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Cile prace

Teoreticka cast:

e Literarni pfehled znamych poznatkl o biosyntetické draze cytokininu
(prenylace prekursorového nukleotidu, hydroxylace postranniho

fetézce, aktivace) se zaméfenim na bakterie.
Experimentalni ¢ast:
e Izolace DNA z cyanobakterie Nostoc PCC 7120, amplifikace
hypotetického genu tRNA isopentenyltransferasy a jeho klonovani do
expresniho vektoru pET-28b.

e Exprese genu v Escherichia coli, optimalizace podminek.

e Vyhodnoceni a diskuse vysledku.
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1 Cytokininy

Cytokininy (CK) jsou velkou skupinou rostlinnych hormonu. Podili se na regulaci
déji jako jsou: senescence, proliferace kofene, apikalni dominance a dalSi
(Kamada-Nobusada a Sakakibara, 2009). V rostlinnych pletivech se vétSinou
vyskytuji ve formé nukleosidl, nukleotidd nebo glykosidd. V burikach jsou
zastoupeny jako volné baze nebo komplexy s tRNA (Sakakibara, 2005). Tyto
chemické slouceniny se v rostlinach objevuji ve velmi malych koncentracich (pmol
* gl
padesatych let minulého stoleti, jako faktory ovliviujici bunécné déleni

Cerstvé hmoty) (Dolezal a kol., 2007). Cytokininy byly objeveny bé&hem

(Barciszewski a kol., 2007). Cytokininy ovliviiuji rast rostliny v zavislosti na
environmentalnich faktorech jako je svétlo, voda a dostupnost Zivin (Hirose a kol.,
2008).

1.1  Struktura cytokininu

Chemicky jsou cytokininy N°-substituované derivaty adeninu. Zakladni
slou€eninou pro syntézu cytokininu je dimethylallylpyrofosfat (Sakakibara, 2006).
V zavislosti na N°-substituentu miizeme rozdélit cytokininy do dvou skupin, na
isoprenoidni a aromatické (Dolezal a kol., 2007). Isoprenoidni cytokininy maji
nasycené nebo nenasycené alifatické postranni fetézce isoprenoidniho puvodu.
Pfirodni isoprenoidni cytokininy jsou tfidény do jedné ze 3 tfid, podle skupiny

vazané na adeninu N° (Kamada-Nobusada a Sakaibara, 2009):

e N°— (A% —isopentenyl) adenin (iP)
e trans-zeatin (tZ) a cis-zeatin (c2)
e dihydrozeatin (DHZ)

Mezi aromatické cytokininy patfi N°-benzyladenin (BA), jeden z nejvice
aktivnich a lehce ziskatelnych syntetickych cytokinint, a jeho hydroxy a methoxy
derivaty topoliny a methoxotopoliny (Strnad, 1997). Mezi slouceniny
s cytokininovou (CK) aktivitou patfi také syntetické derivaty fenylmoc€oviny (Shantz
and Steward, 1955). Pres jejich strukturalni odliSnost vykazuji oba typy cytokininU
(adeninovy typ a fenylmocCovinovy typ) aktivitu v riznych CK biotestech a jsou

efektivné rozpoznavany CK receptory (Yamada a kol., 2001; Spichal a kol., 2004,
12



Mok a kol., 2005). Struktura substituent(i v poloze N° a zkratky odpovidajicich CK
jsou shrnuty v tabulce 1.

Tabulka 1. Piehled struktury nejdtlezitéjich substituentll v poloze N°.

Substituent v poloze N-6 Nazev Zkratka
Isoprenoidni
CHj
‘\:< NC-isopentyladenin iP
CHj
OH
‘\:( trans-zeatin tZ
CHg
CHs
H cis-zeatin cZ
OH
OH
1{7 Dihydrozeatin DHZ
CH,4
Aromatické
% N°-benzyladenin BA
% "OH NC-ortho-hydroxybenzyladenin oOHBA
OH
% N®-meta-hydroxybenzyladenin mOHBA
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2 Biosyntéza cytokinin

Prvni krok biosyntézy CK je N-prenylace adenosin-5"- fosfatd na N®-konci za
pfitomnosti substratu. Reakce je katalyzovana isopentenyltransferasou (IPT).
Aktivita tohoto enzymu byla poprvé popsana v extraktech plisné Dictyostelium
discoideum (Taya a kol., 1978), ktera produkuje inhibitor kliceni diskadenin, coz je
slou€enina, ktera je strukturné podobna cytokininim a je aktivni v CK biotestech
(Nomura a kol., 1977). Existuji dva typy strukturné pfibuznych IPT, které byly
odvozeny od spoleéného rodového predka. Prvni znich je tRNA-IPT (EC
2.5.1.75), ktera modifikuje tRNA navazanim isopentenylové skupiny z
dimethylallylpyrofosfatu (DMAPP) na adenin v pozici 37. Druhym typem enzymu
katalyzujicim biosyntézu CK je adenylatisopentenyltransferasa (EC 2.5.1.27)
(Spichal, 2012).

2.1 Biosyntéza cytokininti pomoci adenylatisopentenyltransferasy

Prvnim krokem v biosyntéze isoprenoidnich cytokininU je prenylace adenosin-5'-
fosfatu (AMP, ADP, ATP) pomoci dimethylallylpyrofosfatu (DMAPP) nebo
hydroxymethylbutenyldifosfatu (HMBDP) (Obr. 1). Reakce je katalyzovana
adenylatisopentenyltransferasou (adenylat-IPT) (Sakakibara, 2005). Pokud jsou
tyto substraty pfitomny, adenylat-IPT katalyzuje syntézu N® — (A2 —isopentenyl)
adeninu (iP) nebo trans-zeatinu (tZ). IPT vySSich rostlin preferuje ATP nebo ADP
pfed AMP. U mikroorganismu je preferovan AMP (Hwang a Sakakibara, 2006).
Prvni identifikace genu kédujiciho enzym de novo biosyntézy CK byla provedena
u bakterie Agrobacterium tumefaciens (Akiyoshi a kol., 1984). Tento gen, znamy
jako Tmr je lokalizovan v T-DNA tumor indukujiciho (Ti) plasmidu a koduje IPT,
ktera je primarné spojovana se syntézou N°-isopentenyladenosin-5"-monofosfatu
(iPRMP) z DMAPP a AMP, ale jako substrat rozeznava i HMBDP (Sakakibara a
kol., 2005). HMBDP je metabolicky produkt methylerytritolfosfatové drahy (MEP),
ktera se vyskytuje u bakterii a v plastidech. Dimethylallyldifosfat je syntetizovan
methylerytritolfosfatovou (MEP) a mevalonatovou (MVA) drahou, ktera se bézné
nachazi u eukaryot v cytosolu. Obecné rostlinné organismy obsahuji vice IPT
genu, napfiklad rostlina Arabidopsis thaliana obsahuje sedm IPT gend pro
adenylat-IPT (Kamada-Nobusada a kol., 2009). Napfiklad AtIPT5 a AtIPT3 hraji

14



dulezitou roli v produkci CK v kofenech. Jejich prispévek k produkci CK je vSak
vyrazné limitovan nutricnimi podminkami rostliny. Dlouhodobym nedostatkem
dusiku ve vyZivé rostliny dochazi k produkci CK v primordiu lateralnich kofena,
pericyklu floémovych doprovodnych bunkach kofene a floémovych doprovodnych
bunikach vyhonku (Takei a kol., 2004). AtIPT1, AtIPT3, AtIPT5 byly lokalizovany
pomoci zeleného fluorescencniho proteinu (GFP) v plastidech listovych bunék.
AtIPT8 byl objeven taktéz v plastidech, avSak v kofenovych burikach. AtIPT7 byl
nalezen v mitochondriich (Kasahara a kol., 2004). U ryZe bylo objeveno osm gent
pro adenylat-IPT (OsIPT1-OsIPT8) zapojenych do N-prenylace v biosyntéze
cytokinind (Kamada-Nobusada a kol., 2009).

