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Cile prace

1. Vypracovat literarni reSerSi na téma cytokininy a cis-zeatin v rostlinach.
Vypracovat literarni reSerSi na téma nukleotidpyrofosfatasy v rostlinach.
Naklonovat gen hypotetické cis-trans isomerasy do vektoru pro expresi

v rostlinach.

4. Exprimovat hypotetickou cis-trans isomerasu v kofenech rajcete.
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1 Rostlinné hormony

Rostlinné hormony neboli fytohormony jsou latky, které dokazou regulovat rast
rostliny jiz ve velmi malych koncentracich. Prvnim dikazem existence téchto latek byl
experiment F.Wenta, ktery dokazal pfitomnost latky, pozdéji identifikované jako
kyselina indol-3-maselna, podporujici rast rostlinnych pletiv.

Rostlinné hormony jsou definovany jako pfirozené se vyskytujici latky, které jsou
schopné volné se pohybovat v téle rostliny a vaZzou se ke specifickému receptoru.

Mezi fytohormony se fadi cytokininy, auxiny, gibereliny, ethylen, kyselina
abscisova, polyaminy, brassinosteroidy, jasmonaty, kyselina salicylova a strigolaktony
(Frébort et al., 2011).

2 Cytokininy

Cytokininy ziskaly svij nazev podle cytokineze, tedy procesu bunééného déleni,
ktery tyto latky ovliviuji. Prvni latka této skupiny hormond byla objevena roku 1955
F. Skoogem a C. Millerem, ktefi ziskali z autoklavované DNA ze slediho spermatu
latku zvanou kinetin (Miller et al., 1955). Prvni pfirodni cytokinin, zeatin, byl objeven
v endospermu kukufice (Zea mays L.), podle niz ziskal svij nazev (Letham et al.,
1963).

Cytokininy hraji dllezitou roli v procesu buné&ného déleni, rastu rostlin a jejich
diferenciaci. Ugastni se kliceni semen, vyvoje kofene a stonku, tvorby pupent,
kontroluji senescenci (Mok a Mok, 2001).

PFirozené se vyskytujici cytokininy jsou N°-substituované derivaty adeninu, podle
struktury postranniho fetézce se déli na isoprenoidni a aromatické. Vyskytuji se v fadé
metabolickych forem, napF. jako volné baze, ribosidy, nukleotidy a N°-, N’-, N°- nebo
O-glukosidy (Kakimoto, 2003). V obou skupinach se nékteré struktury od sebe liSi
pouze malymi zménami v postrannim Fetézci, napf. polohou, pfitomnosti nebo

nepfitomnosti hydroxylové skupiny (Sakakibara, 2006).

2.1 Isoprenoidni cytokininy

Mezi isoprenoidni cytokininy patfi N°-(A’-isopentenyl)-adenin (iP), trans-zeatin
(tZ), cis-zeatin (cZ), a dihydrozeatin (DZ; Obr. 1). Kromé nich se vyskytuje také velké
mnozstvi jejich derivatd. MnozZstvi a druh cytokininu zalezi na dané rostliné, konkrétni

Casti rostliny a vyvojové fazi (Gajdosova et al., 2011).
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Obr. 1 Struktury isoprenoidnich cytokinind.

Pfedpokladalo se, Ze derivaty tZ a iP jsou nejbé&znéjSimi formami, diky jejich
Castému vyskytu a vysoké aktiviteé. Derivaty cZ se vyskytovaly pouze v malych
mnozstvich a s téméF zadnou aktivitou (Schmitz a Skoog, 1972). Narlsta ale pocet
pFipadu, kdy je cis-zeatin hlavnim cytokininem, jako je tomu napf. u bramboru (Mauk
a Langille, 1978), v kukufici (Veach et al.,, 2003), ryzi (Takagi et al., 1985)
a lusténinach (Emery et al., 1998, 2000; Quesnelle a Emery, 2007).

2.1.1 Cis-zeatin

V minulosti byly cytokininy cZ typu prehlizeny kvali jejich nizké aktivité.
Po analyze témér 150 druh( rostlin bylo ale zjisténo, Ze metabolity cZ jsou v rostlinné
fiSi vSudypfitomné. U mnoha jednodé&loZznych i dvoudéloznych rostlin tvofily cytokininy
cZ typu vice nez 50 % z celkového mnozstvi cytokinind. NejcastéjSi pak byl vyskyt
cis-zeatin-O-glukosidu (cZOG) a cis-zeatin ribosid-O-glukosidu (cZROG), (GajdoSova
et al.,, 2011). cZ se vyskytuje ve vysokych koncentracich v suchych semenech,
v listech a vyhoncich mnoha rostlinnych druhd. Béhem kli€¢eni a ristu sazenic hladina
téchto cytokinind znacné klesa. Po nakliceni semen dochazi ke sniZzovani cZ
a zvysovani hladiny tZ, pficemz tZ je dominantni béhem celé vegetativni doby. BEhem
senescence dochazi opét ke zvySovani hladiny cZ (GajdoSova et al., 2011, Stirk et al.,
2012).

Ackoli jsou biologické funkce cZ nejasné, jejich moznou funkci by mohla byt
regulace buné&tného déleni v semenech. Bylo zjisténo, Zze pomér cZ:tZ je duleZity
pro regulaci bunéného déleni u bunélnych kultur tabaku (Dobrev et al., 2002).
U kukufice byly namérfeny vySSi hladiny cytokininl v kofincich oproti zrnim. cZ se tedy

zfejmé podili na tvorbé kofenu béhem rlistu sazenic (Stirk et al., 2012).
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2.2 Aromatické cytokininy

Aromatické CK nejsou tak Casté jako isoprenoidni. Zastupci této skupiny jsou
benzyladenin (BA), ortho-topolin (0T), meta-topolin (mT) a jejich methoxy-derivaty
(meoT, memT; Obr. 2). Ackoli byl kinetin objeven jako prvni cytokinin, v rostlinném
materialu byl nalezen az v 90. letech, a to v kokosu (Cocos nucifera L.; Barciszewski
etal.,, 1996; Ge et al., 2005) a v borovici australské (Casuarina equisetifolia)
infikované bakterii Frankia (Raman and Elumalai, 1996). Dale existuji i syntetické

derivaty, které se v pfirodé bézné nevyskytu;ji.
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Obr. 2 Struktury aromatickych cytokinind.

2.3 Biosyntéza cytokininl

Existuji dvé drahy biosyntézy cytokininld, a to draha pfima a nepfima. Pfima
draha probiha isopentenylaci volného adenosin (mono/di/tri)fosfatu s pfipadnou
hydroxylaci na postrannim fetézci (Sakakibara, 2005).

Druhou, nepfimou drahou vznikaji cytokininy degradaci tRNA. Hlavnim

cytokininem obsazenym v tRNA je cis-zeatin (Vreman et al., 1972, 1978).

2.3.1 Biosyntéza cytokinini pfimou drahou

Touto drahou vznikaji hlavné tZ a iP (Sakakibara, 2006). Prvnim krokem
biosyntézy je N-prenylace adenosin 5’-fosfatu (AMP, ADP nebo ATP) na N°-konci
dimethylallylpyrofosfatem (DMAPP) nebo hydroxymethylbutenyldifosfatem (HMBDP).
HMBDP je meziproduktem tzv. methylerythritol-fosfatové drahy (MEP), ktera probiha
v plastidech. DMAPP je syntetizovano béhem MEP drahy a mevalonatové drahy
(MAV), ktera je lokalizovana v cytosolu.

N-prenylace adenosin 5'-fosfatu je katalyzovana enzymem adenylat
isopentenyltransferasou (IPT; EC 2.5.1.27). Primarnimi produkty této reakce jsou
pFislusné isopentenyladenosin-5"-fosfaty (iPMP, iPDP, iPTP; Blackwell a Horgan 1993;
Kakimoto 2001, Takei et al., 2001). Poprvé byla IPT aktivita prokazana v bakterii
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Agrobacterium tumefaciens (Akiyoshi et al., 1984, Barry et al., 1984). Pokud bakterie
infikuje rostlinu, dochazi k rastu nadoru, pfiemz se Cast Ti plasmidu (tzv. T-DNA)
zabuduje do genomu infikované rostliny. T-DNA obsahuje gen tmr, ktery produkuje
cytokinin. Klonovanim genu tmr a jeho expresi v bakterii Escherichia coli bylo
prokazano, ze tmr kéduje bakteridalni IPT, jenz katalyzuje produkci
isopentenyladenosin-5"-monofosfatu z DMAPP a AMP.

Existuji dvé biosyntetické drahy pro vznik tZ cytokininl, a to draha zavisla na iP
nukleotidu (iPRMP) a nezavisla na iP nukleotidu (Obr. 3). V prvnim pfipadé vznika
isopentenyladenin nukleotid, ktery je nasledné hydroxylovan cytochromem P450 (Takei
et al., 2004). Druha, nezavisla draha biosyntézy trans-zeatinu spoéiva v pfenosu
hydroxylovaného postranniho fetézce z prekurzoru HMBDP na adeninovy kruh
(Sakakibara et al., 2005).

