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1 UVOD

Mech Physcomitrella patens je vyuzivan jako modelovy organismus jiz fadu let a patii
z fylogenetického hlediska mezi vyvojové staré organismy. V poslednich letech vzrostl
zajem o jeho vyuziti pro rostlinny vyzkum, Kk ¢emuz ptispiva dominantni haploidni faze,
vysokd schopnost homologni rekombinace, moznost vyuziti novych metod jako RNA
interference nebo CRISPR/Cas9 a také pomérné€ nedavno osekvenovany genom. Jeho rist
a vyvoj je kontrolovan piedevsim evoluén¢ starymi fytohormony cytokininy a auxiny a
kyselinou abscisovou. Cast jeho genomu nese sekvenéni motivy geni jinych rostlin, u
kterych funkce v Physcomitrella patens zatim neni znama, coz zvysuje pravdépodobnost
objevu novych a neobvyklych funkci genli. Pozoruhodné je, Ze na zdklad¢ téchto
sekvenénich motivii genom mechu koduje pouze homology pro tRNA-IPT, typ IPT, ktery
se pravdépodobné¢ podili v kvetoucich rostlinach pouze z malé casti na biosyntéze
aktivnich volnych cytokinint.

Cilené vytazeni PpIPT1 genu v Physcomitrella patens vedlo k drastickému snizeni
tRNA-vazanych cytokinind, zejména cis-zeatinu, a narust volnych cytokinind
isopentenyladeninu a trans-zeatinu v pletivech, coz naznacuje existenci druhé,
tRNA-nezavislé drahy v mechu. Tato drdha se zd4 dilezitda v produkci aktivnich
cytokinini v Physcomitrella patens, a tak je zadouci podrobny vyzkum ostatnich Sesti

IPT gend mechu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Physcomitrella patens, modelovy organismus niZSich rostlin

Physcomitrella patens slouzi jako modelova rostlina jiz vice nez 80 let, avSak
Vv poslednich 15 letech vyrazné vzrostl zajem o jeho vyuziti pro vyzkum rostlinnych
funkci (Cove et al., 2009). Physcomitrella patens se hojn¢ vyuziva ke studiu fylogeneze
niz8ich rostlin a je k tomu hned nékolik divodut. Z fylogenetického hlediska totiz patii
mech Physcomitrella patens mezi vyvojové staré organismy. Posledni spole¢ny piedek
mechi a kvetoucich rostlin Zzil pfiblizné pied 500 miliony lety (Lang et al., 2010).
Srovnavaci studie nam dovoluji odvodit biologické vlastnosti tohoto spole¢ného predka,
coz nam umoziuje 1épe porozumét ruznorodosti rostlinného vyvoje (Cove et al., 2009).
Velkou vyhodou je vysoka schopnost homologni rekombinace, kterd umoznuje cilené
vyfazeni genl (tzv. knockout), coz jsou spolu s RNA interferenci jedny z hlavnich
nastroju reverzni genetiky (Kamisugi et al., 2006; Schaefer a Zryd, 1997).
Genom Physcomitrella patens byl kompletné osekvenovan, jsou také dostupné fyzické
a genetické mapy (phytozome.org, cosmoss.org) a vice nez 250 000 exprimovanych
sekvenénich znacek (EST). Nedavno byl vytvofen atlas transkriptomu (eFP browser)
pokryvajici vétSinu Zivotniho cyklu modelového mechu Physcomitrella patens,
zahrnujici také detailni vyvoj sporofytu. Pomoci tohoto atlasu je mozné studovat, v jakém
pletivu je gen naseho zajmu exprimovan a za jakych podminek. Velky vyznam ma také
dominantni haploidni fadze Zivotniho cyklu, kterd umoZiluje piimé genetické analyzy
(Cove et al., 2009; Ortiz-Ramirez et al., 2016; Rensing et al., 2008).
Kultury Physcomitrella patens se jednoduse péstuji a vzhledem k dominantni haploidni
fazi lze pouzit experimentalnich technik podobnych jako u bakterii a kvasinek.
Jeho vyvoj je relativné jednoduchy a vytvaii pouze nékolik typt pletiv, ktera obsahuji
omezeny pocet typu bunék. Ackoliv mechy postradaji cévnata pletiva a pravé organy,
mnoho signaliza¢nich drah, které se nachazeji v krytosemennych rostlinach, je v mechu
zachovano. Rist a vyvoj mechu Physcomitrella patens je kontrolovan zejména evoluéné
starymi fytohormony, mezi néz patii auxiny, cytokininy a kyselina abscisova (Cho et al.,
2009; Decker et al., 2006; von Schwartzenberg, 2009). Navic okolo % genomu mechu
obsahuje geny, u kterych zatim funkce neni znama, nesouci sekvenéni motivy jinych
rostlin, coz zvysuje Sanci tspésné identifikovat nové a neobvyklé funkce gend (Cove et
al., 2009). Na zaklad¢ téchto divodu byl mech Physcomitrella patens stanoven jako

modelovy systém pro evoluéné vyvojovou biologii (tzv. evo-devo) a rostlinnou
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molekularni genetiku (Prigge a Bezanilla, 2010). Jedna se o zékladniho ¢lena zelené linie
rostlin, ktery koduje hlavni enzymy pro metabolismus, degradaci a signalizaci cytokinint
(CK) s kompletné osekvenovanym genomem (Lang et al., 2008; Pils a Heyl, 2009;
Rensing et al., 2008). Geny mechu kodujici prvni krok v biosyntéze Ck piedstavuji
vyhradné homology pro tRNA-IPT, typ IPT, ktery je povazovan v kvetoucich rostlinach
pouze z malé Casti podilejici se na biosyntéze aktivnich volnych Ck (Miyawaki et al.,
2006).

2.1.1 Zivotni cyklus Physcomitrella patens

Mech P. patens (Hedw.) Bruch & Schimp poprvé pouzil pro laboratorni experimenty
Fritz von Wettstein v roce 1924, ktery studoval efekty na variace ploidie a dédi¢nost
vzoru v mezidruhovych a mezirodovych kfizenich srodinou mechti Funariaceae
(von Wettstein, 1924). Moderni éra vyzkumu Physcomitrelly zac¢ina roku 1968, kdy
Paulinus Engel vytvoril prvni mutanty tohoto mechu (Engel, 1968). Stejné jako u vSech
suchozemskych rostlin, zivotni cyklus mechu se sklada z mnohobunééné haploidni
generace tzv. gametofytu, ktera se stfida s morfologicky odlisnou diploidni generaci
tzv. sporofytu. Na rozdil od cévnatych rostlin, gametofyt je zde dominantni fazi Zivotniho
cyklu. Gametofyt muze byt bud’ lupenity, nebo rozdélen na kauloid (lodyzka), fyloid
(listky) a rhizoid (ptichytna vlakna). Haploidni spory kli¢i a tvoii vlakna prvokli¢ku.
Prvoklicky se zpocatku skladaji z chloronemalnich bunck, které jsou plné velkych
subapikalni bunky se vétvi k vytvoreni novych vrcholii. Nékteré apikalni chloronemalni
buiiky se vyviji v druhy typ bunégk, tzv. kaulonema. Kaulonemalni vldkna obsahuji maly
pocet drobnych chloroplastii, ale déli se rychleji nez chloronema. Subapikalni bunky
kaulonemalnich vldken se vétvi atvoii vice vldken a stopek listl, nazyvanych
gametofory, na kterych se produkuji gamety. Mech je jednodomy: sam¢i i samici gamety
jsou produkovany na stejném gametoforu. Ackoliv je béZné samooplozeni, mize dojit ke
ktizeni, pokud dva kmeny rostou blizko sebe. Oplozené zygoty se vyviji ve sporofyt,
ktery zlstava ptichycen ke gametoforu. V rdmci sporofytu, spory matefské buiiky davaji
vzniknout sporam meioticky (Cove et al., 2009; Reski, 1998; Schween et al., 2003).
Sam¢i gamety, spermatozoidy, jsou tvofeny v pelatkach (antheridia) a jsou pohyblivé,
maji bic¢iky, zatimco samici pohlavni buiiky jsou produkovany v zarodecnicich