2.2 Biosyntéza cytokinint pomoci tRNA-isopentenyltransferasy

Druhou drahou biosyntézy CK je prenylace tRNA, ktera je katalyzovana pomoci
tRNA-isopentenyltransferasy (tRNA-IPT; EC 2.5.1.75). Prenylovana tRNA
obsahuje cis-hydroxylovou skupinu, degradace této tRNA generuje cZ. tRNA-IPT
byla objevena v organismech od bakterii, pfes rostliny po zvifata (Kamada-
Nobusada, 2009). U rostlin A. thaliana a ryze byly objeveny 2 geny kodujici
isoenzymy tRNA-IPT. U A. thaliana to jsou geny AtIPT2 a AtIPT9 (Miyawaki a kol.,
2006), u ryze geny OsIPT9 a OsIPT10 (Sakamoto a kol., 2006). Mutant A.
thaliana deficientni na oba isoenzymy tRNA-IPT vykazoval sniZzeny obsah cZ pod
detekénimi limity, av8ak hladina iP- a tZ-typd cytokinind byla nezménéna
(Miyawaki a kol., 2006). Z toho vyplyva, Zze u A. thaliana se z drahy prenylace
tRNA generuji cytokininy odvozené od cZ. Oproti tomu prenylova skupina iP a tZ

je produkovana MEP drahou pomoci adenylat-IPT (Kasahara a kol., 2004).
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Obr. 1. Model biosyntézy isoprenoidnich CK ve vysSich rostlinach a v rostlinnych burikach
infikovanych A. tumefaciens. Isoprenoidni fetézec iP a tZ pochazi primarné z MEP drahy, cZ je
produkovan MVA drahou. IPT ve vy8Sich rostlinach preferuji ATP a ADP jako akceptor
isoprenoidniho fetézce. N-prenylace je katalyzovana IPT vyuzivajici DMAPP za produkce N°-
isopentenyladenosin-5"-trifosfatu  (iPRTP) a N°-isopentenyladenosin-5"-difosfatu (iPRDP). iP-
nukleotidy jsou pfeménény na prislusné tZ-nukleotidy pomoci CYP735A, ktery preferuje iPRDP
nebo N®-isopentenyladenosin-5"-monofosfatu (iPRMP) vice nez iPRTP. V burikach infikovanych A.
tumefaciens, Tmr zprostfedkovava prenylaci AMP pomoci HMBDP, za produkce trans-zeatin
riboside-5'-monofosfat (tZRMP). tRNA-IPT katalyzuje N-prenylaci tRNA za vzniku cis-zeatin
ribosid-5"-monofosfat (cZRMP). CK-nukleotid-5"-monofosfaty jsou pfimo pfeménény na aktivni
formu pomoci enzymu Lonely guy (LOG). cZ a tZ mohou byt enzymaticky isomerizovany pomoci
zeatin cis-trans isomerasy. Enzymy adenosinkinasa (AK) a adeninfosforibosyltransferasa (APRT)
zajistuji fosforylaci iPR a konjugaci fosforibosylovych zbytkl s iP (Kamada-Nobusada, 2009).

Transferova RNA podléha rliznym post-transkripénim Upravam, které jsou
dalezité pro jejich biologickou funkci. Pfestoze se modifikované baze nachazi
na riznych pozicich v tRNA, nejvice modifikovana ¢ast tRNA je antikodonova
smycCka. Bézné se na téchto modifikovanych tRNA nachazeji adenosiny v pozici
36 a N°-(dimethylallyl)adenosin (iPR) v pozici 37. Vzniku iPR predchazi prenos
dimethylallyllového zbytku z DMAPP na A37 za uvolnéni anorganického
pyrofosfatu pomoci tRNA-IPT (Obr. 2) (Soderberg a Poulter, 2001). DMAPP se
vaze na tRNA-IPT pouze za pfitomnosti tRNA (Moore a Poulter, 1997). U bakterii
je adenin v pozici 37 modifikovan pridanim thiomethylové skupiny na uhlik C2.

V porovnani s E. coli je v mnoha dalSich bakteriich uhlik C5 dimethyallylové
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skupiny hydroxylovan (Soderberg a Poulter, 2001). Pro pfenos prenylové skupiny
je potfeba adenosinu v pozici 36 a 37 (Soderberg a Poulter, 2000). Bakterialni
tRNA z Mycoplasma a tRNA z fiSe Archea neobsahuji zadné isopentenylované
A37 ani jejich derivaty (Soderberg a Poulter, 2001). Pfitomnost dimethylallylové
skupiny neni zasadni pro zmény rychlosti aminoacylace, ani neni vyzadovana pro
zivotaschopnost bakterialnich hostitell. Presto tato dimethylallylova skupina
zesiluje vazbu tRNA k ribozomu béhem translace pomoci stabilizovani relativné
slabé vazby A-U v kodon-antikodonovém komplexu (Soderberg a Poulter, 2001).
Bakterialni tRNA, kde se nevyskytuji modifikace 2MeSiP na pozici 37, vykazuji
chyby béhem translace, které se projevuji zménami v bunééném rdstu a v rychlosti

translace (Moore a kol., 2000).

OH
NH, H~N/\)\ H~N/\fil\ H\N/\A
,r\/im\> MiahA NHTN‘? MiaB,C NS N\} % w’&“\
N AR e &
DMAPP R CH, : cH, N
A iPR 2MeSiP 2MeScZ

Obr. 2. Biosyntéza iPR a jeho derivatd v tRNA. MiaA, MiaB, MiaC a MiaE jsou produkty geni
katalyzujici danou reakci (Soderberg a Poulter, 2000).

U bakterii je enzymu tRNA-IPT kdédovan genem miaA a genem MOD5 u
Sacharomyces cerevisiae (Soderberg a Poulter, 2001). Rosenbaum a Gefter
(1972) vyizolovali tento enzym z E. coli a zjistili, ze pro jeho maximalni aktivitu je
zapotirebi dvojmocny kationt, B-merkaptoethanol a pH 7,5. E. coli DMAPP-tRNA
transferasa je v roztoku monomer, ve vazbé s tRNA substratem se chova jako
multimer (Soderberg a Poulter, 2001). Ty tRNA, které jsou upravovany DMAPP-
tRNA transferasou vykazuji nékolik ryst uvniti antikodonové smycky, které jsou
nezbytné pro pribéh reakce, jako je motiv A36-A37-A38, G-C parovani bazi na
pozici 29-41 a 30-40 a chybéjici parovani bazi G-C nebo C-G na pozici 31-39
(Soderberg a Poulter, 2000). V E. coli tRNA modifikované 2MeSiP zahrnuji ty pro
aminokyseliny Phe, Tyr, Ser, Leu, Trp a Cys (Moore a kol., 2000).
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2.3 Piavod DMAPP a HMBDP

Existuji dvé drahy produkujici donory isoprenoidnich postrannich fetézcu. Prvni,
mevalonatova draha (MVA), kterou nachazime u rostlin, zvifat, hub, archei iu
nékolika bakterii, se nachazi v cytosolu a mitochondriich. MVA draha zacina
kondenzaci tfi molekul acetyl-CoA a nasledné redukci na melavonat. Tato reakce
je ovlivhovana mnozstvim isoprenoidnich molekul a inhibovana statiny, jako
lovastatin nebo mevastatin. Nasledné je mevalonat dvakrat fosforylovan za tvorby
mevalonat-5-difosfatu. Mevalonat-5-difosfat poté dale podliéha fosforylaci,
nasledované dekarboxylaci fizenou defosforylaci za vzniku isopentenyldifosfatu,
ktery je izomerizovan na DMAPP, jez slouzi jako prekurzor pro biosyntézu CK
(Frébort a kol., 2011).

Druha, methylerythritolfosfatova draha (MEP) lokalizovana v plastidech,
zaCina  kondezaci  pyruvatu a  glyceraldehyd-3-fosfatu  za  tvorby
1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfatu, ktery je nasledné pfeménén v methylerythritolfosfat.
Tento krok je katalyzovan reduktoisomerasou. Methylerytritolfosfat je spojen
s cytidylfosfatovym zbytkem a nasledné fosforylovan za uvolnéni cyklického
adenosin monofosfatu (cAMP) (Frébort a kol., 2011). Poté dochazi k cyklizaci a
redukci za tvorby HMBDP, ze kterého dalSi redukci mize vzniknout DMAPP

(isomeraci isopentenylpyrofosfatu).

3 Modifikace cytokinint

3.1 Hydroxylace

Nukleotidy, odvozené od iP produkované adenylat-IPT, podléhaji hydroxylaci na
jejich prenylovych postrannich fetézcich. Tento krok je zasadni pro biosyntézu
cytokininl odvozenych od tZ (Spichal, 2012). Byly navrhnuty 2 mozné drahy
pro biosyntézu tZ-cytokininu. Prvni je isopentenyl-independentni draha, kde jsou
tZ-cytokininy produkovany pfimo pfenosem hydroxylovaného postranniho fetézce
z prekurzoru HMBDP na adeninovy kruh. V druhé isopentenyl-dependentni draze
je iP-nukleotid produkovan jako prvni a posléze hydroxylovan pomoci cytochrom
P450 monooxygenasy (Takei a kol., 2004). U Arabidopsis thaliana tuto reakci
katalyzuji dvé cytochrom P450 monooxygenasy, CYP735A1 a CYP735A2. Pro
tvorbu tZ-nukleotidi vyuziva CYP735A pouze iP-nukleotidy, nikoli iP ¢&i iP-
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nukleosidy. Reakce je stereo-specificka, neprodukuji se tedy cZ-nukleotidy
(Kamada-Nobusada a kol., 2009). Ukazalo se, Zze auxin ovliviiuje hladinu zeatinu,
za pomoci snizeni exprese CYP735A a inhibici isopentenyl-independentni drahy.
Ktera ztéchto drah bude vice vyuzivana, je ovlivnéno plvodem donoru

postranniho fetézce (Frébort a kol., 2011).