IPRMP dependentni draha iPMRP independentni draha
MEP drha MWA draha
MVA driha Mep drsha “’el
DMAFF
HRNA
& .
t Yy PRTP ——= ZRT / (P12 Prenyl-IRNA
DMAPR  ATP ' t }
PPO sl + ADF == PRDP == {ZROF | cis-Pranyl-lRNA
AMP -y v/
_ IPAMP ——= {7AMP DZAMP cZAMP
Y it iy f’- ‘I"I
PR ZR —— = DZA cZR
b t ‘ b bt
p— tz ——» DZ eZ
- A

Obr. 3 Schéma biosyntézy isoprenoidnich cytokinind. iPR - iP ribosid; tZRTP - tZ ribosid
5’-trifosfat; tZRDP - tZ ribosid 5°-difosfat; tZRMP - tZ ribosid; tZR - tZ ribosid; DZR - DZ ribosid;

CcZR - cZ ribosid. Dal8i zkratky jsou uvedeny v textu (pfevzato ze Sakakibara 2005).

U Arabidopsis thaliana bylo objeveno celkem 9 homologl IPT (AtIPT), z toho dvé
tRNA-isopentenyltransferasy (AtIPT2, AtIPT9; Takei et al., 2001; Kakimoto, 2001;
Golovko et al., 2002). Pomoci GFP fuze byla zjiSténa lokalizace jednotlivych AtIPT
v burice. AtIPT1, 3, 5 a 8 se vyskytuji v plastidech, coz odpovida biosyntéze tZ
s vyuzitim prekurzoru z MEP drahy. AvSak AtIPT4 pfitomna v cytosolu a AtIPT7
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v mitochondriich naznacuji, Zze prekurzorem pro syntézu tZ muze byt i DMAPP, ktery
vznika v MVA draze (Kasahara et al., 2004).

Analyzou fuznich gent AtIPT::GUS (B-glukorodinasa) se ukazalo, Ze jednotlivé
AtIPT jsou exprimovany v riznych pletivech. Bylo také zjisténo, Ze exprese IPT je
zvySena auxiny (AtIPTS, AtIPT7) a nitraty (AtIPT3; Miyawaki et al., 2004).

2.3.2 Biosyntéza cytokinini nepfimou drahou

Degradace prenylované tRNA se poklada za zplsob biosyntézy cis-zeatinu
(Obr. 4; Sakakibara, 2006).

Nékteré tRNA, které jsou komplementarni ke kodonim zacinajicim uridinem, jako
jsou tRNA"®" a tRNAS®, nesou vedle antikodonu v poloze 37 prenylovany adenosin
(As7; Sakakibara, 2005). tRNA isopentenyltransferasa (tRNA-IPT; EC 2.5.1.8) je enzym
katalyzujici pfenos isopentenylové skupiny DMAPP na Asz; (Golovko et al., 2002).

. [ 5
—/j tANA-IPT ™
=2 L =
- ( + o pp N —> f + PP
A —
-
e
(
pre-tRMA DMAFPF |sopentenylovana tRMNA
cis-hydroxylace
'3‘

|somerace tRMNA degradace

A
iz cZ VAN (—-oH

Obr. 4 Biosyntéza cytokinin{i (cis-zeatinu) nepfimou drahou. pre-tRNA - nemodifikovana tRNA,

PP - difosfat; dalSi zkratky jsou uvedeny v textu (pfevzato ze Sakakibara, 2005).

tRNA podléha fadé posttranslacnich modifikaci, které jsou dullezité pro jeji
biologickou aktivitu. Nejvice modifikovanou oblasti je smycka antikodonu. U téchto
modifikovanych tRNA je b&zny N°-(dimethylallyl)adenosin (iP) v poloze 37. Modifikace
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v poloze 37 se zda byt kriticka pro vazbu tRNA-IPT a vyrazné zlepSuje vazbu tRNA
na ribosom béhem translace. Bylo také prokazano, Ze pro prenylaci je klicova
pfitomnost adeninu v poloze 36 a vyhodou je i pfitomnost adeninu v poloze 38
(Sodeberg a Poulter, 2000; 2001).

2.3.3 Aktivace cytokinint

PFi de novo biosyntéze vznikaji cytokininy jako malo aktivni nukleotid mono-, di-
nebo trifosfaty, pfi degradaci tRNA vznikaji nukleotid monofosfaty. Poslednim krokem
biosyntézy je hydrolyticka aktivace téchto nukleotidid. Reakce je katalyzovana
enzymem pojmenovanym Lonely Guy (LOG), ktery byl objeven plvodné v ryzi (Oryza
sativa L.; Kurakawa et. al., 2007), poté i v huseni¢ku (Arabidopsis thaliana L.; Kuroha
et. al., 2009). Systematicky nazev enzymu je ribosid 5°-monofosfat fosforibohydrolasa,
Stépi cytokininové nukleotidy jako jsou napf. iPRMP nebo tZRMP na ribosu
5°-monofosfat, za soucasného uvolnéni biologicky aktivnich nukleovych bazi. LOG
reaguje pouze s cytokinin nukleosid 5°-monofosfaty, nikoli s di- nebo trifosfaty, AMP ani

s cytokininovymi ribosidy i bazemi (Kurakawa et. al., 2007).

2.4 Metabolismus a degradace cytokinin

Cytokininy jsou ireversibilné degradovany skupinou enzymu zvanou
cytokinindehydrogenasy (CKX, EC 1.5.99.12). CK je inaktivovan stépenim postranniho
Fetézce N°-substituovaného cytokininu a jeho ribosidu za vzniku adeninu nebo
adenosinu a pfislusného aldehydu odvozeného od postranniho fetézce (Galuszka et
al, 2001).

CKX je skupinou velmi rozmanitych enzymd. Plvodné byly zafazeny mezi
aminoxidasy, poté ale bylo zjisténo, Ze ve své struktufe obsahuji flavin-vazebnou
doménu a tak byly klasifikovany jako cytokininoxidasa (EC 1.4.3.18; Morris et al.,
1999). Pozdéji se ale ukazalo, Ze spiSe vyuzivaji jiné elektronové akceptory nez kyslik,
a proto ziskaly nazev cytokinindehydrogenasy (Galuszka et al, 2001).

Metabolické procesy CK ml0zeme délit do dvou skupin: modifikace
na adeninovém kruhu a modifikace na postrannim fetézci. Modifikace na adeninovém
kruhu zahrnuji napt. ribosylaci a ribotidilaci v pozici N° a N-glukosylaci, kdy vznikaji N?,
N’, N°- glukosidy.

N-glukosylace v polohach N’ a N° adeninového kruhu (nejéastgji na adeninu
S nenasycenym isoprenoidnim Fetézcem) vede k inaktivaci cytokininl. N-glukosylace je
katalyzovana enzymem N-glukosyltransferasou (EC 2.4.1.118), ktery prenasi
glukosylovou skupinu z uridin 5’-difosfoglukosy na atom dusiku v pozici 7 a 9

cytokininu. Enzym byl nalezen v fedkvi€ce (Entch a Letham, 1979) a v Arabidopsis
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(Hou et al., 2004). N” a N°-glukosylace je ireverzibilni proces, narozdil od O-glukosidd
nejsou  N-glukosidy  Stépeny  B-glukosidasou  (Brzobohaty et al.,1993).
N-glukosyltransferasa specificka pro N* polohu nebyla dosud identifikovana.

Na hydroxylové skupiné postranniho fetézce probiha O-glykosylace. Ta byla
prokazana ve fazolu a v kukufici. Fazol obsahuje dva typy O-glykosyltransferas, a to
trans-zeatin-O-glukosyltransferasu (ZOG1; EC 2.4.1.203; Martin et al., 1999 a)
a trans-zeatin-O-xylosyltransferasu (ZOX1; EC 2.4.2.40; Martin et al., 1999 b). ZOG
izolovana z kukufice glykosyluje pouze cis-zeatin (cis-zeatin-O-glukosyltransferasa,
EC 2.4.1.215; Martin et al., 2001; Veach et al., 2003). O-glukosidy mohou byt
preménovany zpét na aktivni formu B-glukosidasou (EC 3.2.1.21; Brzobohaty et al.,
1993).

Prikladem modifikace na postrannim fetézci je redukce zeatinu na dihydrozeatin
zeatinreduktasou (EC 1.3.1.69). Ta byla vyizolovana z fazolu a hrachu (Martin et al.,
1989; Gaudinova et al., 2005).

Dal$i moznou modifikaci je konverze cis-zeatinu na trans-zeatin (a naopak)
pomoci zeatin cis-trans isomerasy izolované z nezralych semen fazolu (Phaseolus
vulgaris L.; Bassil et al.,, 1993). Kizomeraci mezi cZ a tZ dochazi v malé mife i
v nepfitomnosti enzymu. Enzym byl nedavno opét vyizolovan a purifikovan, nasledné
byl pomoci hmotnostni spektrometrie identifikovan jako gi|226531542 (Hluska,

nepublikovano). Dany gen byl anotovan jako nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa.
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3 Nukleotidpyrofosfatasal/fosfodiesterasa

Nukleotidpyrofosfatasy/fosfodiesterasy (NPP) jsou enzymy, které Stépi
pyrofosfatovou nebo fosfodiesterovou vazbu a uvolfiuji nukleosid 5°-monofosfat z celé
fady substratli, jako jsou nukleotidy (ATP, NADP, FAD), fosfolipidy apod. (Tab. 1;
Obr. 5).