(archegonia). Oplodnéna zygota se vyviji ve sporofyt sestavajici z kratkého seta
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nesouciho kapsle, které po dozrani obsahuji asi 4000 spor (Engel, 1968). Vzrist P. patens
je pomérné maly, a v pfirod¢ gametofory ziidka dorustaji vysky pies 5 mm. Vyskytuje se
predevsim na mokrych ptudach, a zejména na mistech sezonnich zaplav, naptiklad biehi
jezer, rybniki, fek a odvodnovacich ptikopt, predev§sim na severni polokouli. Pfirozené
populace produkuji spory od zafi do biezna, v zavislosti na lokalité. Ackoli je vyskyt P.
patens omezen predevsim na Severni Ameriku a Evropu, ostatni morfologicky podobné
druhy se vyskytuji i v Africe, Asii, Jizni Americe a Australii (Cove et al., 2009). K
vyvolani gametogeneze jsou nezbytné teploty pod 18 °C (Engel, 1968), a kratké délky
dne ke zvyseni indukce gametangia (Hohe et al., 2002). V dusledku toho, sporofyty jsou
tvofeny v pozdnim 1ét€, a prezimuji jako spory. Kultury P. patens mohou byt péstovany
na pevnych nebo tekutych médiich nejcastéji pii teplotach 24-26 °C, ptipadné pii 15 °C
pro izolaci teplotné citlivych mutantl. Nejéastéjsi svételny rezim je 16 h svétla a 8 h tmy
(Cove et al., 2009).

Prvokli¢ek (protonema) £ GAMETOFOR

Gametofor

Spory

Chloronema
SPOROFYT

- {\'i |
} 4 /zarodeéniky
M
s3 ‘: J 52 Si

Obr. 1 Zivotni cyklus Physcomitrella patens (pfevzato z Ortiz-Ramirez et al., 2016).




P. patens ma vysokou schopnost regenerace. Malé kousky bud’ gametofytického nebo
sporofytického pletiva regeneruji v prvoklickové pletivo. Pletivo prvokli¢ku mize byt
naru$en0 mechanicky, napiiklad homogenizatorem, a vysledné fragmenty pletiv mizou

byt pouzity jako inokulum pro dalsi kultury (Grimsley et al., 1977).

2.1.2 Geneticka transformace

Enzymatickym $t€penim buné¢né stény mladého pletiva prvoklicku mizeme generovat
velké mnozstvi protoplastt (Grimsley et al., 1977; Schween et al.,, 2003).
Protoplasty regeneruji na osmoticky pufrovaném médiu prekrytém celofanem pii teploté
25 °C. Regenerace protoplasti vede piimo Kk pletivu prvoklicku, a to zpisobem v zasadé
podobnému tomu u kli¢icich spor, proto se protoplasty pouZzivaji jako vychozi material

pro mutagenezi, transformaci a somatickou hybridizaci (Cove et al., 2009).

2.1.2.1 Primy piijem DNA protoplasty

Pro transformaci P. patens byla nejprve pouzivana transfekce protoplasti
zprostiedkovana pomoci polyethylenglykolu (PEG) (Schaefer et al., 1991).
Nejcastéji pouzivanymi selekénimi markery jsou geny rezistence k antibiotikiim
geneticinu (G418), hygromycinu a zeocinu. Pfi transformaci vznikaji v zasad¢ tii t¥idy
rezistentnich regenerantll. Prvni, pfechodné, které nezadrzuji rezistenci v subkultufe, dale
nestabilni, které vykazuji pomaly rist na selektivnim médiu. Pfedpoklada se, ze
transformovany plasmid se neintegruje do genomu a rezistence se tudiz nepfenasi pies
meidzu a rychle se ztraci, pokud pomine selekce. Tteti skupinou jsou stabilni regeneranti,
kteti rostou na selektivnim médiu téméf stejné rychle jako na neselektivnim médiu a jejich
rezistence je pienaSena meiosou a je zachovana i pii absenci selekce (Cove et al., 2009;

Schaefer et al., 1994).

2.1.2.2 Dalsi metody transformace

P. patens je také mozné transformovat biolisticky (Sawahel et al., 1992). DNA je
navazana na mikroprojektily a nasledné vstielena do pletiva prvoklicku rostoucim na
pevném mediu pokrytém celofanovym diskem. Stejné jako u transformace pomoci PEG,
tato metoda transformace také vytvari vyse popsané tii skupiny transformantt (Bezanilla
et al., 2003). Je obtizné porovnat ti¢innost obou transformacnich metod kvantitativng,

nicméné frekvence stabilni transformace na 1 ug DNA biolistickou metodou je asi 10x
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vy$$i nez pii metodé vyuzivajici PEG. Tepelné osetfeni DNA pied bombardovanim
zvysuje frekvenci transformace jesté pétkrat (Cho et al., 1999). V poslednich letech byly
uspésné pouzity pro transformaci nové virulentni kmeny A. tumefaciens a ukazalo se, ze
tvoii vice stabilnich transformantii nez pomoci PEG nebo biolistickych metod (Smidkova
etal., 2010).

2.1.2.3 Selekéni kazety, promotery a reportérové geny

Nejcastéji pouzivana selekéni kazeta pro transformaci P. patens obsahuje gen kodujici
neomycinfosfotransferasu (NPTII) ud¢lujici rezistenci vic¢i geneticinu (G418), jehoz
exprese je Fizena promotorem viru mozaiky kvétaku (CaMV 35S) a ukoncena
terminatorem pro nopalinsynthetasu (tNOS) (Schaefer et al., 1991). Je mozné pouzit i jiné
selekéni kazety, které obsahuji bud’ gen pro hygromycin-B 4-O-kinasu hph (Mittmann et
al., 2004) nebo hygromycinfosfotransferasu aphlV (Imaizumi et al., 2002; Schaefer et al.,
1991) kodujici rezistenci k hygromycinu. Reportérové geny bézné pouzivané v
semennych rostlinach také dobte funguji v P. patens, napt. gen uidA (GUS), ktery koduje
B-glukuronidasu (Knight et al., 1995). Tento gen ma tu vyhodu, ze poskytuje citlivy test
pro genovou expresi, ale nevyhodou je, Ze test je obvykle letdlni. Gen kddujici zeleny
fluorescenéni protein (GFP) z meduzy Aequoria Victoria funguje také v P. patens, ale
proto, Ze GFP neni enzym, je zapotiebi vyssi hladiny exprese. Tento poZadavek mlZe byt
kompenzovan do uré¢ité miry tim, ze GFP nese jaderny lokaliza¢ni signal a je tak cileno
do jadra, kde se fluorescenéni signal akumuluje a tim i zesiluje (Bezanilla et al., 2003).
Dalsi reportérovy gen kodujici fluorescencni protein, DSRed, byl uspé$né pouZit pro
identifikaci bunék, které byly transformovany biolisticky (Bezanilla et al., 2003). Gen
luciferasy ptuivodem ze svétlusek druhu Photinus pyralis poskytuje vysoce citlivy test pro
expresi genu a byl také pouzit pro srovnani aktivity promotoru (Horstmann et al., 2004).
I kdyz je CaMV 35S promotor Siroce pouzivan pro fizeni exprese selek¢nich gent, jeho
exprese ve P. patens neni prilis silna (Horstmann et al., 2004; Zeidler et al., 1996), proto
byla pouzita fada dalSich silngjSich promotort, které jsou vhodnéj$i pro nadmérnou
expresi gent. Jedna se napiiklad o promotor ryzového aktinu (Zeidler et al., 1996),
kukufi¢ného ubikvitinu (Bezanilla et al., 2003), nebo pseni¢ného Em genu odpovédi na

osmoticky stres, ktery je indukovatelny kyselinou abscisovou (Knight et al., 1995).
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2.1.3 Cileni genu