3.2  Aktivace cytokininovych nukleotidl a nukleosidu

Cytokininy jsou de novo syntetizovany jako malo aktivni nukleotidy mono-, di-
nebo ftrifosfaty; pfipadné uvolfiovani cytokininG ztRNA vede k tvorbé
cytokininovych monofosfatd (Frébort a kol., 2011). Aby byly CK-nukleotidy aktivni,
musi byt pfevedeny do formy volnych bazi. Do tohoto procesu je zapojeno nékolik
enzymd, mezi né patfi 5’-nukleosidasa (EC 3.1.3.5) a
adenosinnukleosidasa (EC 3.2.2.7) (Mok a Mok 2001). Prvni draha se sklada ze
dvou krokd. Prvni krokem je prevedeni nukleotidd na nukleosidy pomoci
nukleotidasy, a dale pfevedeni na nukleobaze pomoci nukleosidasy. Aktivita
téchto enzymu byla objevena v pSeni¢nych kli¢cich v roce 1981, avSak doposud
nebyly objeveny geny téchto enzymud (Chen a Kristopeit, a, b, 1981). Mutant A.
thaliana deficientni na adenosinnukleosidasu obsahoval vice cytokininu ve formé
nukleotidi a nukleosidu v porovnani s nemutovanou rostlinou (Auer, 2002). Dalsi
zpusob aktivace cytokinin je pomoci enzymu lonely guy (LOG). V roce 2007 byl
tento enzym identifikovan a poprvé vyizolovan zryze. LOG ma
fosforibohydrolasovou aktivitu a uvolfiuje ribosa-5"-monofosfatovy zbytek z CK-
nukleosid-5"-monofosfatu. LOG tak pfimo preménuje CK-nukleotidy na aktivni
nukleobaze. Nazev LOG byl odvozen od pouziti mutantni rostliny, kde byla
deaktivovana vyZiva kofenového meristému a rostliny ¢asto obsahovaly pouze
tyCinky, nikoliv pestiky, odtud nazev lonely guy (Kurakawa a kol., 2007). LOG
pfeménuje vSechny Ctyfi CK-nukleosid-5"-monofosfaty, iPRMP, tZRMP, DZRMP a
cZRMP. U A. thaliana bylo predikovano devét LOG genl (LOG1-LOG9), stejné
jako u ryze a charakterizovano sedm LOG proteind ( LOG1 az LOGS5, LOGY7,
LOGS8) vykazujicich fosforibohydrolasovou aktivitu. Studie z roku 2012 prokazala,
genu je LOG?7, ktery zajiStuje udrzbu vrcholového meristému vyhonkl a

primarniho kofene A. thaliana (Tokunaga a kol., 2012).
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3.3 Glykosylace

DalSi Castou modifikaci adeninového kruhu CK je glykosylace. Tato reakce je
katalyzovana enzymem glukosyltransferasou (EC 2.4.1.118) (Mok a Mok, 2001).
Ke glykosylaci dochazi na pozici N3, N7 a N9 adeninového kruhu cytokinini (Mok
a Mok, 2001) a jako donor cukerné jednotky slouzi uridindifosfatglukosa (UDPG) a
uridintrifosfatglukosa (UTPG) (Spichal a kol., 2012). N7 a N9 glykosidy jsou
neaktivni v biotestech. Pfedpoklada se proto, ze N7 a N9 glykosylace nevratné
inaktivuje cytokininy (Mok a Mok 2001). U A. thaliana bylo identifikovano 5 gen
koédujici enzymy s N-glykosylaéni aktivitou (Kieber a kol., 2014). Tyto enzymy
zajistuji pfenos glukosylové skupiny z uridin 5°-difosfoglukosy na atomy dusiku
v pozici 7 a 9 (Hou a kol., 2004). Jelikoz glykosylace muze probihat na pozici
N nebo O cytokininu, vznikaji dva typy glukosidd, N-glukosidy a O-glukosidy. Vznik
N-glukosidi zajiStuje glukosyltransferasa (EC 2.4.1.118), vznik O-glukosidu
zajistuje O-glukosyltransferasa (ZOG, EC 2.4.1.203) (Dixon a kol.,, 1989) a
xylosyltransferasa (EC 2.4.1.204) (Turner a kol., 1987). Celkova stabilita glukosidu
byla prokazana experimentem, kdy po oSetfeni testované rostliny topoliny byly
naméreny vysoké hladiny 9-glukosid-6-benzyladeninu, které pfetrvaly v rostlinnych
pletivech i po jednom mésici kultivace na médiu bez CK (Bairu a kol., 2011).
Oproti N-glukosidim podléhaji O-glykosidy reverzni deglykosylaci pomoci enzymu
B-glukosidasy (EC 3.2.1.21). O-glykosidy jsou povazovany za inaktivni zasobni
formy CK (Brzobohaty a kol., 1998). V pfipadé ZOG je vyuzivan jako donor
cukerné jednotky uridin-difosfatglukosa (UDPG) nebo uridin-difosfatxylulosa
(UDPX), oproti tomu O-xylosyltransferasa vyuziva pouze UDPX (Martin a kol.,
2001).
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4 Biosyntéza cytokininu u bakterii

4.1 Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens neboli Rhizobium radiobacter je gramnegativni bakterie patfici do
fadu Rhizobiales. Jeji patogenita zavisi na pfitomnosti tumor indukujiciho
plasmidu Ti, obsahujici T-DNA, ktera je ohraniCena pfimymi repetitivnimi
sekvencemi o velikosti 25 bazi. Jako vSudypfitomné puadni organismy je A.
tumefaciens schopna dvou zivotnich stylll, jako volné Zijici nebo jako patogen ve
spojeni s rostlinnym hostitelem. Zije-li nezavisle na hostiteli, jeji virulence je
prakticky uml€ena (Subramoni a kol., 2014). Pfedpokladalo se, Ze A. tumefaciens
je schopna napadnout pouze poranénou rostlinu, avSak toto bylo vyvraceno v roce
2005 (Brencic a kol., 2005). Po pfijmuti signalu rostlinného plvodu v rhizosfére
jsou aktivovany jeji chromozomalni virulentni geny (geny chv) a virulentni geny
kédované Ti plasmidem (geny vir) (Subramoni a kol., 2014). Geny chv kéduji
syntézu extracelularnich oligosacharidl, jako je cyklicky 1,2-b-d-glukan, které
umoznuji této bakterii pfichyceni k hostitelskému organismu (Cangelosi a
kol.,1989). Vir geny jsou pfimo zapojeny do pfenosu T-DNA z Ti plasmidu do
genomové DNA hostitele. Je zajimavé, Ze geny obsazené v T-DNA jsou
onkogenni a zaroven nejsou nezbytné pro pfenos samotné T-DNA. Z toho divodu
mohou byt tyto geny odstranény a nahrazeny geny nasSeho zajmu a takto
modifikovanou T-DNA muzZeme prenést a exprimovat v rostlinné bunce. Tato
vlastnost A. tumefaciens déla ztéto bakterie jedineCny nastroj genetickych
modifikaci. A. tumefaciens obsahuje 2 isoenzymy IPT, kédované geny Tmr a Tzs
(Krall a kol., 2002). Gen Tzs je lokalizovan na virulenti ¢asti nopaliniho Ti plasmidu
a je syntetizovan ve volné Zijici bakterii. Produkt genu Tzs, enzym Tzs, stimuluje
u€innost pfenosu T-DNA (John M., 1988). Enzym Tmr kédovany v regionu T-DNA
indukuje rast tumoru v hostitelskych burikach (Akiyoshi D. a kol., 1983). Enzym
IPT kédovany genem Tmr katalyzuje prvni reakci biosyntézy cytokininud, reakci
AMP s DMAPP za vzniku iPRMP. Afinita enzymu Tmr pro HMBDP a DMAPP je
stejna. Tmr i Tzs nevyuziva kromé AMP zadné dalSi adenosinfosfaty (Sakakibara
a kol., 2006). Ve stromatech plastidi vyuziva Tmr HMBDP bez zprostfedkované
CK hydroxylace enzymem CYP735A. Tato situace umoznuje bakterii A.
tumefaciens produkovat vysoké mnozstvi tZ, které vede k indukci tumorogeneze,
zatimco hydroxylace hostitelovou monooxygenasou CYP735A je potlaCovana
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auxinem. Dale pak HMBDP-reduktasa produkuje isopentenyldifosfat a DMAPP v
poméru 5:1, z ¢eho Ize usoudit, Ze v plastidech je mnozstvi HMBDP dostupné pro
Tmr vétSi nez mnozstvi DMAPP (Sakakibara, 2006).