U obratlovcl bylo doposud objeveno sedm homologtl, znatenych NPP1 — NPP7,
podle poradi, v jakém byly objeveny (Stefan et al., 2005). NPP v rostlinach nejsou tak
rozSifeny, bylo objeveno jen nékolik zastupcu, a to v soji (Salvucci, 1995), ryzi, jeCmeni
(Nanjo et al., 2006), prysci (Pintus et al., 2009) a pSenici (Joye et al., 2010).

Tab. 1 Pfehled NPP a jejich substratu.

Enzym Jiny nazev Substrat

NPP1 MAFP, NPPase, NPPy, NTPPPH, Nukleotidy a jejich derivaty, ATP, NAD+,
PC-1 diadenosinpolyfosfaty, UDP cukry

NPP2 Autotaxin, Lysofosfolipasa-D, Nukleotidy a jejich derivaty, ATP, NAD+,
NPPa, PD-la diadenosinpolyfosfaty, UDP cukry, fosfolipidy

NPP3 B10, CD203c, gp13078**®% NPPB,  Nukleotidy a jejich derivaty, ATP, NAD+,
PD-IB diadenosinpolyfosfaty , UDP cukry

NPP4 Neznamy

NPP5 Neznamy

NPP6 Fosfolipidy

NPP7 Alkalicka sfingomyelinasa Fosfolipidy

Predpoklada se, Ze katalyza zacina nukleofilni adici Thr alkoxidu na atom
fosforu, ¢&imz vznikd kovalentni meziprodukt. V dalSim kroku je meziprodukt
hydrolyzovan nukleofilnim atakem vody aktivované Zn®*. K n&kterym enzymim se
substrat mize vazat v obou orientacich, coz zpusobuje jejich schopnost hydrolyzovat

nukleotidy za vzniku rdznych produktu.
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Obr. 5 Substratova specifita savéich NPP enzymu. Kvali zméné specifity ve vazebnych mistech

R a R’ jsou substraty navazané v opacné poloze, ¢imz dochazi k vytvareni rlznych produktl

hydrolyzy (pfevzato ze Zimmermann et al., 2012).

3.1 Nazvoslovi

Nazvoslovi skupiny NPP bylo zmatené. Jednotlivé enzymy byly objevovany

nezavisle na sobé a jejich prfesna funkce nebyla ze za¢atku pfili§ jasna. Proto ziskavaly

rizné nazvy, jak jiz bylo uvedeno v Tab. 1. Podle doporu¢eni Mezinarodni unie

pro biochemii a molekularni biologii (IUBMB) bylo zavedeno zarazeni NPP bud jako

fosfodiesterasy typu |

(EC 3.1.4.1),

nukleotidpyrofosfatasy (EC 3.6.1.9) nebo

5’-exo(deoxy)ribonukleasy (EC 3.1.11.x, EC 3.1.13.x, EC 3.1.15.x; Webb, 1992).
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Tato oznaceni ale postupem C&asu pozbyla vyznamu, jelikoz byla puvodné
zavedena pro odlieni od 3'-nukleotidfosfodiesteras nebo fosfodiesteras typu I, které
jsou ale nyni klasifikovany jako 3'-exo(deoxy)ribonukleasy (EC 3.1.16.x). Navic, nazev
fosfodiesterasa 1l je v soulasnosti pouzivan pro strukturné odliSnou podskupinu
cyklickych nukleotidfosfodiesteras (Perry a Higgs, 1998).

Kone¢nym krokem ke sjednoceni nazvoslovi bylo pfijeti nazvu
nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa na mezinarodnim workshopu (Zimmermann
et al., 2000). V souladu s nazvoslovim ostatnich enzym( zahrnuje tento nazev substrat
(nukleotidy a jejich derivaty) nasledovany nazvem reakce, kterou enzym katalyzuje
(hydrolyza pyrofosfatové nebo fosfodiesterové vazby). Poté, co bylo zjisténo, ze NPP
maji katalytické misto na vnéjsi strané membrany, tj. jedna se o ektoenzymy, byl nazev
skupiny  upraven jako  ektonukleotid-pyrofosfatasa/fosfodiesterasa  (ENPP;

Zimmermann et al., 2000).

3.2 Lidské NPP

NPP1 — NPP3 jsou Kklasifikovany jako alkalicka nukleotidpyrofosfatasa
(EC 3.6.1.9) i fosfodiesterasa | (EC 3.1.4.1). Stépi pyrofosfatovou a fosfodiesterovou
vazbu v nukleotidech a jejich derivatech.

NPP1 je nejlépe popsanou NPP vibec. Byla objevena jako marker pozdniho
stadia diferenciace B bunék produkujicich protilatky (Anderson et al., 1984).

NPP2 byla objevena roku 1992 Strackem jako glykoprotein, ktery stimuluje
pohyblivost nadorovych bunék. Kromé nukleotidl je schopna Stépit i fosfolipidy.

NPP3 byla poprvé identifikovana jako glykoprotein plasmatické membrany, ktery
je rozpoznan monoklonalni protilatkou RB13-6. Tato protilatka zachycuje prekurzory
nervovych bunék, které jsou citlivé k maligni konverzi (Deissler et al., 1995).

Molekulova hmotnost NPP1 — NPP3 se pohybuje vrozmezi 110 — 125 kDa,
enzymy se vyskytuji v oligomerni formé, jsou termostabilni, jejich pH optimum lezi
v alkalické oblasti (pH 9 — 10). NPP1 a NPP3 se shoduji v aminokyselinové sekvenci
z50 %., NPP2 se s nimi shoduje méné (39 - 41 %). Jejich enzymova aktivita je
inhibovana EDTA (Bollen et al., 2000).

Tyto tfi homology maji orientaci typu Il, coz znamena, ze se N-konec nachazi
uvnitf  bunky. Skladaji se zkratké N-terminaini intracelularni domény,
transmembranového helixu a velké extracelularni domény. Extracelularni cast
obsahuje dvé somatomedin-B domény, katalytickou doménu a C-terminalni

nukleasovou doménu (Obr. 6; Stefan et al., 2005).
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Isoenzym Orientace

NPP2 H5N (____j} COOH Sekretovana
vees o ([ ) -0+ TP !
NPP4 HoN [___Lﬂ COOH Typ |
NPP5 H,N [___LO COOH Typ |
NPP6 HoN [__J} COOH Typ |
NPP7 H,N [_—_[] COOH Typ |

Legenda: B Transmembréanovy helix Somatomedin-B doména
H Katalyticka doména 4 Residua katalytického mista
E Nukleasova doména Sekvence signalniho peptidu

Obr.6 Struktura enzym( NPP rodiny. Sedm homologll ma strukturné pfibuznou katalytickou
doménu. NPP1 a NPP3 maji N-terminalni transmembranovy helix (orientace typu Il). N-
terminalni hydrofobni sekvence NPP2 a NPP4 — NPP7 predstavuje signalni peptid,
transmembranovy helix NPP4 — NPP7 se nachazi na C-konci (orientace typu I). Ve struktufe
NPP1 — NPP3 se navic vyskytuji dvé N-terminalni somatomedin-B domény a C-terminalni
nukleasova doména, ale jejich pfesna funkce neni dosud znama (pfevzato ze Stefan et al.,
2005).

NPP4 a NPP5 byly anotovany jako nuleotidpyrofosfatasy/fosfodiesterasy
na zakladé jejich podobnosti s katalytickou doménou NPP1 — NPP3. Obsahuji vSechna
rezidua, ktera jsou dulezitd pro aktivitu NPP1 — NPP3. Maji C-terminaini
transmembranovy helix a orientaci typu |. Neobsahuji somatomedin-B doménu,
katalytickou doménu a C-terminalni nukleasovou doménu (Obr. 6). Nepfitomnost
téchto Casti je vysvétlenim pro rozdil ve velikosti jednotlivych homologu. Lidska NPP4
(453 rezidui) a NPP5 (477 rezidui) jsou znacné mensi nez NPP1 — NPP3 (863 — 925
rezidui; Gijsbers et al., 2000).
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NPP6 a NPP7 nejsou narozdil od ostatnich homologu inhibovany EDTA, NPP7 je
naopak inhibovana Zn** (Duan et al., 2003; Sakagami et al., 2005). Strukturné se
podobaji NPP4 a NPP5 (Obr. 6), také obsahuji C-terminalni transmembranovou
doménu a maji orientaci typu | (Sakagami et al., 2005).

NPP6 a NPP7 katalyzuji hydrolyzu fosfodiesterové vazby ve lysofosfolipidech
nebo vjinych fosfodiesterech cholinu. NPP6 je fosfodiesterasa upfednostriujici
fosfolipidy obsahujici cholin. Hydrolyzuje lysofosfatidovou kyselinu,
glycerofosforylcholin a sfingosylfosforylcholin (Sakagami et al., 2005). NPP7 je
alkalicka sfingomyelinfosfodiesterasa  (sfingomyelinasa). Katalyzuje  pfeménu
sfingomyelinu na ceramid (Duan et al., 2003).

Molekulova hmotnost NPP4, NPP5 a NPP6 se pohybuje kolem 50 kDa, NPP7
ma 60 kDa. NPP4 - NPP7 se vyskytuji v oligomerni formé, jsou termostabilni a jejich

pH optimum se vyskytuje v alkalické oblasti (Bollen et al., 2000; Duan et al., 2003).

