifugovéna pii 10 000xg po dobu 5 min pii 4 °C. Po centrifugaci byl supernatant
odpipetovan a vylit. K vzniklému peletu bylo pfidano 300 ul pufru P1 a smés byla
zvortexovana. Nasledovalo ptidani 300 ul pufru P2 a po lehkém promichani probihala 5
min inkubace pii pokojové teploté. Po inkubaci bylo ptidano 300 pl pufru P3, smés byla
opatrn€ promichand a inkubovana 5 min na ledu. Poté probéhla 10 min centrifugace pfi
14 000xg pii 4 °C a vysledny supernatant byl pielit do 1,5 ml &istych zkumavek.
K supernatantu bylo pfidano 660 pl ¢istého 100% isopropanolu, pro dobré promichéani
se sm¢&s zvortexovala a poté centrifugovala 20 min pii 14 000xg pii 4 °C. Supernatant
byl odlit, vznikly pelet se promyl 500 pl 70% etanolu (-20 °C). Smeés byla
centrifugovana 5 min na 14 000xg pii 4 °C. Po odliti supernatantu vzorek byl vysusen 5
min v termobloku pii 65 °C a resuspendovan ptidavkem 30 pl sterilni vody. Vysledna

koncentrace byla métena pomoci NanoDropu.
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3.2.3 Restrikce pTYB12 a genu NoCKX

Restrikéni analyza vektoru pTYB12 a genu NoCKX probihala v objemu 20 pl. Smés
byla slozena z 10 pl templatu, 2 pl pufru NEB 3.1, 0,5 ul restrikéni endonukledzy Pstl,
0,5 ul restrik¢éni endonukleazy Ndel a 7 pl sterilni vody pro doplnéni celkového objemu.

Restrikce probihala pfes noc v inkubatoru pfi teploté 37 °C.

3.2.4 lzolace DNA z agarosového gelu

Pomoci skalpelu byl vyfezan tsek gelu s pozadovanou DNA, pienesen do 1,5 ml
zkumavky a byla zjisténa jeho véha. Nasledn¢ byl do mikrozkumavky ptidan 3x vétsi
objem pufru QG nez byla vaha gelu (na 1 g gelu 1 ml pufru) a smés byla umisténa do
termobloku vyhtdtého na 50 °C za soucasného tfepani. Mikrozkumavka byla
v termobloku ponechéana, dokud se gel s pozadovanou DNA 1pln¢é nerozpustil. Poté byl
pridan 100% isopropanol, o objemu stejném jako byla vaha gelu a smés byla lehce
promichana trojim pievracenim zkumavky. Vznikly roztok byl piepipetovan do
QUIAGEN spin kolonek a centrifugovan pii 14 000xg po dobu 1 min pfii laboratorni
teploté. Poté byly kolonky promyty nejdiive 500 ul QG pufru a pak 750 pl PE pufru (s
pridavkem etanolu). Pro odstranéni zbytkt pufrii nasledovala centrifugace na prazdno 1
min pifi 14 000xg. Kolonka byla nakonec ptfedélana do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky a

byla provedena eluce DNA pomoci 10 ul ultra ¢isté vody.

3.25 Ligace DNA

Ligac¢ni smés o celkovém objemu 10 pl obsahovala 1 pl ligasy T4, 1 pl liga¢niho pufru,
4,3 ul vektoru pTYB12 a 3,7 ul NoCKX genu (pomér DNA 1:1). Reakce probihala ptes
noc pii 16 °C, a pak byla ligasa inaktivovana béhem 10 min pfi teploté 70 °C.