4.2 Rhodococcus fascians

R. fascians je fytopatogenni, grampozitivni bakterie zpUsobujici malformaci
vyhonku (Depuydt a kol., 2008), obsahuijici linearni konjugativni plasmid pFiD188.
Jeho patologie je zplsobena produkci smési Sesti cytokininQ: isopentenyladeninu,
trans-zeatinu, cis- zeatinu a jejich 2-methylthio derivatl. Za pomoci sekvenéni
analyzy plasmidu pFiD188 byly identifikovany 3 operony hyp, att a fas. Gen fas se
sklada z 6 genu (Obr. 3) zapojenych pfimo do biosyntézy cytokinina (Crespi a kol.,
1992). Protein kédovany genem FasA je homologni k cytochrom monooxygenase
P450. Zatimco N-koncova ¢ast genu FasB odpovida typové 4Fe-3S ferredoxinim
vyskytujicich se v aktinobakteriich, C-koncova €ast je homologni k a-podjednotce
pyruvatdehydrogenasy. FasC predstavuje B-podjednotku téhoz enzymu. FasD
koduje IPT (Crespi a kol., 1992). Protein FaskE je homologni k rostlinné cytokinin
dehydrogenase (CKX). FasF s fosforibohydrolasovou aktivitou uvolfiuje pfimo
volné baze zjejich prekuzorl podobné jako enzym LOG u A. thaliana
(Pertry a kol., 2010).

| rasn>( fasB> fasC JEEI m fasF

FasA P450 monooxygenasa

FasB ferredoxin/pyruvat dekarboxylasa a podjednotka
FasC pyruvéat dekarboxylasa p podjednotka

FasD iIsopentenyltransferasa

FaskE cvtokinin oxidasa/dehvdrogenasa

FasfF lysin dekarboxylasa/fosforibohydrolasa

Obr. 3. Schématické zobrazeni operonu fas a popis funkci produktl jednotlivych gen(i (Pertry a
kol., 2010)
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4.3 Streptomyces turgidiscabies

S. turgidiscabies je grampozitivni, patogenni bakterie patfici do kmene
Actinobacteria. Je pfiCinou strupovitosti bramborovych hliz.  Strupovitost
bramborovych hliz je ekonomicky nejvaznéjsi rostlinna nemoc, kterou tento druh
bakterii zpUsobuje, jelikoz napada bramborové hlizy a neni druhové specificka
(Loria a kol., 1997). Patogenita této bakterie je zpusobena mobilnim patogennim
ostrovem (PAI). Mobilni patogenni ostrov patfi do skupiny genomickych ostrov(
(GEl), coz jsou Casti DNA, které maji funk&ni mobilni geny. V PAI byl objeven fas
operon, homologni k fas operonu bakterie R. fascians (Kers a kol., 2005). Fas
operon se bézné nevyskytuje u S. scabies a S. acidiscabies, ale pfedpoklada se,
Ze tento operon mlze byt zakomponovan do genomu v ¢asti patogenniho ostrova
(PAI) u S. turgidiscabies,. Pét z Sesti genlu fas operonu jsou uspofadany v téchto
dvou patogenech stejné. U S. turgidiscabies byl Sesty gen fasé pfemistén v ramci
chromosomu. Vedle genu fasl byly u S. turgidiscabies objeveny 2 geny
methyltransferasy (mtrl a mtr2). U R. fascians nebyla role téchto genu prokazana
(Joshi a Loria, 2007). Dale byly prokazany geny pro protein transmembranového
pfenosu a gen fas6. Oblast fas operonu je ohrani¢ena dvémi transpozibilnimi
elementy z rodiny IS 110, které umoznuji pfenos genetické informace do jinych
bakterii (Joshi a Loria, 2007).

4.4 Pseudomonas syringae pv. savastanoi

Fytopatogenni, gramnegativni bakterie Pseudomonas syringae pv. savastanoi
zpusobuje vznik nadord na jeho hostiteli: olivovniku, oleandru a ptacim zobu.
V roce 1986 byl identifikovan gen Ptz, ktery je funkéné homologni ke genu Tzs,
lokalizovaném na Ti plasmidu A. tumefaciens (Powell a kol., 1986). Gen Ptz je
lokalizovan na plasmidu rodiny pPT23A (PFP) (Pérez a kol., 2008). Ackoli oba Ptz
a Tzs obsahuji podobna prokaryoticka vazebna mista ribozomu, podstatna zména
je vidét v ramci regionl kontrolujici transkripci. Ptz se stejné jako Tzs neintegruje

do hostitelského genomu. (Powell a kol., 1986).
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4.5 Erwinia herbicola pv. gypsophiale

Erwinia herbicola pv. gypsophiale gramnegativni patogenni bakterie. U této
bakterie byl objeven plasmid pPATH, ktery je zodpovédny za patogenitu.
Sekvenéni analyzou tohoto plasmidu byla prokazana pfitomnost 2 gend
(pre-etz, etz). Gen pre-etz neni homologni k zadnému znamému genu a jeho
funkce je neznama (Guo a kol., 2001). Gen etz koduje isopentenyltransferasu.
Cteci ramec genu pre-etz zadind 121 pard bazi od koncového kodonu iaaH
(indolacetamid hydroxylasa), koduje 169 aminokyselin, Cteci ramec genu etz
zadina 624 pard bazi od iaaH a koduje 237 aminokyselin. Cteci ramce prvniho
genu a druhého genu se prekryvaji (kodony TGA a ATG). Toto pFekryti Ctecich
ramcd je unikatni u genl zapojenych do CK biosyntézy. Cteci ramce maiji funkci
pfi vybéru hostitele. Geny pre-etz a etz obsahuji nizké mnozstvi nukleotidd GC
(41% a 35%) a spoleCné predstavuji odliSnou oblast v porovnani s okolnimi
oblastmi s vy88im obsahem GC. Vzhledem k tomu, Ze nizky obsah nukleotidi GC
neni znakem genové rodiny ipt, pfedpoklada se, Zze etz a pre-etz byly ziskany
bakterii E. herbicola z jiné bakterie obsahujici nizké mnozstvi nukleotidd GC
v téchto genech. Prestoze se gen etz podoba ostatnim genl zapojenym
v produkci cytokinint, vykazuje nejmens$i uroveri homologie s podobnymi geny
gramnegativnich bakterii. Za pouziti DNA préb byly prokazany pomoci Northern
RNA hybridizace 2 transkripty (o velikosti 1kb a 1,4kb) z nichz transkript specificky
pro etz prevladal. Pfitomnost vétSiho transkriptu, ktery hybridizoval jak s pre-etz
prébou, tak s etz probou, naznacCuje, ze tyto dva geny mohou tvofit domnély
operon. Na druhou stranu prokazani transkriptu specifického pro etz o velikosti
1,0kb, svédc¢i o moznosti, Zze tento gen etz muze byt monocistronicky. Mutace etz
zpusobuje zastaveni produkce cytokininl, o 42% sniZeni produkce tvorby tumoru,
a témér uplné odstranéni pfiznaklh onemocnéni v téle rostliny (Lichter a kol.,
1995).

4.6 Methylobacterium

Bakterie rodu Methylobacterium (pink-pigmented facultative methylotrophic
bakteria- PPFM) jsou €asto studované fakultativni methylotrofy. Tyto bakterie jsou
klasifikovany jako a-Proteobacteria a jsou schopny rdstu na methanolu a

methylaminu. Kmeny Methylobacterium se bézné vyskytuji v padé, stejné jako na
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povrchu listl Siroké palety rostlin. Koenig a jeho kolegové predlozili v roce 2002
soubor studii, které predstavuji dulezity krok v pochopeni molekularni podstaty
interakci mezi Methylobacterium a rostlinou. Tato studie ukazuje, ze Ctyfi razné
kmeny Methylobacterium a bakterie M. extorquens produkuji v Cisté kultufe zeatin
v nizkych koncentracich a vylu€uji jej do kultivaCniho média. Pomoci HPLC
(vysokotlaka kapalinové chromatografie) a radioimunitniho testu (za pouziti
monoklonalni protilatek specifickych pro trans-hydroxylované cytokininy) zjistili, Zze
se jedna od trans-zeatin. Dale potvrdili, Ze trans-zeatin neni syntetizovan de novo,
nybrz je odvozen od tRNA (Koenig a kol., 2002).