V Physcomitrella patens dochazi ¢asto k rekombinaci mezi sekvencemi obsaZzenymi
Vv transformujici DNA a homolognimi sekvencemi nachazejicimi se v genomu. Jedna se
0 proces tzv. homologni rekombinace (Kammerer a Cove, 1996; Schaefer et al., 1994;
Schaefer a Zryd, 1997). Bylo prokazano, ze frekvence stabilnich transformantt je
minimalné desetkrat vyssi, pokud jsou ve transformujici DNA zahrnuty homologni
sekvence vétsi nez jedna kb, nez kdyZz neni pifitomna homologie (Schaefer, 2001).
Zacelem cileného vyrazeni gent bylo pfipraveno nékolik plasmidovych konstrukti,
které nesou jiny selekéni gen (napf. geneticin, hygromycin, zeocin), coz umoziuje
vytvofeni az trojnasobného mutanta jako v ptipadé HK cytokininovych receptort
ve Physcomitrella patens (von Schwartzenberg et al., 2016). Nejspolehlivéjsi vysledky
byly ziskany s pouzitim linearni DNA, vytvofené bud’ restrik¢nim enzymatickym
Stépenim nebo PCR amplifikaci, obsahujici genomickou sekvenci DNA, do které byla
selek¢ni kazeta vloZena bud’ na jednom misté, nebo nahradila ¢ast genomové sekvence.
Cileni se analyzuje za pouziti PCR amplifikace pro detekci pfechodu mezi selekéni
kazetou transformujici DNA a genomovou sekvenci (Cove, 2005).

Metody cilené delece a nahrazeni genu byly pouzity napf. pro studium role ¢lena
Arp2/3 komplexu — ARPC4 (Perroud a Quatrano, 2006) a BRICKI, ¢lena rodiny
Scar/Wave (Perroud a Quatrano, 2008). V poslednich letech se objevuji rozsahlé
transkriptomové (Nishiyama et al., 2003) a metabolické studie (Kaewsuwan et al., 2006;
Schulte et al., 2006; Thelander et al., 2005) a také detailni analyzy mikroRNA (Axtell et
al., 2007, 2006) s vyuzitim Physcomitrelly. Nakonec srovnavaci genomické studie
prokazaly roli transkripénich regulatort LEAFY (Maizel et al., 2005) a ABI3 (Marella et
al., 2006) a transkrip¢nich faktort hrajicich roli ve vyvoji rhizoidu Physcomitrella patens
(Menand et al., 2007).

2.1.4 RNA interference
V posledni dobé se metoda RNA interference (RNAI) ukazala byt funkéni ve P. patens,

¢imz se zaradila k dostupnym metodam ke studiu funkce genti (Bezanilla et al., 2003).
PrestoZe cileni genu pomoci homologni rekombinace mize deaktivovat nebo zménit gen,
inaktivace genu nemusi vést ke zméné fenotypu, kdyz je gen clenem rodiny
s prekryvajicimi se funkcemi. Vzhledem k tomu, Zze RNAi zavisi na tvorbé kratkych

dvousroubovicovych RNA k uml¢eni exprimovanych mRNA, které obsahuji homologni

15



sekvence, je mozné ovliviiovat expresi rodiny gent, které sdileji spolecné kratké
sekvence. Systém RNAI byl vyvinut s cilem umoznit jeho pouziti pro screening u¢inku
umlceni jakéhokoliv genu, ke kterému je k dispozici sekvence. Konstrukt se transformuje
do protoplastt a a¢innost RNAi se nejprve testuje screeningem na umlcéeni exprese GFP-

GUS reportérového fizniho proteinu lokalizovaného v jadie (Bezanilla et al., 2005).

2.1.5 CRISPR/Cas9

V poslednich letech byly upraveny sekvenéné specifické nukleasy, zejména shluky
pravidelné rozmisténych kratkych palindromickych repetic (CRISPR) a systémy CRISPR
asociovanych proteini (Cas) (Makarova et al., 2015) pro cileni geni v riznych
organismech (Wright et al., 2016). Syst¢ém CRISPR-Cas9 typu II byl prvni navrzen tak,
aby zprostiedkoval Upravy genomu eukaryotickych bunék (Jinek et al., 2012).
Tento systém vyuzival jednu vodici RNA (SgRNA), obsahujici 20 bp CRISPR RNA
(crRNA) v protisméru od ptilehlého motivu (PAM) spojeny S trans-aktivacni crRNA
sekvenci proteinu Cas9. CRISPR-Cas9 zprostiedkovana editace genomu jednotlivych
gend a vicenasobnych cilti byla provedena u nékolika cévnatych rostlin (Ceasar et al.,
2016; Maet al., 2016; Zhang et al., 2016). V nizsich rostlinach byl systém CRISPR-Cas9
pouzit pro zacileni genu kodujiciho Auxin response factor 1 (ARF1) v jatrovce
Marchantia polymorpha. V tomto pfipadé byl konstrukt transformovan pomoci
Agrobacterium tumefaciens (Sugano et al., 2014). V piipadé P. patens byla tato metoda
vyuzita k zacileni genu pro adeninfosforibosyltransferasu (PpAPT), zde byl konstrukt
transformovan do protoplast (Collonnier et al., 2017). Tato metoda zaziva v soucasné
dobé obrovsky rozmach, a proto pocet publikaci vyuzivajicich metodu CRISPR-Cas9
dramaticky nartistd. Namatkou, v P. patens byla metoda vyuzita napt. k zacileni genové
rodiny PpKAI2L (Lopez-Obando et al., 2016). Tyto geny jsou homology KAI2/HTL
adwarf 14 (D14) cévnatych rostlin, které koduji receptory a hypotetické receptory
butenolidnich sloucenin, jako jsou strigolaktony nebo Kkarrikiny (Lopez-Obando et al.,
2016). Dale byla metoda vyuzita k zacileni na malou ¢tyfélennou rodinu v Apetala2/Erf
vazebném (AP2/ERF) transkripénim faktoru (Mizoi et al., 2012). Tyto prace dokladaji,
ze systém CRISPR-Cas9 je jednoduchy a vykonny néstroj pro vytvareni vicenasobnych
mutaci genti mechu P. patens, ktery pravdépodobné prevysi klasické metody pro ptipravu

vicenasobnych mutantt (Lopez-Obando et al., 2016).
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2.2 Metabolismus a signalni draha cytokinini

Cytokininy jsou rostlinné hormony, které jsou v kombinaci sjinym fytohormonem
auxinem schopny vyvolat bunééné déleni a diferenciaci rostlin (Miyawaki et al., 2006).
Déle ovliviiuji napt. distribuci  metabolitd, oddaluji senescenci (starnuti),
stimuluji zakladani bo¢nich pupent a inhibuji prodluzovani bunék (Mok a Mok, 1994).
Dilezitost jejich role v bunééném déleni byla potvrzena nadexpresi gent kodujicich
enzymy katabolismu cytokinint (cytokinin oxidasy, CKX) (Werner et al., 2003, 2001)
a zkoumanim mutanti postradajicich jeden nebo vice cytokininovych receptori
(Higuchi et al., 2004; Kuroha et al., 2006; Riefler et al., 2006).