3.3 Rostlinné NPP

Prvni NPP objevena v rostliné byla nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa ze soji
(Glycine max L.; Salvucci et al., 1995). Enzym se vyskytuje jako oktamer (560 kDa)
slozeny z podjednotek o0 molekulové hmotnosti 72 kDa. pH optimum zavisi
na substratu. Hydrolyzuje p-nitrofenylthymidin 5°-monofosfat (pNP-TMP), nukleotid
di/trifosfaty, PP a nukleotidové cukry. pH optimum pro PP a UDP-glukosu je rovno 4,5,
pro UDP 5,5 a pro pNP-TMP dokonce 7,5. Enzym je inhibovan Mg*, Ca*, Mn*
a sulfhydrylovymi €inidly (Salvucci et al., 1995).

Déle byly NPP izolované také ze sazenic ryZe (Oryza sativa L.) a jeCmene
(Hordeum vulgare L.; Nanjo et al., 2006). Molekulova hmotnost obou enzym &ini 70
kDa, pH optimum je v slabé kyselé oblasti (6, resp. 5,6), jsou termostabilni, teplotni
optimum maji v rozmezi 58 - 60°C. NPP z ryze se vyskytuje jako homopolymer, NPP
z jeémene jako monomer nebo homopolymer. Svou strukturou se podobaji NPP1.
NejvyznamnéjSim substratem je ADP-glukosa (Nanjo et al., 2006).

Nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa izolovana zlatexu prySce statného
(Euphorbia characias, ELNPP; Pintus et al., 2009) je protein o molekulové hmotnosti
80+5 kDa, sklada se ze dvou zfejmé totoznych podjednotek, z nichz kazda obsahuje
jeden Ca*" a jeden Mg** kation. Mg®" kation je pevné vazan k enzymu, zatimco Ca** se
da odstranit pouzitim EDTA. Takto upraveny enzym ale nema zadnou aktivitu.

ELNPP dokaZe hydrolyzovat celou fadu substrati. Hydrolyzuje NADH, NAD®,
FAD, Ap.A, ApsA, ApsA, Aps, 37,5 -cAMP, ATP, ADP a ADP-ribosu na AMP, dale
pNP-TMP na TMP a p-nitrofenolat a Bis-p-nitrofenyfosfat na p-nitrofenolat
a p-nitrofenylfosfat (Pintus et al., 2009).
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Nedavno byla popsana nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa z pSenice (Triticum
aestivum L.; TaNPP; Joye et. al., 2010). NejvySsi aktivita enzymu byla zaznamenana
v pdeniénych kliccich. Enzym ma molekulovou hmotnost 52 kDa, v aktivhim misté
obsahuje dva kovové ionty. Ma vysoké pH optimum, je termostabilni. Je inhibovan
EDTA a AMP, podobné jako savCi NPP. TaNPP migruje na SDS-PAGE zvlasté
v oligomerni formé&, po pfidavku DTT v8ak putuje jako monomer. Na zakladé sekvence
aminokyselin a substratové specifity se TaNPP nejvice podoba NPP1 a NPP3, av§ak
jeji struktura je mnohem jednodussi, jako je tomu u NPP4 — NPP7 (Joye et. al., 2010).

TaNPP ma vysokou afinitu zejména k substratim obsahujicim adeninové
nukleotidy (NADPH, ATP), CTP, GTP, TTP, ale také pNP-TMP, v malé mife
hydrolyzuje i p-nitrofenylfosfat (Joye et. al., 2010).
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4 Material

4.1 Chemikalie

Pro pfipravu médii a roztoku byly pouzity tyto chemikalie: agar (HiMedia, Indie),
kvasniény extrakt (Sigma-Aldrich, MO, USA), chlorid sodny (Lach-Ner, CR), chlorid
draselny (Lachema, CR), chlorid hofe¢naty (Panreac, Spanélsko), MS basal salt mix
(Duchefa, Nizozemsko), Gamborgovy B-5 vitaminy (Duchefa), Tris (Duchefa), , Triton
XJ100 (Panreac), amoniak (25% p. a.; LachNer), 100% methanol (HPLC Super
Gradient; LabScan, Polsko).

Pro izolaci plasmidové DNA byly pouzity kity QlAprep® Spin Miniprep kit
(Qiagen, Némecko), pro izolaci genomové DNA DNeasy Plant mini Kit (Qiagen,
Némecko).

VSechny ostatni pouzité chemikalie byly od firem Sigma-Aldrich (MO, USA)
a Penta (Ceska republika).

4.2 Biologicky material

Pfi praci byly pouzity enzymy: RNasa (Fermentas, Kanada), BP Clonase Il (Life
Technologies, USA), LR Clonase Il (Life Technologies, USA), TURBO DNase (Ambion,
USA), Immomix (Bioline, UK).

Taq DNA-polymerasa byla pfipravena Marii Smehilovou a Lenkou Dzurovou
(Smehilova 2004).

Gen pro hypotetickou isomerasu (GRMZM2G143165) byl nasyntetizovan firmou
Life Technologies. Puvodni sekvence byla nasledné upravena: pfed start kodon byl
vlozen triplet CAT pro vytvoreni restrikCniho mista pro Ndel (CATATG); triplety od pozice
107 Gcc TCC byly zménény na GCT AGC pro vytvoreni restrikéniho mista pro Nhel,
tato zména neméla za nasledek zménu aminokyselinové sekvence; triplet od pozice
901 CTT byl zménén na triplet TTG (oba kdodujici leucin) pro odstranéni restrikEniho
mista pro Hindlll (AAG CTT); STOP kodon byl zménén z TGA na TAA pro vytvofeni
restrikéniho mista pro Hindlll a bylo pfidano restrikéni misto pro Xhol (CTC GAG), takze
cela sekvence byla TAAGCTTCTCGAG; pfed vyslednou sekvenci bylo pfidano attB1
misto a za ni attB2 misto (Gateway® Technology, 2003). Celd sekvence byla
zaklonovana do pMK-RQ vektoru pres Sfil mista.

Pro BP a LB reakci byly pouZity vektory pDONR207 a pGWB17, oba od Life
Technologies.

Transformace byla provedena do elektrokompetentnich bunék Escherichia coli

TOP10 (Life Technologies) a Agrobacterium rhizogenes (Life Technologies).
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Sekvence primeru pouzitych pfi PCR:

ZmZl_zacatek_fw CCCCAACCACTACTCCATCGT
ZmZl_zacatek_rev TCGTGGTTTTTCATGGTGAAGT
ZmZl_konec_ fw AGTCAGATTGGGTTCTGTCAGTGA
ZmZl_konec_ rev TCAGCTGGCGACACACCAT

Npt _ fw TCGTCCTGCAGTTCATTCAG
Npt_ rev AGACAATCGGCTGCTCTGAT

4.3 Pristroje

o Centrifuga stolni (Eppendorf, CR)

o Digestor (Forlab, CR)

o Elektroporator ECM 399 (BTX, USA)

o Elektroforeticka komurka (Biometra, Némecko)

o Flowbox

o UFLC, Nexera (Shimadzu, Japonsko)

o Inkubator (Memmert, Némecko)

o Spektrofotometr NuDrop NAS 99 (ACTGene, NJ, USA)
o Termoblok Thermomixer komfort (Eppendorf, Némecko)
o Termocykler T - personal (Biometra, Némecko)

o Termocykler T — gradient (Biometra, Némecko)

o Trepacka Heidolph unimax 1010 (Heidolph, Némecko)
o UV transiluminator TFPJM/WL (East Port Scientific, CR)
A dalsi pracovni pomucky laboratofi Oddéleni molekularni biologie (pipety, laboratorni
sklo...).

4.4 Slozeni pouzitych roztoku

o SOC médium - 97 ml deionizované vody, 2 g tryptonu, 0,55 g kvasni¢ného
extraktu, 1 ml 1 M NaCl, 1 ml 1 M KCl, po autoklavovani bylo ke smési pfidano 1mil
2 M Mg* (1 M MgCl, a 1 M MgS0,), 1 ml 2 M glukosy sterilizované filtraci.

o TAE pufr - 70 mM Tris/kyselina octova, 1 mM kyselina ethylen-diamintetraoctova
(EDTA), pH 8

o MSO médium - 4,3 g MS basal salt mix, 30 g sacharosy, 1x roztok Gamborgovy
B-5 vitaminy, doplnéno destilovanou vodou do objemu 1 |

o %% MSO agar - 2,3 g MS basal salt mix, 30 g sacharosy, 10 g agaru na rostliny, 1 ml
1000x roztok Gamborgovych B-5 vitamint, doplnéno destilovanou vodou

do objemu 1 |
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o D1 agar - 4,3 g MS basal salt mix, 30 g D-glukosy, 8 g agaru na rostliny, 1x roztok
Gamborgovych B-5 vitaminGd, 1 mg zeatinu, doplnéno destilovanou vodou
do objemu 1|

o MGL agar - 2,5 g kvasni¢neho extraktu, 5 g tryptonu, 5 g NaCl, 1 g L-glutamova
kyselina, 5 g manitolu, 0,26 g K,HPO,, 0,1 g MgS0,.7H,0, 10 ul biotinu, 15 g
agaru, doplnéno destilovanou vodou do objemu 1|

o Gamborgliv B-5 agar - 3,2 g Gamborg’s B-5 basal medium with minimal organics,
20 g sacharosy, 10 g agaru na rostliny, 1x roztok Gamborgovych B-5 vitamin,
doplnéno destilovanou vodou do objemu 1 |