4.7 Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis je grampozitivni, obligatné aerobni bakterie, zpusobujici vétSinu
pfipadu tuberkulézy. M. tuberculosis je citliva vac¢i hladiné oxidu dusnatého, ktery
poskozuje nukleové kyseliny, lipidy a proteiny. U této bakterie byl objeven enzym
Rv1205, ktery byl oznacCen za lysin dekarboxylasu (LDC). V roce 2015 byla
provedena studie, ktera tuto domnénku vyvratila a pomoci sekvencni analyzy PSI-
BLAST zjistila, ze Rv1205 je sekvenéné podobny rostlinnému enzymu LOG
s fosforibohydrolasovou aktivitou objeveném poprvé v ryZi Oryza sativa. Dale bylo
prokazano, ze M. tuberculosis produkuje fadu cytokininG. Tyto cytokininy a jejich
derivaty jako napfiklad iP ¢i 2MeSiP byly prokazany jak v supernatantech, tak v
bunénych extraktech M. tuberculosis, av8ak funkce cytokinini v této bakterii
zUstava neznama. Studie dale prokazala, Zze u bakterie s inaktivovanou
proteosomalni degradaci dochazi ke hromadéni Rv1205 a to vede k zvySenému
vyskytu cytokininovych bazi. Tyto baze jsou dale degradovany za vzniku
aldehydu, které zpusobuji vyssi citlivost va¢i oxidu dusnatému. NaruSeni funkce
Rv1205 v kmenech s defektnim proteasomem vedlo k obnoveni resistence vUdi
oxidu dusnatému a k zvySenému bakterialnimu rustu v hostiteli. Pfedpoklada se,
Ze cytokininy mohou byt vyuzity jako signalni molekuly ke komunikaci a mohou

pomahat bakterii infikovat hostitele (Samanovic a kol., 2015).
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5 Material

5.1 Pristroje

Centrifuga Heraeus Multifuge X1R( Thermo Scientific, USA)
Centrifuga ScanSpeed 1730 MR (Labogene, Dansko)
Laminarni flowbox biohazard Viterbro (Italie)
Spektrofotometr Agilent 8453 (USA)

Termocykler T gradient (Biometra, Némecko)

Termocykler TC-512 (Techne, USA)

Ultrazvukova lazen Elmasonic S10 (Elma, Némecko)
UV-VIS spektrofotometr UV-2401PC (Shimadzu, Japonsko)

5.2 Enzymy a chemikalie

Deoxynukleotidtrifosfaty (Thermo Fisher Scientific, USA)
DNA marker GeneRuler 1 kb (Thermo Fisher Scientific, USA)
Chloramfenikol - 25 mg/ml (Fluka, Némecko)

Kanamycin 100 mg/ml (Fluka, Némecko)

Membrane Binding roztok (Promega, USA)

Membrane Wash roztok (Promega, USA)

NEB 3.1 pufr (NEB, Velka Britanie)

PCR Phusion pufr (New England Biolabs, Velka Britanie)
Phusion DNA polymerasa (New England Biolabs, Velka Britanie)
Proteinasa K (QIAGEN, Némecko)

Restrikéni endonukleasa Ndel (NEB, Velka Britanie)
Restrikéni endonukleasa Sall (NEB, Velka Britanie)

T4 DNA ligasa (New England Biolabs, Velka Britanie)
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6 Metody

6.1 lzolace DNA z cyanobakterie Nostoc PCC 7120

Do kazdé z deseti zkumavek bylo napipetovano 1,5 ml kultury Nostoc sp. PCC
7120. Nasledovala sonifikace kultury po dobu 10 min. Pro dikladné rozbiti
agregatu byly kultury ve zkumavkach nékolikrat pipetovany nahoru a dold. Po
centrifugaci pfi 12 000 g (5 min, 25 °C) byl supernatant odlit. Pelet byl promyt 1 ml
50mM Tris/HCI, pH 8, obsahujicim 5mM EDTA a 50mM chloridu sodného.
Nasledovala centrifugace pfi 12 000 g (2 min, 4 °C). Supernatant byl odlit a pelet
rozsuspendovan v 0,2 ml 50mM Tris/HCI, pH 8 s 5mM EDTA. Byly pfidany 4 ul
proteinasy K (QIAGEN). Zkumavky byly vloZzeny do termobloku rozehfatého na 55
°C. Po 10 minutach bylo do kazdé zkumavky pfidano 600 pl extrakéniho pufru
(100mM  Tris/HCI, pH 8, 1.4M chlorid sodny, 20mM EDTA, 3 %
cetyltrimethylammonium bromid, 1 % N-lauroylsarkosin) zahfatého na 55 °C a 6 pl
B-merkaptoethanolu, nasledovala inkubace pfi 55 °C 30 minut s obasnym
protfepanim (cca kazdych 5 minut). Poté byly zkumavky chlazeny na ledu
1 minutu. Bylo pfidano 800 ul smési fenol/chloroform/isoamylalkohol (25:24:1).
Obsah zkumavek byl protfepavan, dokud nevznikla bild emulze. Nasledovala
centrifugace pfi 12 000 g (5 min, 25 °C). Objem 0,5 ml horni faze byl pfesunut
do Cistych zkumavek, bylo pfidano 400 ul smési fenol/chloroform/isoamylalkohol
(25:24:1). Zkumavky byly didkladné promichany pomoci vortexu. Nasledovala
centrifugace pfi 18 000 g (5 min, 25 °C). Horni faze byla odebrana do novych
zkumavek. K této fazi bylo pfidano 40 ul octanu draselného a 1 ml 100% ethanolu
vychlazeného na -20 °C. Smés byla promichana pomoci vortexu. Nasledovala
centrifugace pfi 18 000 g (5 min, 25 °C). Po centrifugaci byl supernatant odlit a byl
pfidan 1 ml 70% etanolu vychlazeného na -20 °C. Smés byla centrifugovana pfi 18
000 g (5 min, 25 °C). Po odliti supernatantu byly zkumavky kratce centrifugovany,
aby doSlo k odstfedéni zbytku ethanolu na dno zkumavky, ktery byl poté peclivé
odpipetovan. Po vysuseni byla srazenina DNA resuspendovana ve 40 pl sterilni
destilované vody. Cistota a koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky

pfi vinovych délkach 260 nm a 280 nm na spektrofotometru.
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6.2 lzolace plasmidové DNA

Ze zasobni kultury E. coli nesouci plasmid pET-28b, kultivované pfes noc pfi
teploté 37 °C, bylo pfepipetovano 1,5 ml do 8 mikrozkumavek. Separace bunék
od média byla provedena centrifugaci pfi 5 000 g (1 min, 4 °C). Médium bylo
odlito. Nasledné bylo pfidano 0,3 ml roztoku P1 (50mM Tris/HCI pH 8,0; 10mM
EDTA, 0,1 mg/ml RNasy A), pelet byl suspendovan pomoci vortexu. K této smési
bylo pfidano 0,3 ml roztoku P2 (0,2M hydroxid sodny, 1% SDS). Obsah zkumavek
byl nékolikerym pfevracenim promichan. Nasledovala inkubace pfi laboratorni
teploté. Po 5 minutach bylo pfipipetovano 0,3 ml roztoku P3 (3M octan draselny
pH 5,5) obsah zkumavek byl nékolikerym pfevracenim promichan a ponechan
5 minut na ledu. Nasledné byly zkumavky centrifugovany pfi 14 000 g (10 min,
4 °C) a supernatanty byly prepipetovany do novych zkumavek. K tomuto
supernatantu bylo pfidano 0,5 ml isopropanolu. Smés byla centrifugovana
pfi 14 000 g (20 min, 4 °C) a supernatant byl odpipetovan. Srazenina DNA byla
promyta 0,5 ml 70% ethanolu vychlazeného na -20 °C a nasledné centrifugovana
pfi 14 000 g (5 min, 4 °C). Supernatant byl odpipetovan. Srazenina DNA byla
vysusena 30 minut ve flowboxu a poté resuspendovana pipetovanim v 0,04 ml
sterilni vody. Poté byla spektrofotometricky stanovena pfi vinovych délkach

260 nm a 280 nm jeji koncentrace a Cistota.

6.3 Amplifikace IPT genu pomoci polymerazové retézové reakce (PCR)

Do PCR zkumavek o objemu 0,2 ml bylo napipetovano 10 yl PCR Phusion pufru
a1 uyl deoxynukleotidtrifosfat mixu (dNTP). Poté byl na sténu zkumavky
napipetovan 1 ul primeru NolPT2_Ndelfw o koncentraci 500 nmol/ul (5-GGAATT

CCATATGACTAAATTAATCGTAATTTG-3") a 1 pl primeru NolPT2_Sallrev (5°-AC
GCGTCGACCTACGGTTGT-3") o téze koncentraci. Poté bylo pfipipetovano 0,5
Mg DNA matrice (objem byl prfepocitan podle koncentrace realného vzorku). Bylo
pridano x ul sterilni vody tak, aby byl celkovy objem smési 50 pl. Jako posledni
byla pfidana DNA polymerasy Phusion (0,5 pl). Mezi jednotlivymi kroky byla smés
chlazena na ledu. Po pfidani v8ech reagencii byla smés promichana pomoci
vortexu a kratce centrifugovana, aby se vS§echny slozky dostaly na dno zkumavky.
Na termocykleru byl nastaven PCR program slozeny z 35 cykll. Byly pouzity

riizné teploty pro navazani primeru se stfedni hodnotou 63 °C.
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Pocate¢ni denaturace pfi 98 °C, 30 sekund
Denaturace pfi 98 °C, 10 sekund

Navazani primert pfi 63 °C + 3 °C, 30 sekund
Elongace pfi 72 °C, 30 sekund

o & 0N E

Koncova elongace 72 °C, 10 minut

Kroky 2-4 se opakovaly 35-krat. Vznikly produkt byl vizualné zkontrolovan pomoci
agarosové elektroforézy (1% koncentrace gelu). Koncentrace amplifikovaného

genu byla zméfena pomoci spektrofotometru.