Ck predstavuji velkou skupinu fytohormont, ktera se déli na isoprenoidni
a aromatické, coz zalezi na povaze postranniho fetézce navazaném na Sestém dusiku
molekuly adeninu (Mok a Mok, 2001; Strnad, 1997). Isoprenoidni Ck se vyskytuji ve 4
zakladnich typech, jmenovité N®-isopentenyladenin (iP), cis-zeatin (cZ), trans-zeatin (t2)
a dihydrozeatin (DHZ). iP nese nemodifikovany isopentenylovy postranni fetézec,
zatimco tZ a cZ je maji hydroxylované. Ck se mohou vyskytovat bud’ ve form¢ tzv.
volnych bazi, nebo ve formé ribosidt nebo ribotida, které mohou byt modifikovany na
N3, N7 nebo N° pozici adeninu nebo na terminalni hydroxylové skupiné postranniho
fetézce. Mezi modifikace nejcastéji patii glykosylace, aminoacylace nebo fosforylace.
Naptiklad N7 a N® polohy adeninu mohou byt glykosylovany a tvofit tak N-glykosidy.
Eventualn¢ hydroxylova skupina tZ a cZ muize byt také glykosylovana nebo xylosylovana
a tvorit tak zeatin-O-glykosidy, respektive zeatin-O-xylosidy. Rizné konjugaty Ck se
mohou ¢asto vyznamné liSit v jejich biologické aktivité¢ a zastoupeni v rostlinnych
pletivech, oba druhy Ck glykosida jsou biologicky neaktivni (Sakakibara, 2006). Mezi
aromatické cytokininy patii predev§im benzylaminopurin (BAP) a jeho hydroxyderivaty
ortho-topolin a meta-topolin (0T, mT) (Strnad, 1997). Biosyntéza aromatickych Ck byla
oproti isoprenoidnim studovana méné intenzivné, jelikoZ se pfirozené vyskytuji vzacné a
nejdiive byly povazovany za Cisté syntetické latky (Aremu et al., 2012). Z téchto divoda
se tato prace zabyva vyhradné isoprenoidnimi CKk.

Ck signalizace je zprostiedkovana pies vicestupiiovou His-Asp fosforyla¢ni kaskadu,
tzv. dvouslozkovy systém (TCS). Vazba Ck ligandu zpisobuje autofosforylaci receptoru,
signdl je dale pfenaSen fosforylaci na histidinové prenasece fosfatu (HPT), které aktivuji
regulatory odpovédi typu B (RRB). Tyto aktivované transkripéni regulatory iniCiuji

transkripci cilovych geni (von Schwartzenberg et al., 2016).

17



2.2.1 Prima biosynteticka draha cytokinini
Doposud byly v rostlinach identifikovany dvé biosyntetické drahy isoprenoidnich Ck
(Kamada-Nobusada a Sakakibara, 2009). Prvni, tzv. pfima de novo biosyntéza volnych
cytokininti je katalyzovana pomoci adenylatovych isopentenyltransferas (AIPT), které
vyuzivaji dimethylallyldifosfatu (DMAPP) nebo hydroxymethylbutenyldifosfatu
(HMBDP) k alkylaci nékterého z adenosin-5’-fosfatd (AMP, ADP, ATP) za vzniku
odpovidajicich cytokininovych nukleotidia (Kakimoto, 2001; Kamada-Nobusada
a Sakakibara, 2009). Adenylatové IPT z Arabidopsis thaliana jsou zodpovédné
piedevsim za syntézu iP a tZ cytokinini (Miyawaki et al., 2006). Je zajimavé, Ze prvni
adenylatova IPT, ktera byla objevena pochazela z fytopatogenni bakterie Agrobacterium
tumefaciens. Nasledné¢ se ukazalo, ze se jedna o faktor zodpovédny za
tzv. Agrobacterium-indukovanou tumorogenezi v kofenovych pletivech  rostlin
(Barry et al., 1984; Lichtenstein et al., 1984). Funkénost IPT genu z Agrobacterium
tumefaciens byla prokazana také po transformaci Physcomitrella patens pii pouziti
mutanta mechu, ktery byl defektni v puéeni (Reutter et al., 1998), coz je proces, v némz
hraji zasadni roli pravé cytokininy.

V rostlinach Arabidopsis thaliana katalyzuje enzym AtIPT4 isopentenylaci ATP
a ADP za tvorby isopentenyl ATP a isopentenyl ADP s vyuzitim dimethylallyldifosfatu
(DMAPP) jako zdroje postranniho fetézce (Kakimoto, 2001). AtIPT mohou vyuzivat jako
substrat AMP, ale Kv pro isopentenylaci AMP je zna¢né vyssi nez naméiena pro ADP a
ATP, coz naznacCuje, ze tato reakce ziejmé nema fyziologicky vyznam (Takei et al.,
2001). Genom Arabidopsis thaliana koduje 7 IPT genu nalezicich k rostlinnym
ATP/ADP IPT, jmenovité AtIPT1, 3, 4, 5, 6, 7 a 8 (Kakimoto, 2003, 2001; Takei et al.,
2001). Nadexprese AtIPT4 nebo AtIPTS zptisobila spontanni regeneraci pryta z kalusu
Arabidopsis thaliana, ktera byla nezavisla na vnéjsi aplikaci cytokinind (Kakimoto, 2001,
Sun et al., 2003). Nadexprese vsech adenylatovych IPT, krom¢ AtIPT6 vedla ke zvyseni
hladiny iP-derivati ,,in planta“ (Sakakibara et al., 2005; Sunetal., 2003). Z této
skutecnosti 1ze usuzovat, ze piima biosynteticka draha cytokinint prevlada v Arabidopsis
thaliana nad neptimou tRNA-zavislou drahou (Miyawaki et al., 2006). Derivaty tZ
vznikaji hydroxylaci postranniho fetézce iPR katalyzovanou specifickymi cytochrom
P450 monooxygenasami (Takei et al., 2004). Dalsi zptisob produkce tZ je cesta nezavisla
na iPR monofosfatu, ktera casto zahrnuje ptipojeni celého trans-hydroxylovaného

isopentenylového postranniho fetézce, pochazejiciho z 4-hydroxy-3-methyl-2-(E)-
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butenyl difosfatu (trans-HDMAPP), k adenosinovym fosfatim pomoci AtIPT (Astot et
al., 2000). Avsak vzhledem K nizké afinité AtIPT1 k témto substratim se zda, Ze
prispévek této drahy k tvorbé tZ derivatu je zanedbatelny (Sakakibara et al., 2005).

Funkce jednotlivych AIPT byla testovana ve vicenasobnych mutantech Arabidopsis
thaliana s vyrazenymi IPT geny. V trojnasobném atipt3,5,7 a ¢tyfnasobném atiptl,3,5,7
mutantu zna¢né poklesly hladiny iP a tZ cytokinind, zahrnujici ribosidy, ribotidy
a glykosidy. Tento vysledek jasné naznacCuje, Ze adenylatové ATP/ADP IPT jsou
nezbytné pro tvorbu iP a tZ cytokininil, coz také vyvraci nékteré z pivodnich hypotéz
tvrdicich, Ze cytokininy jsou produkovany pouze mikrobidlnimi symbionty rostlin
a nikoli samotnymi rostlinami (Holland, 1997; Miyawaki et al., 2004).

Kazdy ¢len ATP/ADP IPT rodiny genti ma unikatni expresni profil napfi¢ rostlinnymi
pletivy a organy (Miyawaki et al., 2004). Zatimco exprese AtIPT3,5 a 7 je relativné
vysoka ve vegetativnich organech, isozymy AtIPT4 a 8 jsou exprimovany exkluzivné
Vv reprodukénich organech, nejsilnéji v nezralych semenech. AtIPT1 je exprimovana ve
vajickdch a vegetativnich organech. Zajimavou skutecnosti je, zZe genova exprese
AtIPT1,3,5a7 je negativné regulovana exogenni aplikaci cytokinind, zatimco u AtIPT4,6
a 8 tento efekt nebyl pozorovan (Miyawaki et al., 2004).

Doposud byly objeveny dvé mozné biosyntetické drahy trans-zeatinu. Prvni draha,
zavisla na iP, kde je nejdifive vytvotren isopentenyladeninnukleotid, ktery je pozdé&ji
hydroxylovan cytochrom P450 monooxygenasou (Takei et al., 2004). Ve druhé, tzv. iP
nezavislé draze je trans-zeatin produkovan piimo pievedenim hydroxylovaného
postranniho fetézce z navrhovaného prekurzoru HMBDP na adeninovy kruh (Astot et al.,
2000; Sakakibara et al., 2005). Auxiny moduluji Grovné zeatinu sniZzenim exprese
CYP735A (Takei et al., 2004) a také inhibici iP nezavislé cesty (Nordstrom et al., 2004).