o Gamborgiv B-5 agar stimentinem - 3,2 g Gamborg’s B-5 basal medium
with minimal organics, 20 g sacharosy, 10 g agaru narostliny, 1x roztok
Gamborgovych B-5 vitamind, 1x roztok timentinu, doplinéno destilovanou vodou
do objemu 1 |

o Gamborglv B-5 agar s timentinem a hygromycinem - 3,2 g Gamborg’s B-5 basal
medium with minimal organics, 20 g sacharosy, 10 g agaru na rostliny, 1x roztok
Gamborgovych B-5 vitamin0, 1x roztok timentinu, 1x roztok hygromycinu, doplnéno
destilovanou vodou do objemu 1 |

o Gamborgovo B-5 médium stimentinem - 3,2 g Gamborg’s B-5 basal medium
with minimal organics, 20 g sacharosy, 1x roztok Gamborgovych B-5 vitamind,
1x roztok timentinu, doplnéno destilovanou vodou do objemu 1 |

o Mcllvaineuv pufr — 0,2 M Na,HPO, titrovany kyselinou citronovou na pH 7,5

5 Metody

5.1 BPreakce

Nejdfive byl zlinearizovan donorovy vektor (pMK-RQ:ZmZl). K5 ul vzorku DNA
byl pfidan 1 pyl enzymu FastDigest Bgll, 2 pul pufru, smé&s byla doplnéna vodou
do celkového objemu 20 pul abyla inkubovana 30 minut pfi 37°C. DNA byla
purifikovana pomoci QIAprep® Spin Miniprep kit (Qiagen).

Pro nastaveni BP reakce bylo pouzito 50 fmol zlinearizovaného vektoru
PMK-RQ:ZmZIl, 30 fmol donorového vektoru pDONR207, smés byla doplnéna vodou
do objemu 8 pl. Ke smési byly pfidany 2 ul enzymu BP Clonase I, vzorek byl
promichan pomoci vortexu a zcentrifugovan na pikofuze, poté se nechal inkubovat

pres noc pfi 25°C. Nakonec byl pfidan 1 pl roztoku Proteinasy K k ukonéeni reakce.
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5.2 Transformace bakterii

K 50 ul elektrokompetentnich bunék E. coli TOP10 byl napipetovan 1 pyl DNA.
Tato smés byla pfenesena do pfedem vychlazené elektroporaéni kyvety (velikost
Stérbiny 1 mm), kterou byl veden impuls o 1800V po dobu 5 ms. Po probéhnuti
elektroSoku bylo k roztoku pfidano 250 yI SOC média, smés byla promichana
pipetovanim a pfenesena do mikrozkumavky, ktera byla nasledné umisténa
na tfepacku na dobu 2 hodin, pfi 37°C, 150 rpm. Po 2 hodinach byl roztok rozetien
na misky s LB médiem s antibiotikem (kanamycin, 15 mg/l), které se nechaly inkubovat
24 hodin pfi 37°C. Poté bylo pfeneseno nékolik kolonii do tekutého LB média a opét se

nechaly inkubovat 1 den pfi 37°C.

5.3 LRreakce

Reakéni smés byla pfipravena smichanim 50 fmol donorového plasmidu
(PDONR207:ZmZl), 30 fmol vektoru pGWB17, 5,5 yl TE pufru, pH 8 a2 pl enzymu
LR Clonase II. Reakce probihala pfes noc pfi 25°C a byla zastavena pfidanim 1 ul

roztoku Proteinasy K.

5.4 Transformace Agrobacterium rhizogenes elektroporaci

Pro transformaci bylo pouzito 40 upl alikvotu elektrokompetentnich bunék
A. rhizogenes. K burikam byl pfidan 1 pl DNA (LR reakce obsahujici pGWB17:ZmZ|
a pDONR207) asmés byla promichana Spi¢kou pipety. Nasledné byla tato smés
pfenesena do elektroporacni kyvety, kterou byl dvakrat veden impuls o 1800 V, 5 ms.
Po probéhnuti impulst byl ke smési pfidan 1 ml MGL média, suspenze byla pfenesena
zpét do mikrozkumavky a byla kultivovana pfi 28°C, 250 rpm, 2,5 hodiny. Po ub&hnuti
dané doby byla buné¢na suspenze rozetfena na misky s MGL agarem s antibiotikem
(kanamycin, 100 mg/ml) po 50 a 250 pl alikvotach. Misky byly utésnény parafiimem
a byly inkubovany 2 dny pfi 28°C.

Byly pfipraveny 2 kontroly. Prvni kontrola byly netransformované bakterie, druha
kontrola byly bakterie elektroporované bez plasmidu. Kontroly byly rozetfeny jak

na misky s antibiotikem, tak i bez nég,.

5.5 lzolace plasmidové DNA z Escherichia coli

DNA byla vyizolovana pomoci QlAprep® Spin Miniprep kitu (Qiagen, Némecko).
Bakterie nesouci plasmid pMK-RQ:Zmzl (Obr. 7) byly pfeneseny do mikrozkumavky
a centrifugovany 1 minutu pfi 5000 rpm. Pelet byl rozpustén v 250 pl pufru P1
a promichan na vortexu. Dale bylo pfidano 250 ul pufru P2, smés byla promichana

prevracenim mikrozkumavky a ponechana na ledé po dobu 5 minut. Poté bylo pfidano
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350 yl pufru N3 a smés byla opét promichana pfevracenim zkumavky. Nasledovala
centrifugace vzorku po dobu 10 minut pfi 13000 rpm. Supernatant byl prelit do filtrQ
a centrifugovan 1 min, 13000 rpm. Filtr byl promyt 0,5 ml pufru PB a centrifugovan
1 min, 13000 rpm. Dale byl filtr promyt 0,75 ml pufru PE centrifugaci 1 min
pfi 13000 rpm. Centrifugace byla opakovana pro odstranéni zbytku promyvaciho pufru.
Filtr byl pfenesen do Cisté mikrozkumavky, do stfedu filtru bylo napipetovano 50 ul

pufru EB, po 1 minuté byl vzorek centrifugovan 1 min, 13000 rpm.
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Obr. 7 Vektor pMK-RQ obsahujici gen pro hypotetickou zeatin cis-trans isomerasu.

5.6 lzolace genomové DNA z korink rajcat

Izolace gDNA byla provedena pomoci kiti DNeasy Plant mini Kit (Qiagen,
Némecko). Kofinky rajCete byly nejprve rozdrceny v tekutém dusiku. Ke vzorkim,
jejichz maximalni hmotnost Cinila 100 mg, bylo pfidano 400 ul pufru AP1 a 4 pl roztoku
RNasy (100 mg/ml). Smés byla promichana na vortexu a inkubovana 10 min pfi 65°C.
K lyzatu bylo pfidano 130 pl pufru AP2, vzorky byly inkubovany 5 min, poté byly
zcentrifugovany 5 min, 14000 rpm. Lyzat byl pfepipetovan do centrifugacnich kolonek
(DNease mini spin column) a centrifugovan 2 min, 14000 rpm. K pfefiltrovanému
lyzatu, ktery byl pfenesen do nové mikrozkumavky, byl pfidan 1,5 nasobek objemu
pufru AP3/E. Roztok byl promichan pipetovanim, pfenesen do kolonek a centrifugovan
1 min, 8000 rpm. Kolonky byly pfeneseny do nové mikrozkumavky. Bylo pfipipetovano
500 pl pufru AW, centrifugace 1 min, 8000 rpm. Ze sbérné mikrozkumavky byl vylit
odpad a do kolonky bylo opét napipetovano 500 ul pufru AW, centrifugovalo se 2 min,
14000 rpm. Kolonka byla pfenesena do Cisté 2 ml mikrozkumavky, 100 ul pufru AE

bylo napipetovano prfesné do stfedu kolonky. Vzorky se nechaly inkubovat 5 min
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pfi laboratorni teploté, poté byly centrifugovany 1 min, 8000 rpom. Znovu byl pfidan pufr

AE a krok byl proveden jesté jednou.

5.7 lzolace mRNA z kofinkt rajéat

Izolace byla provedena pomoci RNAqueous kitu (Ambion). Do zkumavky bylo
navazeno pfiblizné 50 mg rostlinného materialu, ktery byl pfedem rozdrcen v tekutém
dusiku. Ktomu bylo pfidano 500 pl Lysis/Binding Solution, roztok byl promichan
na vortexu a byl ponechan 5 min pfi laboratorni teploté. Poté byl zcentrifugovan 3 min
pfi maximalnim zrychleni, supernatant byl pfepipetovan do 2 ml mikrozkumavky a byl
pfidan 64% ethanol o stejném objemu jako mél supernatant. Roztok byl promichan
pipetovanim. Lyzat byl prepipetovan do kolonky s filtrem a zcentrifugovan 1 min,
15000 rpm. Ze sbérné nadoby byl vylit odpad, do filtru bylo napipetovano 700 ul Wash
Solution 1, nasledovala centrifugace 1 min, 15000 rpm. Ze sbérné nadoby byl wvylit
odpad, dofiltru bylo napipetovano 500 pl Wash Solution 2, vzorky se nechaly
centrifugovat 1 min, 15000 rpm, poté byl filtr jeSté jednou promyt roztokem Wash
Solution 2. Filtr byl pfenesen do nové mikrozkumavky a opét byl zcentrifugovan, aby se
odstranily zbytky pufrd. Pak byly filtry umistény do dalSi nové mikrozkumavky,
do stfedu filtru bylo pfidano 60 ul Elution Solution, ktery byl pfedehfan v termobloku
na 80°C. Probéhla centrifugace 30 s, 15000 rpm. Nakonec bylo pfidano 30 ul Elution
Solution pfedehfatého na 80°C, centrifugace se opakovala. Koncentrace vyizolované
RNA byla proméfena na UV/VIS spektrofotometru NuDrop (ACTGene, NJ, USA).