6.4 Restrikce plasmidu pET-28b a genu NolPT2

Reakéni smés pro restrikci plasmidu pET-28b obsahovala 2,5 ul pufru NEB 3.1,
1 pl restrikéni endonukleasy Ndel, 1 pl restrikéni endonukleasy Sall, 1 pl
plasmidové DNA a 14,5 ul sterilni vody pro doplnéni celkového objemu 20 pl.
Reakéni smés pro restrikci genu NolPT2 obsahovala 2,5 ul pufru NEB 3.1, 21 pl
PCR produktu, 1 pl restrikéni endonukleasy Ndel, 1 pul restrikCni endonukleasy
Sall v celkovém objemu 25 pl. Restrikce probihala 2 hodiny pfi teploté 37 °C. Poté

byla provedena agarosova elektroforéza a nasledna izolace DNA z gelu.

6.5 lzolace DNA z agarosového gelu

Purifikace DNA probihala pomoci kitu Wizard SV Gel (vyrobce). Z agarosového
gelu byl pomoci skalpelu vyfiznut usek obsahujici DNA, ktery byl vioZen do
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml. Bylo pfidano 646 yl Membrane Binding roztoku
(10 pI roztoku na 10 pg gelu). Obsah zkumavky byl dukladné protfepan pomoci
vortexu a inkubovan pfi teploté 60 °C, dokud se gel uplné nerozpustil. Takto
vzniklad smés byla pfenesena na SV minikolonu, kterd byla zasunuta ve sbérné
mikrozkumavce. Probéhla inkubace, pfi laboratorni teploté, 1 minutu. Nasledovala
centrifugace pfi 16 000 g po dobu 1 min pfi laboratorni teploté. Do SV minikolony
bylo pfidano 700 ul Membrane Wash roztoku (obsahujiciho ethanol). Probéhla
centrifugace pfi 16 000 g po dobu 1 min pfi laboratorni teploté. Poté bylo pfidano
500 pl Membrane Wash roztoku a nasledovala 5 min centrifugace pfi 16 000 g.
Pro odstranéni zbytkd téchto roztokl nasledovala centrifugace oteviené
minikolony na prazdno 1 min pfi 16 000 g. SV minikolona byla poté pfenesena do

prazdné mikrozkumavky. Bylo pfidano 50 uyl PCR vody. Po 10 minutach byla
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provedena centrifugace pfi 16 000 g 1 minutu, kdy se zachycena DNA

v minikoloné uvolnila do mikrozkumavky.

6.6 Ligace DNA

Ligace probihala ve 3 mikrozkumavkach pfi riznych pomérech vektoru a genu,
kazda ve smési o celkovém objemu 10 pl. Smés pro ligaci v prvni zkumavce
obsahovala 0,5 yl T4 DNA ligasy, 1 ul ligaéniho pufru, 4 ul vektoru pET-28b,
0,33 pl genu NoIPT2 (molarni pomér vektoru a genu 1:1) a 4,17 ul PCR vody.
Smeés v druhé zkumavce obsahovala 0,5 yl T4 DNA ligasy, 1 pl ligacniho pufru,
4 ul vektoru pET-28b, 1 yl genu NolPT2 (molarni pomér vektoru a genu 1:3) a
3,5 ul PCR vody. Treti zkumavka obsahovala 0,5 pl T4 DNA ligasy, 1 ul ligaéniho
pufru, 4 pl vektoru pET-28b, 1,65 yl genu NolPT2 (molarni pomér vektoru a genu
1:5) a 2,85 ul PCR vody. Ligace probihala 10 h pfi 16 °C.

6.7 Transformace Escherichia coli

Pro transformaci byly pouzity chemicky kompetentni buriky Escherichia coli TOP
10. Do mikrozkumavek bylo napipetovano 50 ul bunék E. coli a 5 pl ligani smési.
Obsah mikrozkumavky byl opatrné promichan Spickou pipety a inkubovan na ledu
po dobu 30 minut. Nasledné byly mikrozkumavky pfeneseny do termobloku
vyhiatého na 42 °C, kde probihala inkubace po dobu 1 minuty. Poté bylo pfidano
S.0.C médium (2 g tryptone, 0,55 g kvasni¢ny extrakt, 1 ml 1M chlorid sodny, 1 mi
1M chlorid draselny, 1 ml 2M Mg®", 1 ml 2M glukosa, deionizovana voda do
100 ml). Do mikrozkumavky s pomérem 1:1 (vektor:insert) bylo pfidano 500 pl
meédia, s pomérem 1:3 400 yl média a s pomérem 1:5 250 ul média. Bakterialni

buriky byly dale inkubovany 1 hodinu pfi 37 °C a 170 otackach.

6.8 Selekce transformovanych bunék

Bylo pfipraveno 8 Petriho misek s LB agarem obsahujicich antibiotikum
kanamycin o koncentraci 50 ug/ml. Na prvni 3 misky bylo napipetovano 50, 100
a 150 pl transformovanych bunék (pomér vektor:insert 1:1) Na dalSi 3 misky bylo
napipetovano 50, 100 a 200 ul transformovanych bunék (1:3). Na posledni 2 misky

bylo napipetovano 50 a 100 pl transformovanych bunék (1:5). Pomoci vyzZihané
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hokejky byly tyto buiky rozetfeny po celém povrchu agaru. Nasledovala inkubace
pfes noc pfi 37 °C. Poté byly nahodné vybrané kolonie E. coli z kazdé misky
pfeoCkovany do zkumavek obsahujicich2 ml LB média s kanamycinem
(50 pg/ml). Nasledovala inkubace pfes noc pfi 37 °C. Po inkubaci probéhla izolace

plasmidu a jeho restrikCni analyza.

6.9 lzolace a kontrolni restrikce rekombinantniho plasmidu
pPET-28b::NoIPT2

Pro izolaci rekombinantniho plasmidu byl pouZit postup popsany v kapitole 6.2.
Pro restrikci byl zvolen objem reakéni smési 20 pl. Tato smés obsahovala 0,2 pl
restrikéni endonukleasy Sall, 0,2 ul restrikéni endonukleasy Ndel, 2 ul pufru
NEB 3.1, 5 pl rekombinantni DNA a na doplnéni 12,6 yl PCR vody. Restrikce
probihala 24 hodin pfi teploté 37 °C. Poté byla provedena agarosova

elektroforéza za ucelem kontroly zaklonovani sledovaného genu.

6.10 Exprese genu NolPT2

Rekombinantni plasmid byl vnesen do expresnich bunék E. coli BL21(DE3)Star
a BL21(DE3)Rosetta 2 pomoci metody teplotniho Soku (viz 6.1.7.) Nasledné byly
bunky selektovany na miskach s LB agarem s obsahem kanamycinu (100 mg/ml),
v pfipadé Rosetta 2 bunék s obsahem kanamycinu a chloramfenikolu (25 pg/ml).
Nahodné vybrané vzniklé kolonie byly pfeoCkovany do tekutého LB média rovnéz
s obsahem téchto antibiotik. Exprese bunék E. coli BL21(DE3)Star probihala v 20
ml LB média, obsahujici 1 ml 1% glukosy, 10 yl kanamycinu (100 mg/ml) a 400 pl
prekultury, ktera byla kultivovana 24 h pfi 37 °C (prekultura byla slozena z 1,5 pl
kanamycinu 100 mg/ml , 3 ml LB média a 20 pl kultury bunék BL21(DE3)Star,
v pfipadé bunék BL21(DE3)Rosetta 2 prekultura obsahovala navic 3 pl
chloramfenikol 25 ug/ml). Pro expresi bunék E. coli BL21(DE3)Rosetta 2 médium
obsahovalo navic 20 ul chloramfenikolu (25 pg/ml). Jako kontrola byly pouzity
bunky transformované prazdnym plasmidem. Poté probihala inkubace pfi 37°C, pfi
160 rpm. Prabézné byla méfena opticka hustota. Pfi dosazeni ODgoo= 0,4-0,6 byla
exprese proteinu v poloviné banék indukovana pfidavkem 1 M isopropyl-3-D-1-
thiogalaktopyranosidem (IPTG). Buriky v druhé poloviné banék nebyly indukovany.
Nasledovala inkubace po dobu 5 h nebo 20 h, pfi teploté 18 °C nebo 25 °C pfi
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150 rpm. Obsah banék byl poté centrifugovan pfi 10 000 g, pfi teploté 4 °C po
dobu 10 minut. Médium bylo odlito.