3.2.6 Transformace Escherichia coli

Pro transformaci byly zvoleny elektrokompetentni bunky Escherichia coli TOP 10. Do
1,5 ml mikrozkumavky obsahujici 50 pl bunék E.coli byl na ledu napipetovan 1 pl
ligacni smési, ktera byla opatrné promichana pomoci pipety a nasledovala inkubace po
dobu 5 min. Poté byla smés ptepipetovana do elektroporacni kyvetya vlozena do
elektoporatoru. Bunkam byl udélen elektricky impuls 1 800 V po dobu 5 ms a ihned po
transformaci bylo do kyvety pomoci Pasteurovy pipety vstiiknuto 1 ml S.0.C. média.
Smés byla pak prepipetovana do cistych mikrozkumavek které byly umistény na

trepacku a ponechany po dobu jedné hodiny pii teploté 37 °C.
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3.2.7 Selekce transformovanych bunék

Byly ptipraveny Petriho misky s LB agarem a antibiotikem ampicilinem o koncentraci
100 pg.ml™, na které po inkubaci inokulovano transformované buiiky. Na kazdou misku
bylo napipetovano 50, 100 a 150 pl transformovanych bunék a pomoci vyzihané sterilni
hokejky byly tyto bunky rozetieny na povrchu agaru. Miska, ktera neobsahovala
rekombinantni plasmid slouzila jako kontrola. Inkubace probihala pies noc pfi teploté
37 °C. Druhy den byly vzniklé bilé kolonie E.coli pomoci sterilniho péaratka
preo¢kovany do zkumavek s 2 ml tekutého LB média s piidavkem ampicilinu a opét
inkubovany ptes noc pii teploté 37 °C. Po inkubaci byla provedena izolace plasmidové
DNA, restrik¢éni analyza a spravnost transformace byla ovéfena pomoci agarosové

elektroforézy.

3.2.8 Restrikce rekombinantniho plasmidu pTYB12::NoCKX

K restrik¢éni analyze byl zvolen celkovy objem 20 pl, ktery se skladdal z 5 ul DNA, 0,2 ul
NEB 3.1 pufru, 2,2 restrikéni endonukleazy Ndel, 2,2 restrikéni endonukleazy Pstl a
10,4 ul H,O na doplnéni celkového objemu. Restrikce probihala pies noc v inkubatoru
pii 37 °C. Vysledné produkty byly podrobeny agarosoveé elektroforéze.

3.29 Exprese NoCKX genu v E.coli

Ovéteny rekombinantni plasmid z restrikéni analyzy a sekvenace byl vnesen
metodou teplotniho Soku do expresnich bun¢k E. coli BL21(DE3)STAR, buiky byly
selektovany na miskach s LB agarem a pfidanym ampicilinem. Vyselektované burniky

byly kultivovany v tekutém LB médiu rovnéz s ampicilinem.

Exprese probihala v 50 ml LB media se sterilni 2% glukosou a ampicilinem
v Erlenmeyerovych bankach pfi teploté 37 °C. Do média byl ptidan 1 ml no¢ni kultury
E.coli BL21(DE3)STAR obsahujici rekombinantni plasmid pTYB12::NoCKX.
Nésledovala kultivace v rota¢nim inkubatoru pti 160 rpm, béhem které byl sledovan
narst bunék pomoci optické hustoty pii 600 nm. Po dosazeni hodnoty 0,4 byl ke
kultute pfidan 0,4 mM IPTG, ¢imz byla zahajena exprese proteinu. Po ptidani tohoto
induktoru nésledovala kultivace pfes noc pii teplote¢ 18 °C. Poté byly kultury
centrifugovany pii 4 500xg pfi teplot€¢ 4 °C po dobu 20 min. Supernatant byl odlit a

pelet bunék bud’to ihned zpracovan nebo zamrazen na -80 °C.
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3.2.10 lzolace proteinu

Nejprve byly jednotlivé ¢asti piistroje Frech Press vychlazeny na ledu. Nasledné byl
piistroj sestaven a 3x promyt etanolem a destilovanou vodou. K buitkam bylo ptidano
30 mllyza¢niho pufru s ptidavkem 150 pl ImM PMSF, nasledné¢ byla smés
vortexovana do Uplného rozbiti peletu a nasata do pfistroje. Tento krok se opakoval 4x
pti tlaku 25 000 PSI. Ziskany lyzat byl centrifugovan pii 12 500xg po dobu jedné
hodiny pii teploté 4 °C. Supernatant byl odlit do zkumavek a skladovan v lednici.