5.8 Prepis RNA na cDNA

RNA byla nejdfive oSetfena DNasou. Ke vzorkim RNA byl pfidan 1 yl enzymu
TURBO DNase (Ambion) a 10 yl 10x TURBO DNase buffer (Ambion). Smés se
inkubovala 30 min v termobloku nastaveném na teplotu 37°C. Po 30 min byl pfidan
dalSi 1 yl enzymu TURBO DNase a vzorky se opét nechaly inkubovat 30 min, 37°C.

K 50 pl takto upravené RNA, bylo pfidano 25 pl magnetickych kulicek a 20 pl
isopropanolu. Smés byla promichana pipetovanim a inkubovana 10 min, poté
byla umisténa na 5 min na magneticky stojanek, nacez byl odpipetovan supernatant.
Nasledné byla zkumavka zcela zaplnéna RNase free 70% ethanolem, ten byl
po minuté odpipetovan, krok se opakoval jeSté 2x. Zkumavky se nechaly vysusit
v digestofi po dobu asi 15 min. Nakonec probéhla eluce do 30 yl RNAse free vody,
po 10 minutach byly zkumavky umistény na magneticky stojanek a RNA byla
odpipetovana do Cisté zkumavky.

Pro pfepis do cDNA bylo pouzito 6 pl RNA, 0,5 pl primeru oligo(dT) (Fermentas,

Litva), smé&s se zahfala na 5 min na 65°C, poté byla ochlazena naledé. Pak byly
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pfidany 2 yl pufru, 1yl 10 mM dNTP mix a0,5pul H Minus M-MuLV Reverse
Transcriptase. Vzorky byly promichany a umistény na 90 min do termocykleru na 42°C,
reakce byla zastavena zahfatim na 70°C po dobu 10 min, poté byly vzorky zchlazeny

v lednici na 4°C.
5.9 Priprava transgennich korent rajcete

5.9.1 Priprava semen rajcete

Pfiprava semen probihala sterilné ve flowboxu. Do 50 ml falkony bylo nasypano
60 seminek rajéete. Bylo pfidano 50 ml 70% etanolu, ve kterém byla seminka
promichavana po dobu 1 minuty. Semena se nechala usadit na dné falkony a etanol
byl dekantovan. Poté bylo pfidano 25 ml vody, 25 ml 7% chlornanu sodného a opét se
5 min promichavalo. Semena byla promyta 5x sterilni vodou, pokazdé po dobu 5 min.
Po poslednim promyti byla seminka rozmisténa na Petriho misky s 2 MSO agarem.
Misky byly utésnény parafimem a nechaly se kultivovat v klimakomofe pfi 24°C,
s fotoperiodou 12 hodin, 1000-1500 lux, do doby, nez zacaly vyristat délozni listky,
tedy 6 — 8 dni.

5.9.2 Priprava explantati pro transformaci

Transformace byla provedena pfiblizné po tydnu, v momenté&, kdy délozni listky
opoustély obaly semena. Explantaty byly pfipravovany v intervalu nékolika dnu, jelikoz
semena neklicila ve stejnou dobu. Pracovalo se sterilné ve flowboxu.

Semenacky rajCete byly pfeneseny na Petriho misky s tekutym MSO médiem.
Do dalSi sterilni Petriho misky byly ostfihany délozni listky vrchni stranou listu vzharu.
NuUzkami byl jemné poranén povrch listd. Listky byly pfeneseny na Petriho misky
s D1 agarem, na kterém byl polozen sterilni filtracni papir. Misky byly utésnény
mikropordzni paskou a inkubovany v klimakomofe 2 dny pfi 24°C pfi osvétleni
1000-1500 lux.

5.9.3 Priprava Agrobacteria rhizogenes nesouci vektor

V den, kdy byly pfipravovany explantaty, byly inokulovany 3 ml MGL média
s antibiotikem (kanamycin, 100 mg/l) kolonii A. rhizogenes, ktera nesla vektor
pGWB17:ZmZl. Po dvou dnech rlstu pfi 29°C a 250 rpm bylo ke kultufe pfidano 7 ml
MGL média s antibiotikem a kultivace pokracovala dalSich 6 hodin. Po 6 hodinach byly
buriky centrifugovany 15 min, 5000 rpm pfi laboratorni teploté. Pelet byl 2x promyt
tekutym MSO médiem a centrifugovan. Poté byl pelet resuspendovan v 10 ml MSO

média a nakonec bylo pfidano 50 ul 0,074 M acetosyringonu.
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5.9.4 Infikovani explantatu

Pracovalo se sterilné ve flowboxu. Poranéné délozni listky byly pfeneseny
na sterilni Petriho misku s 5 ml kultury A. rhizogenes, pfipravené v pfedeslém kroku.
Po 10 min inkubaci byla kultura odpipetovana a listky byly pfeneseny na novou Petriho
misku s D1 agarem prekrytym filtracnim papirem tak, Ze horni, poranéna strana listku
byla otoCena dolu. Byly pfipraveny také kontroly. Prvni kontrolou byly listky infikované
netransformovanymi bakteriemi A. rhizogenes, druhou kontrolou byly pouze poranéné
délozni listky, bez infikovani. Misky byly utésnény mikropordzni paskou a inkubovaly

se 2 dny v klimakomofre pfi 24°C, osvétleni 1000-1500 lux.

5.9.5 Selekce transgennich kofinku

Byly pfipraveny kontroly. Pro neinfikované listky byly pfipraveny 3 rizné misky.
Prvni byly bez antibiotika, druhé pouze s timentinem (160 mg/l), tfeti s timentinem (160
mg/l) a hygromycinem (50 mg/l). Listky infikované netransformovanym Agrobacteriem
byly umistény na misky s timentinem a s timentinem i hygromycinem. Listky infikované
A. rhizogenes s plasmidem pGWB17:ZmZl byly pfeneseny na misky s Gamborgovym
B5 agarem s timentinem a hygromycinem horni stranou listu dol. Misky byly utésnény
mikroporézni paskou a umistény do klimakomory na 24°C, osvétleni 1000-1500 Ilux.

Po 7 — 10 dnech se zaCaly objevovat kofinky.

5.9.6 Sbér biologického materialu
Sbér materialu se provadél za sterilnich podminek ve flowboxu. Z hlavniho
kofene byla odstfihnuta Spi¢ka o délce asi 5 cm, ktera byla umisténa do Erlenmayerovy
barky s Cerstvym tekutym Gamborgovym B5 médiem s timentinem (160 mg/l).
Z postrannich kofinkd byly odstfihnuty asi 2 cm dlouhé useky, které byly ihned
zmrazeny v tekutém dusiku a nasledné umistény do mraziciho boxu na -80°C. Zbytek
hlavniho kofene byl taktéz okamzité zmrazen.
Kofenové 3SpiCky byly pouzity pro izolaci mMRNA a pro méfeni aktivity enzymu,
jelikoz zde dochazi k expresi transgenu. Hlavni kofen byl pouzit pro izolaci genomové
DNA.

5.10 Touch Down PCR

Nejdfive byla reakce nastavena s Taq DNA-polymerasou (Tab. 2), poté byla
provedena reakce sImmomixem (Tab. 4). Reakce probihaly v termocykleru podle
Tab. 3, 5.
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Tab. 2 SlozZeni reakéni smési pro Touch down PCR s Tag DNA-polymerasou.

Slozka Koncentrace Objem (ul)  Vysledna koncentrace
Taqg DNA-polymerasa 1,0
pufr 10x% 2,0 1x
dNTPs 10 uM 1,5 0,75 uM
primer fw 5 uM 1,0 0,25 uM
primer rev 5 uM 1,0 0,25 uM
gDNA ~ 5 ng/ul 0,5 ~ 2,50 ng/ul
voda 13,0
Celkovy objem 20,0
Tab. 3 Nastaveni PCR reakce pro vzorky s Taq DNA-polymerasou

Teplota °C Cas Pocet cykld
Pocate¢ni denaturace 95 2 min 1
Denaturace 95 30s
Nasednuti primert 66 30s
Elongace 72 1 min 1
Denaturace 95 30s
Nasednuti primert 64 30s
Elongace 72 1 min 1
Denaturace 95 30s
Nasednuti primert 62 30s
Elongace 72 1 min 1
Denaturace 95 30s
Nasednuti primert 60 30s
Elongace 72 1 min 1
Denaturace 95 30s
Nasednuti primert 58 30s
Elongace 72 1 min 1
Denaturace 95 30s
Nasednuti primert 56 30s
Elongace 72 1 min 25
ZavéreCna elongace 72 10 min 1
Ochlazeni 16 10s 1
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Tab. 4 Slozeni reak&ni smési pro Touch down PCR s Immomixem.