6.11 Izolace produktu

K 10 ml lyza¢niho pufru (50 mM Tris/HCI pH 7,5, 300 mM chlorid sodny, 10 mM
chlorid hofe€naty, 10 mM imidazol, 10 mM merkaptoethanol). K bufkam bylo
pfidano 800 pl tohoto pufru a nasledné byly burnky rozsuspendovany. Zkumavky
byly vloZzeny do tekutého dusiku na 15 vtefin, poté byly pfemistény do vyhratého
termobloku na 42 °C po dobu potifebnou k roztati obsahu zkumavky. Tento postup
byl opakovan 5x. Nasledovala centrifugace pfi 10 000 g pfi teploté 4 °C po dobu
10 minut. Supernatanty byly odpipetovany do Cistych zkumavek. K rozdéleni
proteind byla pouZita elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za denaturujicich
podminek (SDS-PAGE) s pouzitim 12,5% déliciho a 5% zaostfovaciho gelu.
K vizualizaci rozdélenych proteint byla pouzita Coomasie Blue Brilliant R 250.
Vzorky (15 pl lyzatu+5 pl pufru 4xSDS) pro SDS-PAGE byly inkubovany pfi 95 °C
v termobloku po dobu 10 minut. Zbytky bunék byly rozsuspendovany v 1,2 ml
sterilni vody. Odebrano bylo 15 pl a k tomuto mnozstvi pfidano 5 ul pufru 4xSDS.
Probéhla inkubace v termobloku pfi 95 °C 10 minut a nasledovala SDS-PAGE.

6.12 lzolace rekombinantniho plasmidu pro sekvenovani

Izolace probihala podle navodu QIAprep Spin Miniprep kit (QIAGEN). Zkumavky
s kulturami byly centrifugovany 3 min, pfi 9 000 g a 20 °C. Supernatant byl odlit.
K peletu bylo pfidano 250 ul pufru P1 a pomoci $picky byl pelet opatrné
resuspendovan. K suspenzi bylo pfipipetovano 250 ul pufru P2, obsahujiciho
LySeBlue reagent. Smés byla promichana pfevracenim zkumavky, dokud nebyla
Cira. Do smési poté bylo pfidano 350 ul pufru N3 a byla opét promichana
prevracenim zkumavky. Po odbarveni smési probéhla centrifugace pfFi 13 000 g po
dobu 10 min, pfi 20 °C. Supernatant byl napipetovan do kolonek a centrifugovan
1 min pfi 13 000 g, pfi laboratorni teploté. Kolonka byla poté promyta 500 ul PB
pufru a centrifugovana 1 min pfi 13 000 g, pfi laboratorni teploté. Supernatant byl
odstranén. Kolonka byla promyta 750 pl PE pufru a centrifugovana pfi 13 000 g,
1 min, pfi laboratorni teploté. Kolonky byly pfemistény do Cistych mikrozkumavek

a centrifugovany 1 min pfi 13 000 g, za laboratorni teploty. Do kolonky bylo
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nasledné napipetovano 50 pl sterilni vody a probéhla eluce pomoci centrifugace
(13 000 g, 1 min).

7 Vysledky a diskuze

7.1 Amplifikace genu NolPT2

Po vyizolovani genomové DNA byl gen NolPT2 o velikosti 888 bp (Obr. 4)
amplifikovan pomoci PCR. Byla provedena optimalizace podminek pro PCR
reakci, testovany byly rizné teploty pro nasednuti primeru a koncentrace DNA.
Pro amplifikaci genomové DNA byly pouzity primery NolPT2_Ndelfw (5-GGAATT
CCATATGACTAAATTAATCGTAATTTG-3") a NolPT2_Sallrv (5'-ACGCGTCGAA
CCTACGGTTGT-3). Amplifikace DNA byla vizualné kontrolovana pomoci

agarosoveé elektroforézy (Obr. 5).
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Obr. 4: Nukleotidova a proteinova sekvence NolPT2 z cyanobakterie Nostoc PCC 7120. Protein
tvofi 295 aminokyselin.
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10 000 bp —P

5000 bp —p

1000 bp —»

Obr. 5: Optimalizace amplifikace genu NolPT2 pomoci PCR. M - marker (1 kb), 1. Gen NolPT2 -
teplota nasedani primeru 60 °C, 2. Gen NolPT2 - teplota nasedani primeru 60,1 °C, 3. Gen NolPT2
- teplota nasedani primeru 60,6 °C, 4. Gen NolPT2 - teplota nasedani primeru 61,2 °C, 5. Gen
NoIPT2 - teplota nasedani primeru 61,9 °C, 6. Gen NoIPT2 - teplota nasedani primeru 62,6 °C, 7.
Gen NolIPT2 - teplota nasedani primeru 63,3 °C, 8. Gen NolPT2 - teplota nasedani primeru 64,1
°C, 9. Gen NolPT2- teplota nasedani primeru 64,8 °C, 10. Gen NolPT2 - teplota nasedani primeru
65,4 °C, 11. Gen NolIPT2 - teplota nasedani primeru 65,8 °C, 12. Gen NolPT2 - teplota nasedani
primeru 66 °C.

Gen NolIPT2 byl uspésné amplifikovan pomoci PCR reakce. Pro dal§i amplifikaci
byla pouZita teplota nasedani primeru 61,2 °C. K zaklonovani genu byl vybran
plasmid pET-28b (Obr. 6), ktery obsahuje mista pro Stépeni restrikEnimi
endonukleasami Ndel, Sall (Obr. 7) a sekvenci opakujicich se histidinl (6x), jez se
vyuziva pfi detekci a purifikaci proteinu. Dale tento plasmid obsahuje Lacl
sekvenci, ktera koduje lac represor. Represor se v nepfitomnosti IPTG vaze na
DNA vektoru pobliz T7 promotoru a tim blokuje aktivitu T7 RNA polymerasy.
Plasmid pET-28b byl vyizolovan z E. coli, nasledovala restrikce plasmidu a
amplifikovaného genu NoIPT2 pomoci restrik€nich endonukleasa Ndel a Sall za
vzniku lepivych koncu. Restrikce byla ovéfena pomoci agarosové elektroforézy
(Obr. 8).
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Obr. 6: Mapa vektoru pET-28b(+) (pfevzato z Novagen pET System Manual TB055 10th Edition

Rev.B 0403).

T7 polaselnl primer #@3483
pETupstrear}'\llpnmer#m2143 T7 promoter I35 operator Abal s
AGATCTCGATCCCGLGAAATTAATACGACTCACTATAGCGRAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGARATAATTTIGTT
Neal HiseT=g _Nda| Nhel T7T=a
CATGGECAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGETGLLS TAT ACTEGTGE
tet HisH HisH GiyL 3G @ ' ) ThrG1yGIyGinG
Eagl thrombin
Sall_ Hindlll __Naotl  Xkol His=Tag
I TCGACAAGCTTGCGGCCECACTCGAGCACCACCACCACCACCACT ET-28a0
@ nila Tt 3 P -
! 28b|

Obr. 7: Sekvence klonovaci kazety s restrikénimi misty Ndel a Sall- Cervené podtrzena (pfevzato

z Novagen pET System Manual TB055 10th Edition Rev.B 0403).
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Obr. 8: Restrikce amplifikovaného genu NolPT2 a plasmidu pET-28b. M - marker, 1. Plasmid pET-
28b — velikost 5368 kb, 2. Gen NolPT2- velikost 888 kb.

Pozadované fragmenty o velikosti 888 kb a 5368 kb, byly z gelu vyfezany a
precistény. Tyto fragmenty genu NolPT2 a plasmidové DNA byly ligovany (objem
genu a vektoru byl odhadnut z intenzity pasu na agarosovém gelu) pomoci T4
DNA ligasy (viz 6.1.6). Takto pfipraveny rekombinantni plasmid pET-28b::NolPT2
byl vloZzen do chemicky kompetetnich bunék E. coli TOP 10. Tyto buriky byly
kultivovany na Petriho miskach obsahujici LB agar a antibiotikum kanamycin.
Vzniklé kolonie byly asepticky prfeneseny do tekutého LB média s obsahem
kanamycinu a kultivovany pfes noc. Z takto pfipravenych kultur byl vyizolovan
rekombinantni plasmid pET-28b::NolPT2. Spravné zaklonovani genu NolPT2 bylo
ovéreno restrikéni analyzou za pouZiti endonukleas Ndel, Sall a nasledné
agarosovou elektroforézou (Obr. 9). Kontrolni restrikce ukazala, Zze k spravnému
zaklonovani genu NolPT2 doslo ve vzorcich, kde pomér vektor:insert byl 1:1 a 1:3.