3.2.11 Purifikace pomoci afinitni chromatografie

Rekombinantni protein byl purifikovan pomoci afinitni chromatografie na chitinové
koloné. Nejprve probihala ekvilibrace kolony pomoci pracovniho pufru (min. 5 objemu
kolony pratokem 1 ml/min. Poté supernatant, ktery byl zisk&n po lyzi exprimovanych
bun¢k byl nandSen na kolonu a pratok byl snizen na 0,25 ml/min. Nasledovalo
promyvani pracovnim pufrem pfi prutoku 1 ml az 2 ml/min (min. 10 objemt kolony do
ustaleni hodnot konduktivity a UV. Nakonec bylo pfidano 10 ml 50 mM DTT a
probihalo Stépeni inteinu po dobu 72 hod. Po S$tépeni nasledovala eluce proteinu

pracovnim pufrem.

Protein byl poté dializovan pomoci dialyza¢niho stfivka v dialyza¢nim pufru (3x ve 2
[) 24 hodin. Po uplynuti této doby, bylo stiivko vytazeno z dialyza¢niho pufru,
dialyzovany roztok proteinu byl ptelit do specidlni koncentra¢ni zkumavky s filtrem
(Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units, 10 000 MWCO) a 4- kréat centrifugovan po
dobu 15 min pii 4 000xg. Poté byla stanovena koncentrace proteinu.

3.2.12 SDS-PAGE elektroforéza
Separace proteinti byla provedena podle Laemmli (1970) s pouzitim 4% zaostfovaciho

gelu a 10 % separacniho gelu. Protein byl detekovan pomoci barviva Coomasie Brilliant
Blue R-250 (CBB).

3.2.13 Stanoveni aktivity CKX

Metoda je zaloZena na reakci aldehydu, coZ je produkt degradace substratu a p-

aminofenolu v kyselém prostiedi za vzniku Shiffovy baze absorbujici pii 352 nm.

Aktivita CKX byla métena pii raznych podminkach (Tab. 3). Reakéni smés o celkovém

objemu 600 pl, se sklddala z 300 pl reakéniho pufru (Mcllvainiv pufr), 30 ul
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elektronového akceptoru, 15 pl substratu (u blanku se pouzilo DMSO), 10 ul enzymu a
245 wl sterilni HoO. Smés byla inkubovana pies noc pii 37 °C.

Tab. 3 Slozeni reakéni smési pro méfeni aktivity CKX

Elektronovy akceptor pH substrat
Qo 5 iPR; BAP

K3 Fe(CN)g 5-17,5 iIPR; iP; BAP
DCPIP 7,5 iIP; BAP

byla zastavena piidavkem 300 pl 40% kyseliny trichloroctové (TCA) a 200 pul 2% p-
aminofenolu v 6% TCA. Smés byla zvortexovana a centrifugovana pii 14 000xg po

dobu 5 min. Po centrifugaci byla méfena absorbance v kfemenné kyveté pti vlnové

délce 352 nm.

3.2.14 Immunoblot a detekce proteinu

Proteiny z polyakrylamidového gelu byly pfeneseny na PVDF membranu. Pfenesené
proteiny byly blokovany 5% susenym mlékem v TBST po dobu 1 hod. Membréna byla
nejdiive promyta 5 min TBST pufrem a potom 5 min TBS pufrem Nasledné¢ bylo
ptipraveno 10 ml 1% mléka v TBST, do kterého piidano 2 pl primérni protilatky Anti-
Chitin Binding Domain Serum (fedéni 1: 5000) a membrana se smési se nechala 1 hod
ttepat. Poté byla membrana opét promyvana vzdy po 5 min TBS, TBST a opét TBS
pufrem. Ddle bylo pfipraveno opét 10 ml 1 % mléka v TBST, kde byla pifiddna
sekundarni protilatka Anti-Rabbit 1gG horseradish peroxidase conjugate (Sigma)
(fedéni 1: 5 000) a membrana se smési se inkubovala 1 hod na tfepacce. Nasledovalo
promyvani jako v pfedeslém kroku. Membrana se nechala okapat a byla pfedélana na
kancelaiskou eurofdlii. Po 5 min inkubace membréany se substratem Super Signal West

Pico byl snimek vyvolan ve fotokomote.
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4 Vysledky a diskuze

4.1.1 Konstrukce rekombinantniho plasmidu pTYB12 obsahujiciho mutovany

cyanobakterialni gen CKX (NoCKX)

Nejprve byla provedena optimalizace podminek pro PCR, byly zkouseny rizné teploty
annealingu primerd, koncentrace DNA a poéty cykli. Po optimalizaci byla provedena
amplifikace mutovaného (Y426F) CKX genu (Obr.
V konzervativni doméné HFG na C-konci,

aminokyselinu Y. Pti amplifikaci byly pouzity primery o sekvencich obsahujicich mista pro

Stépeni restrikénimi endonukleazami Pstl a Ndel.