SloZka Koncentrace Objem (ul)  Vysledna koncentrace
Immomix 2% 5,0 1x
primer fw 5 uM 0,5 0,25 uM
primer rev 5 uM 0,5 0,25 uM
gDNA ~ 5 ng/ul 1,0 ~ 5,00 ng
voda 3,0
Celkovy objem 10,0
Tab. 5 Nastaveni PCR reakce s Immomixem

Teplota °C Cas Pocet cykll
Pocate¢ni denaturace 95 10 min 1
Denaturace 95 30s
Nasednuti primert 66 30s
Elongace 72 30s 1
Denaturace 95 30s
Nasednuti primert 64 30s
Elongace 72 30s 1
Denaturace 95 30s
Nasednuti primert 62 30s
Elongace 72 30s 1
Denaturace 95 30s
Nasednuti primert 60 30s
Elongace 72 30s 1
Denaturace 95 30s
Nasednuti primert 58 30s
Elongace 72 30s 1
Denaturace 95 30s
Nasednuti primert 56 30s
Elongace 72 30s 25
Zaveérecna elongace 72 10 min 1
Ochlazeni 16 10 s 1
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5.11 Real time PCR

Reakce byla nejdfive provedena se vzorky gDNA, poté s cDNA. Nukleova
kyselina byla vyfedéna tak, aby kontrolni gen EF1 (elongacni faktor 1) daval Ct
minimalné 20. Primer premix byl pfipraven smichanim 100 ul vody, 1,2 pl zasobniho
roztoku forward primeru (100 yM) a 1,2 yl zasobniho roztoku reverse primeru (100
MM).

Slozeni reakéni smési je uvedeno v Tab.6, reakce bézela za podminek

uvedenych v Tab. 7.

Tab. 6 SloZeni reakéni smési pro real time PCR

SlozZka Objem
gDNA (cDNA) 1,0 ul
Primer premix 2,5 ul
gPCR premix (SYBR Green) 5,0 ul
voda 1,5 ul
Celkovy objem 10,0 pl

Tab. 7 Nastaveni real time PCR

Teplota °C Cas Pocet cykll
Pocate¢ni denaturace 95 10 min 1
Elongace 95 15s
60 1 min 40
;anzie analyzy teploty o5 15 s
60 1 min
95 15s 1

5.12 Méreni aktivity enzymu

Kofenové Spicky byly rozdrceny v tekutém dusiku. Pro extrakci bylo pouzito asi
50 mg rostlinného materialu, ke kterému bylo pfidano 200 pl pufru 50 mM Tris/HCI,
pH 8; 0,1% Triton; 150 mM NaCl. Extrakce probihala 1 hodinu. Po uplynuti dané doby
byl roztok centrifugovan 30 min pfi maximalnich otackach. Supernatant byl
odpipetovan do nové mikrozkumavky.

Aktivita v kazdém vzorku byla zmé&fena Ctyfikrat:
1. s nativnim enzymem s cis-zeatinem
2. s denaturovanym enzymem s cis-zeatinem

3. s nativnim enzymem bez cis-zeatinu
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4. s denaturovanym enzymem bez cis-zeatinu

Vzorky, které prosly varem, byly pfipraveny pro sledovani neenzymatické
pfemény; vzorky bez cis-zeatinu byly pfipraveny pro sledovani, zda se méni mira
hydrolyzy FAD, pokud probiha zaroven isomeracni reakce.

K 50 pl Mcllvaineova pufru byl pfidan 1 pl extraktu. Denaturované vzorky byly
10 minut na termobloku zahfatém na 99°C a nasledné zchlazeny na ledu, aby nedoSlo
k degradaci nékteré z reakénich komponent. Ostatni vzorky byly mezitim na ledu,
aby nedoS$lo k denaturaci enzymu. Poté byl pfidan premix 1 pl 0,2 M DTT, 1 pl 10 mM
FAD, 2yl 1 M MgCl,, 0,4 yl 50 mM cZ a 44,6 ul Mcllvaineova pufru. V pfislusnych
vzorcich byl cis-zeatin vynechan. Jednotlivé mikrozkumavky byly poté promichany na
vortexu a zcentrifugovany. Vzorky byly inkubovany na svétle v klimakomofie pfi 37°C

po dobu 1 hodiny.

5.13 Analyza reakéni smési na HPLC

Po probéhnuti reakce bylo k 10 pyl vzorku pfipipetovano 190 ul startovaci
mobilni faze (viz dale), inkubovano 10 min. Poté byla smés pfenesena do filtrd s pory
o velikosti 0,2 uym (Costar Spin-X; Corning Inc., USA) a zcentrifugovana 5 min,
10000 rpm. Nakonec byly vzorky pfeneseny do vialek uréenych pro HPLC.

HPLC analyza byla provedena na pfistroji Nexera s UV/VIS detekci (Shimadzu,
Japonsko) nakoloné Zorbax Eclipse Plus C18 (RRHD 2,1 x 50 mm
1,8-Micron; Agilent, USA). Mobilni faze A byla 15 mmol/l kyselina mravenci
(98 - 100% p. a.) titrovana amoniakem (25% p. a.), mobilni faze B byla 100% methanol
(HPLC Super Gradient). Analyza na HPLC probihala v methanolovém gradientu
(Tab. 8) pfi pratoku 0,4 ml/min.

Tab. 8 Slozeni mobilni faze v pribé&hu analyzy systémem HPLC-UV/VIS
Cas (min) Slozka A (%) Slozka B (%)

0 78 22
3 78 22
4 10 90
5,5 10 90
6 78 22
8 78 22

Proces trval celkem 8 minut. Sledovana vinova délka byla 268 nm.

Vyhodnoceni bylo provedeno v programu LabSolutions 5.30.
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Bylo sledovano mnozstvi FMN, které vzniklo hydrolyzou FAD a mnozstvi tZ,
jenz vzniklo isomeraci cZ. Aktivita enzymu byla vypocitana tak, ze od mnozstvi FMN
(resp. tZ) vzniklého pfireakci s nativnim enzymem bylo ode¢teno mnozZstvi FMN
(resp. tZ) vzniklého pfi neenzymatické preméné. VypocCtené hodnoty byly dany
do poméru s vysledkem netransformované rostliny ¢. 5 (WT_5), ktery byl stanoven jako

jednotkovy.

5.14 Méreni koncentrace proteinu

Koncentrace proteini byla méfena na UV/VIS spektrofotometru NuDrop
(ACTGene, NJ, USA).

6 Vysledky a diskuze

6.1 Priprava vektoru pro expresi v rostlinach

Vychozim vzorkem pro reakci byl vektor pMK-RQ obsahujici gen
pro hypotetickou zeatin cis-trans isomerasu. Tento gen byl BP reakci uspésné
prenesen do vektoru pDONR-207. Naslednou LB reakci se podafilo gen preklonovat
do vektoru pGWB17, coz je vektor pro expresi v rostlinach.

Vektorem pGWB17:Zmzl byly transformovany bakterie Agrobacterium
rhizogenes, kterymi byly nasledné infikovany listky rajCete. Gen byl v kofincich

uspésné exprimovan, coz bylo prokazano pomoci PCR.

6.2 PCR

PCR byla provedena pro ovéfeni, zda kofinky obsahuji vioZzeny gen
pro hypotetickou zeatin cis-trans isomerasu. Nejdfive byla provedena touch down PCR
(Obr. 8). PCR byla provedena s genomovou DNA, ktera byla z kofinkd vyizolovana
pomoci kitd DNeasy Plant mini Kit.

pGWB17:ZmZ| WT

+ 1 2 22 25 26 | 11l W v &§ 6 7 8 9

700 —

500 —

Obr. 8 Vysledky touch down PCR. Byly pouZity primery ZmZl_zacatek fw a ZmZI_konec_ rev,
ocCekavana velikost amplikonu byla 635 bp. PFfitomnost transgenu byla potvrzena u vzorkd €. 1,
2,22, 11, 1ll, IV. U vzorku €. 25, 26, | a netransformovanych kontrol (WT) byl vysledek negativni;
+ znadi pozitivni kontrolu (plasmid pMK-RQ:ZmZl).
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Jelikoz vysledky ztouch down PCR nebyly prikazné, zfejmé kvali nizké
koncentraci DNA ve vzorku, bylo provedeno real-time PCR, a to nejdfive s gDNA
a nasledné s cDNA.

Z naméfenych hodnot byla metodou AAC; vypocCitdna exprese genu v kofincich.
Vysledky byly vztazeny k netransformované rostliné ¢. 5 (WT_5), ktera byla stanovena
jako jednotkova (Tab. 9).

Tab. 9 Exprese transgen( v kofincich.

Npt ZmZl kon. ZmZl zac.

pGWB17_1 14,774 37,323 6,212
pGWB17_2 11,975 52,128 4,652
pGWB17_8 0,159 0,141 0,221
pGWB17_10 6,369 107,709 3,11
pGWB17_11 10,838 42,606 8,568
pGWB17_12 15,476 40,308 5,322
pGWB17_21 3,848 15,434 1,372
pGWB17_22 43,082 56,376 19,522
pGWB17_25 13,737 60,548 6,169
pGWB17_26 9,151 56,142 3,62
pGWB17_| 25,404 69,986 2,725
pGWB17_lI 22,864 33,128 1,986
pGWB17_lll 4,187 202,391 7,548
pGWB17_IV 25,055 237,207 1,564
WT_7 0,213 0,365 0,094
WT_6 1,399 5,025 0,612
WT_5 1 1 1

Exprese genu hypotetické zeatin cis-trans isomerasy v transformovanych
rostlinach byla nékolikanasobné vyS$Si nez v kontrolnich rostlinach. Potvrdila se tedy
pfitomnost genu u transformovanych rostlin. Vyjimkou byla linie pGWB17_8, u nizZ byla

nizka exprese transgenu i aktivita rekombinantniho enzymu (viz dale).