2.2.2 Neprima tRNA-zprostiedkovana biosyntéza cytokinini

Druhd, tzv. nepfima draha zahrnuje prenylaci molekul tRNA pomoci aktivity
tRNA-isopentenyltransferas (tRNA-IPT — tRNA A2-isopentenylpyrofosfattransferasy;
EC 2.5.1.75), které katalyzuji adici dimethylallyl difosfatu (DMAPP) na adenin obsazeny
u 3" konce (Az7) antikodonu UNN-kodujici tRNA (Miyawaki et al., 2006; Mok a Mok,
1994). Bylo prokazano, ze tato modifikace zvySuje piesnost biosyntézy proteini
stabilizaci vazby kodon-antikodon. Cytokininy jsou nasledn¢ uvoliiovany z tRNA béhem

jejiho rozpadu. tRNA-IPT byly doposud nalezeny ve vSech organismech s vyjimkou
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archea. V Arabidopsis thaliana jsou tRNA IPT vyhradné zodpovédné za biosyntézu cZ-
typu cytokinind, které se nasledné uvoliuji pii jeji degradaci (Miyawaki et al., 2006).
Genom Arabidopsis thaliana nese dva geny AtIPT2 a AtIPT9 kodujici tRNA IPT. Na
rozdil od adenylatovych IPT jsou geny kodujici tRNA IPT exprimovany ve vSech
pletivech Arabidopsis thaliana (Miyawaki et al., 2004).

Prekurzory postranniho fetézce isoprenoidnich cytokinint DMAPP a HMBDP
vznikaji v rostlinach dvéma alternativnimi cestami. Prvni z nich je mevalonatova draha
(MVA), ktera je rovnéz znama u zvitat, hub, archea a n¢kolika bakterii. Tato draha se
nachazi v cytosolu a mitochondriich a produkuje prekurzory pro biosyntézu sterold,
nékterych seskviterpentl, a postranniho fetézce ubichinonu. Druha je methylerythritol
fosfatova draha (MEP), lokalizovana v plastidech, ktera je zodpovédna za produkci
monoterpent, nékterych seskviterpend, diterpent, karotenoidi, a postranniho fetézce
chlorofylt a plastochinonu (Laule et al., 2003; Lichtenthaler, 1999; Rohmer et al., 1993).
HMBDP i DMAPP jsou prekurzory cytokininii, ale mnozstvi HMBDP v plastidech je 5-
krat vyssi (Sakakibara et al., 2005). Bylo prokazano, ze Tzs (protein kodovany genem
Tzs z A. tumefaciens) je schopen ptimo syntetizovat zeatinmonofosfat z AMP a HMBDP
(Krall et al., 2002). Nadmérnou expresi Tmr v rostlinach Arabidopsis vzrostla hladina
zeatint, zatimco hladina cytokininti isopentenyladeninového typu zustala nizka (Astot et
al., 2000). Na druhé stran¢, Escherichia coli exprimujici Tmr vyluCovala pfevazné
isopentenyladeninovy typ cytokinini (Takei et al., 2001). Vzhledem k tomu, Ze Km
hodnoty Tmr pro HMBDP a DMAPP jsou podobné (Sakakibara et al., 2005), volba
prekurzoru mutize byt urcena jejich dostupnosti. Tyto hladiny cytokininti zeatin typu se v
Arabidopsis nadmérnou expresi Tmr zvysily i po pfidani metyraponu, inhibitoru
cytochromu P450 (Astotetal., 2000). Pfima biosyntéza byla také potvrzena
radioaktivnim znaCenim (Astot et al., 2000; Sakakibara et al., 2005). Z toho vyplyva
hlavni zapojeni plastidové methylerythritol fosfatové drahy na celkovy obsah cytokinind
zeatin typu v souladu s lokalizaci Tmr v plastidech. Na druhou stranu, AtIPT1 jako hlavni
enzym produkujici Ck v Arabidopsis nevyuziva HMBDP jako substrat (Sakakibara et al.,
2005). Zapojeni mevalonatové drahy do syntézy cytokininti bylo tradi¢né povazovano za
nizké nebo zadné (Piaggesi et al., 1997). Dualni studie znaceni zaclenéni meziproduktd
zobou drah do biosyntézy cytokinini odhalila téméf vyluény prispévek
methylerythritolové drahy na trans-zeatin a isopentenyladeninovy typ cytokinini
(Kasahara et al., 2004). Byl zaznamenan pouze maly piispévek z mevalonatové drahy,

coz by mohlo byt vysvétleno bud’ vyménou mezi obsahem obou drah (Laule et al., 2003),
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nebo nizkou mirou vyuziti prekurzori mevalonatové drahy cytosolickymi AtIPT4 a
AtIPT7 (Kasahara et al., 2004). Dodnes nebyly v rostlinach identifikovany zadné cis-
hydroxylasy, ani cis hydroxylované isoprenoidni prekurzory, a tak se pfedpoklada, ze
degradace tRNA je jedinym zdrojem cis-zeatinu. Vytazenim jednotlivych genu AtIPT2 a
AtIPT9 vedlo k dramatickému snizeni hladiny Cis-zeatinti. Vyfazeni obou gent sou¢asné
vedlo kuplnému vymizeni téchto derivatd, coz jasné dokazuje, ze tRNA-IPT jsou

nezbytné pro tvorbu cis-zeatinu (Miyawaki et al., 2006).

2.2.3 Struktura IPT
Adenylatové IPT byly nalezeny ve vysSich rostlindich a nékterych fytopatogennich

mikroorganismech, jako napi. Rhodococcus fascians a Agrobacterium tumefaciens
(Akiyoshi et al., 1984; Crespi et al., 1992). Struktura AIPT z A. tumefaciens byla
stanovena za pouziti rentgenové krystalografie (Sugawara et al., 2008).
Vyskyt tRNA-IPT je mnohem c¢ast&j$i, coz naznacuje jejich evolu¢né starSi pavod.
Jsou rovnéz znamé struktury tRNA-IPT z kvasinky Saccharomyces cerevisiae a bakterie
Escherichia coli, ato jak vapo-formé, tak i v komplexu s riznymi substraty
(Seif a Hallberg, 2009; Xie et al., 2007; Zhou a Huang, 2008). Z téchto struktur, je znamy
spole¢ny mechanismus, zahrnujici tzv. P-smycku ve vazbé substratu (DMAPP), ktery je
donorem elektronu a konzervované kyseliny asparagové, ktera odstranuje proton z
akceptoru N° adeninu (Obr. 2; Sugawara et al., 2008; Zhou a Huang, 2008).
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Obr. 2 Celkova proteinova struktura HIAIPT. (A) Komplex HIAIPT-ATP. N-koncova jaderna
doména (AK 1-173) a C-koncova proménna doména (AK 174-329). HIAIPT je porovnana se
strukturami Agrobacterium AIPT (B) a S. cerevisiae tRNA-IPT (C). Dalsi doména v tRNA-IPT,
ktera je zahrnuta v interakcich s nukleotidy v antikodonové smycce tRNA, neni pfitomna
v HIAIPT (ptevzato z Chu et al., 2010).