NosCKX_Pstl rev

5- AAAACTGCAGCTAGCTCAGAACATGGCTCGG -3

NsCKX_Ndel fw

5- GTCCATATGAGTAAACCAAAAAACAATTCTC -3

rrerB_T1_terminator
rraB_terminatar
pTrcHis_rev_primer
pBAD_rev_primer

LacZ_a
H13_plUC_fwd_primer
H13_farward20_priner
BspELI G704
T7_terninator

]
r 4
=
[55]
frs

Obr. 12 Mapa vektoru pTYB12
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pTYB12

e—lnteln'
Intein Forward Primer — Val GIn Asn Ala Gly His Met Thr Ser Ser Arg
(117 bp) 5°...GGA TCC CAG GTT GTT GTA CAG AAT GCT GGT CAT ATG ACT AGT TCG CGA
Bsml Ndel Spel  Nrul

Yal 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 bp)

Sall Notl EcoRl Xhol  Smal Pstl

Obr. 13 Sekvence multiklonovaciho mista vektoru. Sipkami jsou oznadena pouZita
restrikéni mista.

K zaklonovani genu byl pouzit vektor pTYB12 (Obr. 12) o velikosti 7 415 bp. Tento
vektor ma umistén na N-konci multiklonovaciho mista sekvenci kodujici intein (Obr.
13) s chitinovou vazebnou doménou a také mimo jiné obsahuje sekvenci kddujici gen

rezistence na ampicilin.

Jak jiz bylo zminéno, pro §tépeni byly zvoleny restrikéni endonukleazy Pstl a Ndel,
které vytvorily tzv. lepivé konce. Amplifikace genu NOCKX i restrikéni analyza byly
ovéfeny pomoci agarosové elektroforézy. Pozadovany fragment NOCKX méa velikost
1344 bp (Obr. 14a), fragment vektoru pTYB12 odpovida velikosti 7415 bp (Obr. 14b)
Tyto fragmenty DNA byly z geld vyfezany a piecistény.

a) M 1 b) M 2
10 000bp —> ‘ 10000bp O
5000bp — 5000bp —p
1500bp —> -—— 1500bp  —p
500bp ——> 500DD ——p i

Obr. 14 1% agarosovy gel; a) vysledek reakce PCR b) Restrikce vektoru pTYB12 s pouzitim
enzymu Ndel a Pstl; M — marker, 1 — gen NoCKX, 2 — naStipany vektor pTYB12
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Dalsim krokem byla ligace, jednd se o spojeni genu s vektorem za vzniku
rekombinantniho plasmidu. Pro ligaci byla pouzita T4 DNA ligasa, potfebné mnoZzstvi
genu a vektoru bylo zvoleno na zakladé naméfené koncentrace. Po ligaci byl vznikly
plasmid pTYB12::NoCKX vnesen do elektrokompetentnich bunék E. coli TOP 10,
nasledovala kultivace na LB agaru s ampicilinem. Druhy den byly asepticky
vyselektovany nejvyraznéjsi bilé kolonie, ktery byly péstovany v tekutém LB médiu s

pfidavkem ampicilinu.