Pro dalSi experiment byl vybran rekombinantni plasmid €. 4.
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Obr. 9: Kontrolni restrikce rekombinantniho plasmidu (RP) pET-28b::NolPT2. M — marker; 1.- 3.
RP-liga¢ni smés 1:1; 4.- 7. RP-ligacni smés 1:3; 8. RP- liga¢ni smés 1:5, nespravné zaklonovany
gen.

7.2  Produkce proteinu tRNA-IPT

Pro expresi proteinu byly vybrany dva typy bunék E. coli, BL21(DE3)Star
a BL21(DE3)Rosetta 2. Rekombinantni plasmid byl do téchto bunék vnesen
metodou teplotniho Soku. Jako kontrola byl vnesen téz prazdny plasmid. Timto
zpusobem pfipravené buriky E. coli BL21(DE3)Star byly selektovany na miskach
s LB agarem obsahujici kanamycin. E. coli BL21(DE3)Rosetta 2 bunky byly
selektovany na miskach s LB agarem obsahujicim kanamycin a chloramfenikol. TFi
nahodné vybrané kolonie byly pfeoCkovany do tekutého LB média s obsahem
téchto antibiotik. Probéhla kultivace, nasledné byla zméfena optickad hustota pfi
600 nm a byl pfidan induktor exprese IPTG do poloviny banék s kulturami.
Nasledné probihala kultivace po dobu 5 a 20 h, pfi teploté 18 °C a 25 °C, pfi 150
rom. Exprese proteinu v bunécnych lyzatech za rdznych podminek byla ovéfena
pomoci SDS-PAGE (Obr. 10-13). Exprese proteinu ve zbytku bunék byla nasledné
ovérena pomoci SDS-PAGE (Obr. 14-15).
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Obr. 10: Analyza lyzatl bunék E. coli BL21(DE3)Star. M — marker; 1. Klon 1, 25 °C, 5 h, bez

indukce; 2. Klon 1, 25 °C, 5 h, IPTG; 3. Klon 2, 25 °C, 5 h, bez indukce; 4. Klon 2, 25 °C, 5 h,

IPTG; 5. Klon 3, 25 °C, 5 h, bez indukce; 6. Klon 3, 25 °C, 5 h, IPTG. Na gel bylo naneseno 15 pl
vzorku.
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Obr. 11: Analyza lyzatd bunék E. coli BL21(DE3)Rosetta 2. M — marker; 1. Klon 1, 25 °C, 5 h, bez
indukce; 2. Klon 1, 25 °C, 5 h, IPTG; 3. Klon 2, 25 °C, 5 h, bez indukce; 4. Klon 2, 25 °C, 5 h,

IPTG; 5. Klon 3, 25 °C, 5 h, bez indukce; 6. Klon 3, 25 °C, 5 h, IPTG. Na gel bylo naneseno 15 pl
vzorku.
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Obr. 12: Analyza lyzatl bunék E. coli BL21(DE3)Rosetta 2 a E. coli BL21(DE3)Star, doba exprese
24 hodin pfi teploté 18 °C. M — marker; 1. Star- Prazdny plasmid-IPTG; 2. Star-bez indukce; 3.
Star-IPTG; 4. Rosetta- bez indukce; 5. Rosetta- IPTG. Na gel bylo nabeseno 15 pl vzorku.
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Obr. 13: Analyza lyzatd bunék E. coli BL21(DE3)Rosetta 2 a E. coli BL21(DE3)Star, doba exprese
18 hodin, pfi teploté 25 °C. M — marker; 1. Star- Prazdny plasmid-IPTG; 2. Star-bez indukce; 3.
Star-IPTG; 4. Rosetta- bez indukce; 5. Rosetta- IPTG. Na gel bylo naneseno 15 pl vzorku.
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Obr. 14: Analyza exprese proteinli ve zbytku bunék E. coli BL21(DE3)Star. M — marker; 1.
Prazdny plasmid, 25 °C, 20 h; 2. 25 °C, 5 h, bez indukce; 3. 25 °C, 5 h, IPTG; 4. 25 °C, 20 h, bez
indukce; 5. 25 °C, 20 h, IPTG; 6. Prazdny plasmid, 18 °C, 20 h; 7. 18 °C, 20 h, bez indukce; 8. 18
°C, 20 h, IPTG. Na gel bylo naneseno 8 pl vzorku.
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Obr. 15: Analyza exprese proteind ve zbytku bunék E. coli BL21(DE3)Rosetta 2. M — marker; 1. 25
°C, 5 h, bez indukce; 2. 25 °C, 5 h, IPTG; 3. 25 °C, 20 h, bez indukce; 4. 25 °C, 20 h, IPTG; 5. 18
°C, 20 h, bez indukce; 6. 18 °C, 20 h, IPTG. Na gel bylo naneseno 8 pl vzorku.

Z vysledku lze fici, Ze exprese proteinu probihala v obou typech indukovanych
bunék. Teplota a doba exprese mély na expresi minimalni vliv. U gelu s lyzaty
nelze urcit, zda probiha exprese do cytoplasmy, neni pozorovatelny rozdil mezi
indukovanymi a neindukovanymi vzorky. Z porovnani geld bunék a lyzatd lze
usoudit, Zze exprimovany protein genu NolPT2 byl ukladan do inkluznich télisek
buniky, coz je v pfipadé rekombinantnich proteini ¢asty jev. Vznik téchto télisek
probiha v situaci, kdy bufka neni schopna zpracovat a spravné poskladat tak

velké mnozstvi novych polypeptidovych fetézcu, nebo kdyz je vznikajici protein
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pro buriku toxicky a interferuje s modifikacemi vilastni tRNA (Qoronfleh, 2007).
Z dodateCné sekvenace genu NolPT2, bylo zjisténo, Zze doslo k zaméné nukleotidu
na pozici 107 z guaninu na adenin, coz vedlo k zaméné aminokyseliny na pozici
36 z argininu na histidin (Obr. 16). V porovnani se sekvenci tRNA-IPT z E. coli
(Soderberg a kol., 2001), Ize usoudit, Zze nedoSlo ke zméné v konzervativnim
residuu, tudiz by zaména neméla mit vyrazny vliv na funkci proteinu, av8ak

s jistotou to fici nelze, jelikoz aktivita enzymu v této prace méfena nebyla.

63 73 83 93 103 13

RPN LoMPOg ) . IS | (PR 1 . [ SNPAR. ( RON: | MY, » JUPRNSRTNN .| o AR | » A N, ) | JOS | i, o8]

NoIPT2—» GGCTTTGAACTTAGCTATGCGGCTGGGTTCTGTGATTCTGAGTGCTGATTCTCIGTCAAGT
ALCCEDNT T E KT MR e ST T e ST TATTD s R e

NoIPT2 rev—» GGCTTTGAACTTAGCTATGCGGCTGGGTTCTGTGATTCTGAGTGCTGATTCTCATCAAGT
A L N OFE A M OR L B s W I B S A DE H] e v

NOIPT2 fv—% GGCTTTGAACTTAGCTATGCGGCTGGGTTCTGTGATTCTGAGTGCTGATTCTCATCAAGT
A OIN OE A M R O S W B CSUA B S g V¥

Obr. 16: Cést nukleotidové a proteinové sekvence genu NoIPT2 s vyznadenym mistem zamény
(pozice 107). NolPT2 - srovnavaci sekvence z databaze, NolPT2_rev - vysledek sekvenace ze
sméru od koncového kodonu, NolPT2_fw - vysledek sekvenace ze sméru od pocate¢niho kodonu.
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8 Zaver

Jednim z cill bakalafské prace bylo vypracovani literarni reSerSe na téma
biosyntéza cytokinin se zaméfenim na bakterie. Tato ¢ast se podrobné vénovala
biosyntéze a dale modifikacim cytokinini. Také zde byla popsana specifika
biosyntézy cytokinint u vybranych zastupcul bakterii.

V praktické Casti byla provedena izolace genomové DNA z cyanobakterie
Nostoc sp. PCC 7120. Nasledné byla provedena amplifikace genu NolPT2 pomoci
PCR. DalSi krokem byla izolace plasmidu pET-28b z kultury E. coli. Poté byla
provedena restrikce amplifikovaného genu, plasmidu a jejich ligace. Vznikly
rekombinantni plasmid pET-28b::NolPT2 byl transformovan do expresnich burnek
E. coli BL21(DE3)STAR a BL21(DE3)Rosetta 2 a kultivovan za ruznych
podminek. Z vySe uvedenych vysledkl vyplyva, Ze exprese genu NolPT2 probéhla
v obou typech indukovanych bunék, avSak buriky vzniklé proteiny ukladaly do
inkluznich télisek. Exprese proteinu nebyla ovlivhéna teplotou ¢i dobou exprese.
Provedeny experiment byl uspésny, gen NolPT2 byl zaklonovan do plasmidu a
nasledné byl enzym tRNA-isopentenyltransferasa exprimovan v expresnich
bunkach.
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