Mimo vySe uvedené bakteridlni AIPT bylo klonovano a charakterizovano nékolik
rostlinnych AIPT z Arabidopsis thaliana, ryze, moruse (Morus alba) a chmele (Humulus
lupulus) (Abe et al., 2007; Kakimoto, 2001; Sakano et al., 2004; Takei et al., 2001).
Pokud jde o substratové specifity enzymd, rostlinné AIPT preferuji ATP nebo ADP oproti
AMP jako akceptor isopentenylové skupiny, za pouziti DMAPP jako darce
isopentenylové skupiny. Oproti tomu bakterialni AIPT pouzivaji vyhradné AMP jako
akceptor prenylu, ale zaroven pouzivaji jak DMAPP, tak i HMBDP jako zdroj
postranniho fetézce (Sakakibara et al., 2005). Vzhledem k pfednostnimu pouziti

HMBDP, muze bakterialni AIPT efektivnéji syntetizovat vysoce aktivni trans-zeatin
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Vv rostlinnych bunkach infikovanych A. tumefaciens, coz vede ke vzniku nadord.
Je zajimavé, ze morusové AIPT vykazovaly 73 % shodu aminokyselinové sekvence
s chmelovou AIPT (HIAIPT) a jsou schopny pouzivat CDP a GDP jako akceptory
prenylu, coz vede k produkci neadeninovych typia Ck (Abe et al., 2007).
Vzhledem k tomu, Ze isopentenyltransferasa je kli¢ovy enzym katalyzujici prvni krok
biosyntézy Ck, je dulezité pochopit vazebné interakce rostlinnych AIPT s riznymi
nukleotidy. V soucasné dobé je znamo jen malo o mechanismech regulace AIPT kromé
regulace exprese dusi¢nanem nebo fosfatem dostupnymi v pudé (Hirose et al., 2008;
Takei et al., 2004). Funk¢nich a strukturnich vlastnosti AIPT mize byt vyuZzito pro navrh
regulatord, které mohou byt vyuzity pro regulaci rustu rostlin (Kamada-Nobusada a
Sakakibara, 2009). Chu et al. (2010) vyiesili AIPT strukturu chmele a zaméfili se na
interakci s riznymi nukleotidy. Krystalova struktura komplexu AIPT-ATP z chmele
ota¢ivého (Humulus lupulus) je podobna struktufe diive vyfeSenych AIPT
z Agrobacterium a kvasinkové tRNA-IPT. Enzym je strukturné homologni s rodinou
NTP-vazebnych kindzovych proteinli, ale tvofi navic kandl umoziujici pftistup
rozpoustédla, ktery vaze donorovy substrdt — DMAPP a sméruje ho tak na akceptorovy
substrat ATP/ADP. Pti méfeni pomoci izotermické titracni kalorimetrie (ITC), vykazuji
nukleotidy rizné vazebné afinity k HIAIPT v potadi ATP > dATP ~ ADP > GTP > CTP
> UTP. Dva bazické aminokyselinové motivy Lys275 a Lys220 v HIAIPT interaguji s B
a y-fosfatem z ATP. Naproti tomu tato interakce neprobiha v AIPT z A. tumefaciens,
protoZe vySe zminéné motivy jsou nahrazeny kyselymi zbytky Asp221 a Aspl71, coz
umoziuje vazbu pouze AMP. 1 pies své strukturalni podobnosti s kvasinkovou

tRNA-IPT, si HIAIPT vyvinula jinou vazebnou strategii pro adenylat (Chu et al., 2010).

2.2.4 Modifikace a katabolismus cytokinini

Cytokininy jsou syntetizovany de novo jako malo aktivni nukleotid mono-, di-, nebo
trifosfaty; alternativné uvolnénim z tRNA, coz vede ke vzniku nukleotidmonofosfatu.
Nukleotidové fosfaty Ck mohou byt in vivo defosforylovany fosfatasou s Sirokou
substratovou specificitou, patii zde napt. 5'-nukleotidasa (EC 3.1.3.5; Chen a Kristopeit,
1981). Deribosylace Ck nukleosidu mtize byt zprostiedkovana adenosin nukleosidasou
(EC 3.2.2.7). Nicméné, nizk4 afinita téchto enzymi vi¢i cytokininim miZe byt
nedostatecna k provedeni aktivace v disledku fyziologickych koncentraci cytokinini

v rostlinnych pletivech, které jsou az Sestinasobné niz$i nez u derivati adeninu
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(Galuszka et al., 2008). Reverzni fosforylace nukleosidii na nukleotidy by mohla byt
katalyzovéana adenosinkinasami (EC 2.7.1.20), jak bylo prokdzano u rekombinantniho
enzymu z mechu Physcomitrella patens (von Schwartzenberg et al., 1998).
Adenosinkinasa izolovana z bunék tabaku také vykazuje vysokou afinitu k cytokininim
(Kwade et al., 2005). Pfipojeni volnych bazi Ck na nukleotidy probiha pomoci aktivity
adeninfosforibosyltransferasy (EC 2.4.2.7; Allen et al., 2002; Schnorr et al., 1996).
Obecné plati, ze vysoké koncentrace nukleotidli a nukleosidii se nachézeji v malych
semenaccich a rozvojovych organech, pravdépodobné v dusledku zvySené syntézy
de novo. Z tohoto divodu, je poptavka po deaktivaci volné baze jeji preménou zpét na
nukleotid in planta stale sporna, vzhledem k tomu, ze bez ohledu na vyse uvedené
enzymy jsou casto konstitutivné exprimovany bez moznosti vyrazné regulace.
Nicméné, nedavny objev cytokinin-specifické fosforibohydrolasy "Lonely Guy* (LOG)
(Kurakawa et al., 2007) naznacuje, ze dal$i reakce mtizou byt také provedeny pomoci
cytokinin-specifickych, dosud neidentifikovanych enzym. LOG byl identifikovan
v mutantu ryze s defektni funkci meristematickych pletiv (Kurakawa et al., 2007).
Pivodné byl oznacen jako lysindekarboxylasa, ale spoleény vyskyt LOG homologi
v operonu cytokinin biosyntetickych geni u né&kterych bakterii naznacilo zapojeni do

metabolismu cytokinini (Pertry et al., 2010).
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Obr. 3 Klic¢ové enzymy biosyntézy CK a jejich pfemény (upraveno dle Frébort et al., 2011).

Mezi dalsi dilezité kroky v metabolismu cytokinintl patii jejich nevratna degradace,
ktera zna¢nou mérou prispiva k regulaci jejich homeostaze nutné pro normalni rust
a vyvoj rostlin. Oxidativni $tépeni cytokininli bylo poprvé prokézano u kultury tabaku
(Paces et al., 1971), a pozd¢ji (Whitty a Hall, 1974) pojmenovali enzym
cytokininoxidasa. Degradace cytokininti je dosazeno oxida¢nim §tépenim jeho N°
postranniho fetézce, coz vede k tvorbé adeninu a postranniho fetézce odvozeného od
ptislusného aldehydu (Brownlee et al., 1975). Dlouho se ptedpokladalo, ze molekularni
kyslik je zasadni pro aktivitu cytokininoxidasy, nicmén¢ riizné jiné elektronové donory,
a to zejména chinony, jsou také vysoce ucinné (Frébortova et al., 2004; Galuszka et al.,
2001). Ztohoto divodu byl enzym pieklasifikovan na  dehydrogenasu
(cytokinindehydrogenasa, CKX, EC 1.5.99.12; obr. 3). CKX je jediny znamy prokazany
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enzym, ktery katalyzuje nevratné inaktivace cytokinini a jehoz aktivita byla
zaznamenana u mnoha druhd rostlin a nékolika nizSich organismt, a to mechu
Funaria hygrometrica (Gerhauser a Bopp, 1990), slizovce D. discoideum (Armstrong a
Firtel, 1989), a kvasince Saccharomyces cerevisiae (Van Kast a Laten, 1987). Spole¢nym
znakem vSech znamych rostlinnych CKX enzymu je pfitomnost kofaktoru FAD,
kovalentné vazaného ptes histidinovy zbytek konzervativnim GHS motivu (Malito et al.,
2004).