Z Dbakterialnich kultur byly vyizolovany plasmidy, u kterych bylo spravné
zaklonovani genu ovéfeno restrikéni analyzou pomoci endonukleaz Pstl a Ndel. DNA
Stépena témito enzymy by méla davat fragmenty o velikosti asi 1 300 bp a 7 400 bp
(Obr. 15).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10000 b e
P S — — c— S &
5000 bp —> “m—
1500 bp | o

500bp  ——> —

Obr. 15 Restrik¢ni analyza plasmidu pTYB12::NoCKX pomoci Ndel a Pstl. M —
marker; 1 — 10 — nastipany rekombinantni plasmid. Pozitivni vzorky jsou oznaceny

cervene.
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Pét z deseti vzorku bylo vyhodnoceno jako pozitivni, a poslano na sekvenaci, ktera
potvrdila uspésnost klonovani a shodu sekvence naklonovaného genu s piedpokladanou
sekvenci NoCKX (Obr. 15). Pro dalsi praci byl zvolen plasmid ¢islo 10, ktery byl
nasledn¢ vneseny do expresnich bunék E. coli BL21(DE3)STAR pomoci chemické

transformace. Bunky byly selektovany na miskach s LB agarem obsahujicim ampicilin.
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4.1.2 Exprese a purifikace plasmidu pTYB12 obsahujiciho mutovany
cyanobakterialni gen CKX (NoCKX)

Exprese probihala v celkovém objemu 1 | LB média s pfidavkem 2% glukosy a 100
mM ampicilinu. Kultivace probihala pii 37 °C do ODggo = 0,4. Induktorem exprese byl
0,4 mM IPTG. Exprese proteinu probihala ptes noc pfi 18 °C.

Po expresi byl vysledny rekombinantni protein purifikovan pomoci afinitni
chromatografie na chitinové kolon¢. Tento systém je zaloZen na vazbé fizniho proteinu,
obsahujici chitinovou vazebnou doménu (CBD) a intein, na chitinové kuli¢ky, kterymi
je naplnéna kolona. Po ptidavku c¢inidel obsahujici thioly (DTT) je intein schopen se

samovolng §tépit za uvolnéni cilového proteinu, ktery je poté z kolony vymyt pufrem.

Obr. 16 Eluce rekombinantniho proteinu
Vyeluovany protein (Obr. 16) byl 24 hodin dializovan, zahus$tén a poté byla

naméfena koncentrace 9 mg/ml.

Jednotlivé frakce béhem purifikace byly jimany do mikrozkumavek a pomoci SDS —
PAGE byla ovéfovana pfitomnost proteinu. Do jamek byl nanesen proteinovy marker,
lyzat, ktery byl 5x nafedén (3 pl + 12 ul H20), 15 pl tzv. ,,flow through* frakce (vzniklé
promyvanim) a 7,5x nafedény eluat (2 pl + 13ul H,0).
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Lyzat FT Eluat M

<+—— 70kDa

<+—— 50 kDa

<«—— 30kDa

Obr. 17 Vysledky purifikace vizualizované pomoci SDS - PAGE

Ptitomnost proteinu o velikosti 49,785 kDa byla pomoci SDS — PAGE potvrzena
(Obr. 17). Nasledné stanoveni aktivity nebylo bohuzel uspésné, enzym ve zkoumanych
podminkach nevykazuje zadnou aktivitu. Expresi proteinu potvrdil i immunoblotting
S pouzitim protilatky Anti — Chitin Binding Domain Serum (fedéni 1:5000) a Anti-
Rabbit 1gG horseradish peroxidase conjugate (Sigma).

SDS-PAGE gel byl také podroben analyze pomoci MALDI — TOF (Odd¢leni
proteomiky, Prof. M. Sebela). Ve frakci eluatu byl identifikovan NoCKX, spolu s 5-
methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocystein - methyltransferasou, chaperoninem

(60 kDa) a nezndmym porinem.

Chaperoniny patii do skupiny molekuldrnich chaperonti a hraji velmi dualezitou roli
pfi tvorbé konecné (terciarni) struktury proteinli. Uvnitf komplexu se nachéazi dutina,
kterd uzavird dany protein, probihd zde pfiprava na findlni terciarni strukturu, ale i
doprava z mista syntézy do uréené organely. Nejznaméjsi chaperonin je GroEI/GroES

nalezen v E.coli, ktery je dtlezity pro rust této bakterie.

44



10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
B T O S O o L O O P (P
ATGAGT CCAAAAAACAATTCTCCAGTGGTAAATGTAATCCAGGATCAGAGTGTTATATCGAGCGTTATTACTGACTTCGGCAGTCTAATTAAAGGT.