6.3 Méreni aktivity enzymu
Enzymova aktivita vzajemné pfeménujici zeatiny byla popsana pired dvaceti lety
(Bassil et. al., 1993). Enzym vyzadoval FAD, svétlo a DTT, nevédélo se ale proc.

Nedavno v8ak byla aktivita pfifazena proteinu GRMZM2G143165, ktery je anotovan
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jako nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa. Predpoklada se, Zze enzym $tépi FAD
na FMN, ktery se uplatiuje jako lepSi katalyzator pfi neenzymatické pfeméné cZ na tZ.

Rekombinantni enzym byl exprimovan v kofincich rajCete a jeho aktivita byla
méfena metodou HPLC. Byla sledovana pfeména FAD na FMN a cZ na tZ (Tab. 10).
Mnozstvi FAD, FMN, cZ a tZ uvedené v prvni poloviné tabulky byly naméfeny u vzorku
s nativnim enzymem, ve druhé poloviné jsou hodnoty naméfené u vzorki

s denaturovanym enzymem, které slouzily ke sledovani neenzymatické pfemény.

Tab. 10 Vysledky méfeni enzymové aktivity v kofincich raj¢at (vysledky udavaiji

mnozstvi (v pmol) v reakéni smési po 1 hodiné inkubace na svétle).

Nativni enzym Denaturovany enzym

FAD FMN tZ cZ FAD FMN tZ cZ

pGWwWB17_12 60,09 20,40 50,05 99,92 98,14 1,03 21,94 174,11
pGWB17_11 55,17 20,08 45,27 107,74 92,16 0,11 22,70 162,51
pGWB17_26 53,30 25,17 54,88 90,95 93,00 1,14 24,08 162,35
pGWB17_1 57,35 22,59 55,98 85,05 93,99 1,02 23,87 167,01
pGWB17_22 55,85 21,92 49,02 90,47 97,86 1,30 24,64 172,98
pGWB17_IV 60,67 18,04 49,87 94,78 88,42 0,96 19,96 165,80

pGWB17_llI 61,94 16,10 41,86 101,24 9252 1,02 22,45 169,23
pGWB17_25 61,76 16,97 45,04 103,96 91,41 148 23,16 164,76
pGWB17_| 68,14 14,28 42,12 112,82 89,61 0,13 21,23 164,94

pGWB17_2 74,24 15,26 4598 11955 9264 1,07 23,08 164,73
pGwB17_10 80,76 8,15 33,03 136,93 91,39 0,16 22,60 164,27
pGwB17_21 74,30 6,35 31,01 122,59 91,18 1,18 22,68 164,82

pGWB17_lI 8250 4,80 30,42 136,76 93,04 1,14 23,14 167,11
WT_7 84,80 2,05 23,41 149,68 94,68 1,06 24,90 165,48
pGWB17_8 86,70 166 26,30 146,28 92,63 1,25 22,50 162,69
WT_6 93,72 0,84 2296 163,18 91,39 1,04 23,76 162,21
WT_9 89,13 154 26,68 149,80 93,83 1,13 23,84 167,92
WT_5 86,14 0,20 21,39 153,28 92,94 0,08 22,20 166,07

Je patné, Ze kpfeméné cZ na tZ dochazi iv nepfitomnosti enzymu,
pfi neenzymatické pfeméné vznika pfiblizné 20 - 25 pmol tZ. Oproti tomu FMN
nevznika témer vabec (Tab. 10). Stupen pfemeény v kontrolnich rostlinach byl podobny
jako v extraktech z transformovanych rostlin po denaturaci protein(.

Je vSak zifejmé, Ze €im vice vznikalo FMN, tim vice vznikalo tZ (Obr. 9), coz

podporuje hypotézu, Ze FMN funguje jako katalyzator pfi isomeraci cZ na tZ.
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Z naméfenych hodnot byla vypoc€itana aktivita enzymu (Tab. 11).

Tab. 11 Aktivita enzymu. Cislo udava, kolikrat byla zvy$ena enzymaticka konverze
oproti kontrolni rostliné 5 (WT_5). Enzymaticka konverze se vypocitala rozdilem
mnozstvi vzniklého produktu ve smési s nativnim enzymem a s denaturovanym

enzymem (viz Tab 10).

Hydrolyza FAD Isomerace cZ
pGWB17_12 161,4 35,1
pGWB17_11 166,4 28,2
pGWB17_26 200,2 38,5
pGWB17_1 179,8 40,1
pGWB17_22 171,8 30,5
pGWB17_IV 142,3 37,4
pGWB17_lll 125,7 24,3
pGWB17_25 129,1 27,4
pGWB17_I 118,0 26,1
pGWB17_2 118,3 28,6
pGWB17_10 66,5 13,0
pGWB17_21 43,1 10,4
pGWB17_lI 30,5 9,1
WT_7 8,3 -1,9
pGWB17_8 34 4,7
WT_6 -1,7 -1,0
WT_9 3,4 3,6
WT 5 1,0 -1,0

U transformovanych rostlin byla v pfipadé hydrolyzy FAD naméfena vice
nez stonasobna aktivita enzymu oproti netransformovanym rostlinam, u isomerace

zeatinu byla aktivita vySSi pfiblizné tricetkrat.
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Obr. 9 Graf zavislosti vzniklého tZ na FMN.
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7 Zaver

V teoretické casti byla vypracovana reSerSe na téma cytokininy — zastupci,
biosyntéza, metabolismus a degradace. Dale byla vénovana pozornost skupiné
enzyml zvanych nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa, jejich charakteristice a

vyskytu.

V praktické Casti byl naklonovan gen pro hypotetickou zeatin cis-trans isomerasu
do vektoru pro expresi vrostlinach (pGWB17). Vektor pGWB17:ZmZl byl
transformovan do bakterii Agrobacterium rhizogenes, kterymi byly infikovany listky
rajete. V transgennich kofincich rajéete se podafilo exprimovat transgen, coz bylo
prokazano pomoci real-time PCR. Aktivita enzymu byla méfena metodou HPLC, byla
sledovana prfeména FAD na FMN a cis-zeatinu na trans-zeatin. V rostlinach
obsahujicich gen pro hypotetickou zeatin cis-trans isomerasu byla naméfena vyssi

aktivita oproti netransformovanym rostlinam.

V dalSim vyzkumu se budou vektorem pGWB17:ZmZl transformovat rostliny
Arabidopsis thaliana abudou se vybirat rostliny A. thaliana a ryze s umiéenymi
homology, ve kterych se bude sledovat, zda nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa

bude ovliviiovat hladiny cytokinina.
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8 Seznam pouzitych zkratek

ADP adenosindifosfat

AMP adenosinmonofosfat

Ap, adenosin 5’-tetrafosfat

Ap.A diadenosin 57, 5°"-P1, P2-difosfat
ApsA diadenosin 57, 5°"-P1, P3-trifosfat
ApiA diadenosin 57, 5°"-P1, P4-tetrafosfat
ATP adenosintrifosfat

BA benzyladenin

CK cytokininy

CKX cytokinindehydrogenasa

CTP cytidintrifosfat

cZ cis-zeatin

cZ0G cis-zeatin-O-glukosid

CcZROG cis-zeatin ribosid-O-glukosid

cZR cis-zeatin ribosid

DMAPP dimethylallylpyrofosfat

Dz dihydrozeatin

DZR dihydrozeatin ribosid

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina
ELNPP nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa z latexu Euphorbia characias L.
FAD flavinadenindinukleotid

GPC glycerofosforylcholin

GTP guanidintrifosfat

HMBDP hydroxymethyl-butenyldifosfat

iP N®-(A%-isopentenyl)-adenin

iPDP isopentenyladenosin-5"-difosfat
iPMP isopentenyladenosin-5"-monofosfat
iPR isopentenyladenosin ribosid
iPRMP isopentenyladenosin ribosid 5°-monofosfat
IPT isopentenyltransferasa

iPTP isopentenyladenosin-5’-trifosfat
LPC lysofosfatidylcholin

LOG enzym Lonely guy

MAV mevalonatova draha

memT methoxy- derivat meta-topolinu
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meoT methoxy- derivat ortho-topolinu

MEP methylerythritol-fosfatova draha

mT meta-topolin

NAD nikotinamidadenindinukleotid

NADH nikotinamidadenindinukleotid redukovana forma
NPP nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa

oT ortho-topolin

PCR polymerazova fetézova reakce

pNP-TMP p-nitrofenyl-thymidinmonofosfat

pNPPC p-nitrofenylfosforylcholin

PP difosfat

SPC sfingosylfosforylcholin

TaNPP nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa z pSenice (Triticum aestivum L.)
tRNA transferova RNA

tRNA-IPT tRNA isopentenyltransferasa
TTP thymidintrifosfat

tZ trans-zeatin

tZR trans-zeatin ribosid

tZRDP trans-zeatin ribosid 5°-difosfat
tZRMP trans-zeatin ribosid 5’ -monofosfat
tZRTP trans-zeatin ribosid 5’-trifosfat
UDP uridindifosfat

Z0G zeatin O-glukosyltransferasa
Z0OX zeatin O-xylosyltransferasa
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