Kromé ireverzibilniho S§tépeni postranniho fetézce mohou byt cytokininy
glykosylovany v polohach N7 a No. N-glukosyltransferasa (N-GT; EC 2.4.1.118; obr. 3),
ktera byla poprvé izolovana z délohy fedkvicky (Raphanus sativus), vytvaii Ck N’
a N°-glukosidy (Entsch et al., 1979; Entsch a Letham, 1979). Dva geny kodujici Ck
N-glukosyltransferasy, které prevadéji glykosylovou c¢ast z uridin-5'-difosfoglukosy na
N’ a N° atomy obou (isoprenoidnich a aromatickych) cytokininii byly nalezeny
v Arabidopsis thaliana (Hou et al., 2004). N-glykosidy vykazuji obecné nizkou aktivitu
v biologickych testech (Letham et al., 1983; Spichal et al., 2004) a jsou jen slabé
metabolizovany (Parker et al., 1978; Parker a Letham, 1973). I kdyz byly N3-glykosidy
detekovany v riznych rostlinnych druzich (Letham et al., 1975), jejich biosyntetické
enzymy nebyly doposud nalezeny.

Cytokininy s hydroxylovou skupinou na postrannim fetézci jsou schopné podstoupit
O-glykosylaci. Byly identifikovany geny kodujici glykosyltransferasy, které jsou
schopny glykosylace zeatini a topolini a enzymy byly charakterizovany v mnoha
rostlinnych druzich, naptiklad v Arabidopsis thaliana, fazoli, kukufici a soji
(Frébort et al., 2011). Enzymy kukufice vyuZzivaji pouze cis-zeatin (Martin et al., 2001,
Veach et al.,, 2003), a tak jsou oznaeny jako cis-zeatin-O-B-D-glykosyltransferasy
(ZOGT; EC 2.4.1.215; Obr. 3). Druha skupina, trans-zeatin-O-f-D-glykosyltransferasy
(ZOGT; EC 2.4.1.203; Obr. 3), jsou také schopny pienaset xylosylové ¢asti z UDP-xylosy
(Martin et al., 1999a, 1999b). Nicmén¢&, enzymy Arabidopsis thaliana nerozliSuji mezi
obéma izomery a byly schopny ucinné glykosylovat oba izomery zeatinu (Hou et al.,
2004). Jak zeatin O-glukosyltransferasa, tak p-glukosidasy hraji dulezitou roli
v udrzovani vhodné koncentrace aktivnich cytokinint, vzhledem k tomu, ze stejné jako
biosyntetické enzymy funguji pomalu (Abe et al., 2007; Kakimoto, 2001; Sakano et al.,
2004, Takei et al., 2001). Vsechny tyto vyse popsané modifikace cytokininti do zna¢né

miry ovliviuji jejich afinitu k cytokininovym receptorim a jejich schopnost degradace
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prosttednictvim CKX a tim zdsadné prispivaji k regulaci jejich biologické funkce
Vv rostlinach.

Bylo zjisténo dvacet riznych endogennich cytokinint kvantifikovanych v P. patens, a
vytvafeni cytokinin-deficitnich rostlin ukazalo, Ze jsou dulezité extracelularni cytokininy
pro tvorbu pupenti (von Schwartzenberg et al., 2007). Krom¢ toho je ziejmé, Ze absence
AIPT, kli¢ovych enzymi pro produkci cytokininii v kvetoucich rostlinach, déla z P.
patens zajimavy organismus pro studium biologie cytokinini obecné (Frébort et al.,
2011; Lindner et al., 2014; Patil a Nicander, 2013; Yevdakova et al., 2008; Yevdakova a
von Schwartzenberg, 2007). Zatimco metabolismus cytokininti ma dlouhou tradici jako
téma ve vyzkumu P. patens (von Schwartzenberg, 2009), signalizace tohoto fytohormonu
teprve nedavno upoutala pozornost badatelt (Ishida et al., 2010; Pils a Heyl, 2009).
Nedavno byla popsana nova podcéeled’ Ck receptorti obsahujici osm ¢lenti z P. patens
(Gruhn et al., 2014). Tento objev ¢ini tento mech jedinym, ktery koduje jak klasické, tak
1 nove zjisténé receptory cytokinini ve svém genomu, a to vyvolava otdzku biologické
role obou pod¢eledi receptori P. patens. von Schwartzenberg et al. (2016) piedstavili a
charakterizovali tfi klasické CHASE histidinkinasové domény obsahujici cytokininové
receptory z P. patens a oznacili je jako CHK1, CHK2 a CHK3 a popsali jejich roli v
diferencia¢nich procesech mechu. Jejich vysledky ukazaly, ze proteiny mohou fungovat
jako receptory cytokinini v riznych testech, a analyza jedno, dvou a trojnasobnych
mutanti ukézaly, ze CHK1, CHK2 a CHKS jsou nezbytné pro vniméni cytokininii v
mechu. Tyto vysledky zdiraziuji dilezitost téchto receptorii pro reakci cytokinint

v Physcomitrella patens (von Schwartzenberg et al., 2016).

2.3 Funkce a metabolismus cytokininu ve Physcomitrella patens

Genom Physcomitrella patens, koduje vSechny proteinové rodiny zapojené do biosyntézy
cytokininli, metabolismu a signalizace (Gruhn et al., 2014; Gruhn a Heyl, 2013).
Physcomitrella patens je prvni mech s publikovanym cytokininovym profilem (von
Schwartzenberg et al., 2007). V prvokli¢cich péstovanych v tekuté kultuie pievazuji
derivaty cZ, piedevs§im cis-zeatinribosid-O-glykosid, ktery tvoti az 80 % z celkového
obsahu vsech cytokinind. Ostatni typy cytokinini, tedy iP, tZ a DHZ byly detekovatelné
V nitrobunéénych pikomolarnich koncentracich. V kultivaénim médiu byly konjugaty iP
nejhojnéji zastoupenym cytokininovym typem, v éele s Né-isopentenyladenosin-5'-
monofosfatem (iPR5"MP) (Lindner et al., 2014).
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Cytokininy hraji vyznamnou roli v zivotnim cyklu mechd, protoze indukuji produkci
ttistrannych vrcholovych bun€k, které se pozdé€ji vyvinou v tzv. nepravy organ zvany
listek — fyloid (Cove a Ashton, 1984). Vn¢jsi aplikace cytokinini ma za nasledek silnou
nadprodukci pupent (Reski a Abel, 1985) a vnitini akumulace cytokininu piedchazi
vzniku pupenu (Schulz et al., 2000). Vsechny cytokininy nevykazuji stejnou hormonalni
aktivitu, pokud jsou aplikovany na prvokli¢ky kultur. V pucicich biotestech byly nejvice
ucinné volné baze iP, tZ a benzyladenin (BA), zatimco jejich ribosidy se ukazaly byt
méné aktivni. Ve stejnych testech zadny z testovanych cZ konjugatd aktivni nebyl,
z ¢ehoz se da usuzovat, Ze CZ typ cytokinini nezodpovida za indukci puceni
(von Schwartzenberg et al., 2007).

Kompletni genomova sekvence Physcomitrella patens (Rensing et al., 2008;
Zimmer et al., 2013) odhalila ptitomnost 7 IPT genii, které maji vysokou miru homologie
Kk ostatnim rostlinnym tRNA-IPT (Frébort et al., 2011; Sakakibara, 2006). Schopnost
PpIPT1 proteinu prenylovat tRNA byla potvrzena ve kvasinkovém komplementa¢nim
testu. Zjisténi, ze derivaty cZ jsou prevladajicim typem cytokinini obsazenych v tRNA a
zaroven i v tzv. volnych cytokininech (tj. nevazanych v tRNA) v pletivech, spole¢né s
vysokou sekvenéni homologii PpIPT genti ke v§em dosud znamym tRNA-IPT vedlo
Kk hypotéze, ze neptima biosyntéza Ck hraje ve Physcomitrella patens zasadni roli (von
Schwartzenberg, 2009; Yevdakova et al., 2008). Kromé intenzivné prostudované PpIPT1
bylo zbyvajicich Sest PpIPT zatim studovano jen okrajové. Nedavno vsak bylo prokazano
pomoci komplementa¢niho kvasinkového testu, ze PplPT4 a PpIPTS také vykazuje
tRNA-IPT aktivitu (Patil a Nicander, 2013). Prace, ktera vyznamnou meérou piispéla
K osvétleni problematiky biosyntézy Ck v P. patens pochazi z roku 2014. V ramci této
prace byla pomoci d|iptl mutantnich rostlin Physcomitrella patens, které maji cilené

vyfazeny gen PpIPTL, prostudovana funkce prave tohoto enzymu (Lindner et al., 2014).