M s K p K NN S P V VN V I Q D Q SsSs Vv I 8§ S VvV I T D F G s L I K G

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
T T T T O T T
ATACCCTTGGTATTATCCGACCTCACAATCTTGAGGAACTCAGTTCAGCACTACGATTTGCCAAACAGCAAAATTTACGACTCAAAGCTCGTGGTAAAGG
N T L G I I R P H N L E E L S S A L R F A K Q 0 N L R L K A R G K G

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
TTACACTCAAGGCGGACAGTCTGTGGCTCAAGATGCTTTCACCCTTGACCTAACGCGACTAAACCATGTATCTAAAGTAGATACCGTAGCGCAGGCGATC
y T ¢ 6 6 9 s VA Q DA ¥ T L D L TR L N HV s K V D T V A Q A I

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
B O e N PR R R E N R T T P I I
GCCACTGAAGCTGGAGCAACATGGCAAGATATAGTTACCACAACTGTGAAATACGGTATGCTTCCCTGTGTTCTCCCCCTCAACTTGGAACAAACAGTAG
A T E A G A T W © D I V T T T V K Y G M L P C V L P L N L E Q T V

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
T T T T o T T
GAGGATTGCTTTCCACAGGCGGTATTGGCAGCACTTCCAAAACTTATGGTCCCGTCGTTGCCAATGTAATTGATTTGCATATCATCACGGGGAATGGTGA

G G L L. s TG G I G S T S K T Y G P V VANV I DL H I I T G N G E

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
T S S s T L o T (P
ATATATCCAATGTAGCCGCACACAAACACCAGAACTATACCATGCAGTTTTAGGTGGTTTAGGAGGATGTGGTGTTATTGCCAGCGCCACATTAGCACT.

y I ¢ C s R T o T P E L Y H AV L G GG L G G C GV I A s A T L A L

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
T T T O T O (R
CGGAAAACTAAAAAATACATTCGGACTTTTCATCTACTTTATGATTCCCTGAAACCCTGGATGGATGACCATATATTTTTAGGTAGAAATCACCAAATAG

R K T K K ¥y I R T F H L L Y D S L K P W M D D H I F L G R N H Q I

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

AACATTTGGAAGGATTTTGTTGGACTTCGGCTAAAGGTATTCGTCACACTACTAGTGGTAAAAAATTCTTCGCCCATTGGCTTTATGGATTGCAAGTTG!
EF H L E G F C W T s A K G I R HT T S G K K F F A HW L Y G L Q V G

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900
T T O S O s O L O o [ P
TATTGAGTATGATGAGGTAGCACCATCGGCAAGTGATGTATTACACGACTTAAATTACTGGCGGCTTTTCCATACAGAAGATGAAGAAACCGTGAGCCA!

I £ Yy b EV A P S A S DV L HDLNY WU R L F HTE D E E T V S H

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
T T T T e T T T
GTTTTTCGCTACCAACCCCGATTTGAAGTCATGCGGACAAGTGGTGCATGGAACCAAGCTCACCCTTGGATAGAATGTTTCATTAGTGCTGAAGCTTTGG
vV F R Y Q P R F E VM R T S G A W N Q A H P W I E C F I S A E A L

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
CAGAAGTTTTGCCAGAAATTCTTGATATGTTACCACTAAGCTTGGGCGATGGACACAGAGCCATCATGGTTGCACCTGATAACCTACCTAACCTATTTAT
A E VL P E I L D ML P L S L G D GHWU R ATI MV AP DNTL P N L F M

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
GATGCCACCAGCCAAAAATATCCTTTGTTTTGCAATTCTCCCTATGGCTGTTCCCGTTGAAGATACCAAAACTTTTGACGTGTTAGAAAAAGTTAATC
M pPp P A K N I L C F A I L P M A V P V E D T K T F D V L E K V N Q

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

T T T T e T T T

CTACTTCTTCGTGCAGGAGGAAAACGCTATCTCTCCGGTTGGCTTGGCAAATCAAATTTTGATTGGCGACAGCATTATGGTACCAGTTATAAGACTTGGG
L L L R A G G K R Y L S G W L G K S N F D W R Q H Y G T S Y K T W

1310 1320 1330 1340
P TS T [ O E S E O IR
AAACTATGAAACAACAGTATGATCCGAGCCATGTTCTGAGCTAG

E T M K Q ¢ Y D P S H V L s *

Obr. 18 Nukleotidova a proteinova sekvence NoCKX z cyanobakterie Nostoc PCC7120.
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5 Zavér

Teoreticka ¢ast byla zaméfena v prvni kapitole na charakteristiku cyanobakterii, byl
popsan systém a rozd€leni cyanobakterii, déale struktura bunééné stavby, fixace
vzdusného dusiku a funkce heterocyt. Podrobnéji se vénovalo cyanobakterii Nostoc
PCC7120, u kterée byl mimo jiné nalezen gen pro CKX. Druha kapitola pojednava
o rostlinnych fytohormonech nazyvanych cytokininy, pfedev§im je shrnut jejich
vyznam Vv piirodé, dale jsou zminény poznatky o produkci cytokinind
Vv mikroorganismech a stézejni podkapitolou je cytokinindehydrogenasa ptuvodné
nazyvana cytokininoxidasa, coz je flavoenzym patfici do skupiny oxidoreduktas, ktery
zpusobuje nevratnou degradaci cytokinini. Tteti a zaroven posledni kapitolu tvofi
charakteristika a rozdéleni molekularnich chaperoni se zaméfenim piedev§im na

chaperoniny.

V praktické ¢asti byla nejprve provedena optimalizace a amplifikace genu NoCKX
pomoci reakce PCR. Nasledovala restrikce zminéného genu a vektoru pTYBI12 a jejich
ligace. Vysledny plasmid byl pouzit k transformaci elektrokompetentnich bun¢k E.coli
TOP 10. Selekce transormanti prob&hla na LB mediu s ampicilinem. Rekombinantni
plasmid pTYB12::NoCKX, byl ovéfen restrikéni analyzou a sekvenaci. Poté byl vnesen
do expresnich bun¢k E.coli BL21(DE3)STAR. Po expresi byl protein purifikovan s
pouzitim afinitni chromatografie a chromatografické frakce byly podrobeny SDS —
PAGE. Aktivita CKX byla méfena spektrofotometricky s riznymi substraty a
elektronovymi akceptory, avSak bezvysledné. Nakonec byla exprese proteinu potvrzena
diky immunoblottingu. Dodate¢né, na jiném pracovisti, byla provedena identifikace

proteinu v eluatu pomoci MALDI — TOF.

Predchozi experimenty s NsCKX provadéné pracovniky a studenty CRH rovnéZ nebyly
uspésné. Pritomnost mutovaného (L127D) NsCKX v bakteridlnim systému E.coli byla
sice potvrzena, ovSem protein nebyl aktivni a obsahoval chaperonin GroEL/GroES,
ktery neni mozné odstranit V kvasinkovém systému Pichia pastoris se nepodafilo
potvrdit pfitomnost proteinu viibec. Je mozné, ze tento protein je pouze pozistatkem ze

symbiotickych vztahli téchto bakterii a nemé zadnou dalsi funkci.
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7 Seznam pouzitych zkratek

BA
BAP
Bp
CBD
CKX
cZ
DCPIP
DMAPP
DMSO
DTT
EDTA

HMBDP

iPR
IPT
IPTG
Kin
NsCKX
PCR
PMSF
Qo
TCA
TD
tZRMP

ZmCKX

6 — benzyladenin

benzylaminopurin

par bazi

chitin vazebna doména
cytokinindehydrogenasa

cis — zeatin

2,6-dichlorofenolinfenol
dimethylallydifosfat

dimethylsulfoxid

1,4-dithiotreitol

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

isopentenyladenosin
isopentyltranserasa

isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid

kinetin

hypoteticky CKX gen izolovany z cyanobakterie Nostoc PCC 7120

polymerazova fetézova reakce

fenyl
2,3-dimethoxy-5-methyl-p-benzochinon
trichloroctova kyselina

thidiazuron

trans-zeatin ribosid 5"monofosfat

cytokinindehydrogenasa z kukufice
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