2.3.1 tRNA vazané cytokininy

Piedpoklad, ze prenylovana tRNA je hlavnim zdrojem cytokinind ve Physcomitrella
patens vedl ke stanoveni detailniho profilu tRNA-vazanych cytokinint.
V defosforylovanych hydrolyzatech tRNA se vyskytovalo velké mnozstvi rtuznych
cytokininovych ribosidi. Jiz diive byl cZR stanoven jako prevladajici typ cytokininu
vazaného vV tRNA vV rostlinach tzv. divokého typu (WT) (Yevdakova et al., 2008), coz

koreluje s dominanci volnych cZ derivatt v pletivech Physcomitrella patens. tRNA
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extrakty u d|iptl mutantd odhalily siln¢ snizené mnozstvi vSech analyzovanych
cytokininovych ribosidi, pficemz tZR a DHZR spadly pod limit detekce. Vice hojné cZR
a 1PR byly sniZeny pod 1 % ve srovnani s WT, coZ odhaluje esencialni dilezitost PpIPT1

pro prenylaci As7 tRNA ve Physcomitrella patens (Lindner et al., 2014).

2.3.2 Distribuce cytokininu v pletivech Physcomitrella patens

K odhaleni ptispévku tRNA-vazanych cytokinini na celkovou produkci cytokinini
ve Physcomitrella patens Lindner et al. (2014) zm¢tili také obsah volnych cytokinini
v pletivech WT a d|iptl mutantii. Analyza pomoci UPLC-MS/MS odhalila, Ze mnozstvi
cZ-derivati bylo snizeno z 537 pmol/g suché vahy (DW) ve WT na 132 pmol/g DW
v mutantech. Navic Grovein méné hojného DHZ-typu Ck Klesla z 15 pmol/g DW ve WT
na hodnotu 5 pmol/g DW v mutantech. Prekvapivé odlisna situace byla pozorovana pro
IP a tZ-typy cytokinini. V porovnani s cZ a DHZ typy cytokinind mnozstvi volnych iP a
tZ typu CK siln€ vzrostlo v pletivech d|iptl rostlin. Naptiklad iPR5"MP, ktery jiz pti 56
pmol/g DW byl nejhojnéjsim iP metabolitem ve WT byl ¢tyinasobné zvysen na hladinu
233 pmol/g DW v mutantech (Lindner et al., 2014).

Bylo opakované prokazano, ze Physcomitrella patens je schopna sekretovat fadu
metabolitl, mezi nimi 1 cytokininy, do kultiva¢niho media. Z pfedchozich studii je
ziejmé, ze nejhojnéjsim typem Ck v kultivaénim médiu Physcomitrella patens je iP
(Reutter et al., 1998; Schulz et al., 2001; von Schwartzenberg et al., 2007). V mutantnich
rostlinach d|iptl bylo zjisténo 15x vys$i mnozstvi extracelularniho, tedy sekretovaného
do media, iP a iPR5'MP, neZ je tomu u WT. V mutantech koncentrace iPR5'MP v médiu
béhem 22 dni kultivace vzrostla na 3697 pM ve srovnani s 242 pM ve WT. Vysledky
cytokininovych analyz jasn¢ demonstruji, ze vytazeni funkce PpIPT1 genu nemélo za

nasledek snizeni hladiny vSech cytokininti, ale vedlo k drastickym zménam mezi

hladinami jednotlivych typt Ck (Lindner et al., 2014).

2.3.3 Uloha plastidii v biosyntéze cytokinini u Physcomitrella patens

Pfedchozi hypotézy zaloZzené na sekvenéni homologii ptredpokladaly, ze je IPT1
lokalizovana v plastidech (Yevdakova a von Schwartzenberg, 2007). Tento piedpoklad
byl potvrzen pomoci znaceni IPT1 pomoci fuze se zelenym fluorescencnim proteinem
(Lindner et al., 2014). Ttidimensionalni distribuce fluorescen¢niho signalu naznacuje, ze

je IPT1 lokalizovana ve stromatu, pobliz plastidovych ribosomt, jak se jiz dfive
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predpokladalo (Newell et al., 2012). Tato skute¢nost vSak nevysvétluje piitomnost
prenylované tRNA v mitochondriich a cytosolu, vzhledem ktomu, ze v téchto
kompartmentech nebyl zaznamenan GFP signal, coZz mize byt zpisobeno nepiesnym
skladanim fazniho proteinu a zamaskovanim signalni sekvence pro cileni proteinu.
V piipadé tRNA-IPT MOD5 Saccharomyces cerevisiae je protein vzhledem k riznym
pocatktim translace transportovan do mitochondrie nebo zistava v cytosolu (Gillman et
al., 1991). Bylo prokazano, Ze v Arabidopsis thaliana je AtIPT3 substratem pro
farnesyltransferasu, ktera je zodpovédna za posttranslacni modifikaci — farnesylaci
AtIPT3, zasadni pro lokalizaci proteinu v jadie ¢i cytoplazmé, zatimco nefarnesylované
proteiny jsou lokalizovany v plastidech (Galichet et al., 2008). Neni také vylouceno, ze
tRNA nesouci Azz modifikaci mohou byt po jejich biosyntéze nasledné transportovany
zZ chloroplastl do jinych bunéénych kompartmentt. Je zjevné, Ze chloroplasty produku;ji
velké mnozstvi prenylované tRNA u Physcomitrella patens (Lindner et al., 2014). Genom
Arabidopsis thaliana nese dva tRNA-IPT geny. AtIPT2 je lokalizovana v cytosolu, kde
je vyznamnym zdrojem cZ-typu Ck za vyuziti DMAPP z mevalonatové drahy jako zdroje
postranniho fetézce (Kasahara et al., 2004). Pro AtIPT9, ke které je PpIPT1 ortologem
nejsou dostupné zadné informace o lokalizaci (Lindner et al., 2014). U Arabidopsis
thaliana jsou plastidy zdrojem AtIPT1, 3, 5, a 8 které patii mezi adenylatové IPT
(Kasahara et al., 2004).

2.3.4 PplIPTL1 je klicovy enzym katalyzujici prenylaci tRNA

Delece PplIPT1 jako jednoho ze sedmi IPT gent ve Physcomitrella patens méla za
nasledek né€kolik ucinkt na prenylaci Azz v molekule tRNA. Mnozstvi tRNA-vazaného
cZR, iPR, tZR a DHZR v prvokli¢cich mechu d]iptl mutantt byl silné redukovan, a tak
ptispévek zbyvajicich Sesti IPT na prenylaci tRNA mize byt povazovan za nevyznamny.
Coz by mohlo znamenat, ze plastidova tRNA-IPT je témét vyhradné zodpovédna za
modifikaci Az; tRNA ve Physcomitrella patens. Toto také odpovida vysledkim
(Dihanich et al., 1987), ze delece jedné kopie tRNA-IPT genu Mod5
kvasinky Saccharomyces cerevisiae vedla k poklesu pod 1,5% tRNA vazaného iPR
ve srovnani s WT. Kdyby tRNA drdha byla jedind biosynteticka draha cytokininl
ve Physcomitrelle, jak naznacuje absence adenylatovych IPT, cytokinin-deficientni
tRNA u d]iptl mutanta by vedla k celkovému deficientu cytokinint. Takovéto rostliny by

pak mély vykazovat silné zhorSenou tvorbu pupend, jak je typické pro nedostatek
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cytokininti nap¥. pii nadexpresi cytokinin dehydrogenasy (Lindner et al., 2014; von
Schwartzenberg et al., 2007). Mutantni rostliny s vyfazenym IPT1 genem opravdu
vykazovaly silny fenotyp, ktery byl charakterizovan piedev§im pomalejSim ristem
kolonii, zménou tvaru bunék a vétveni prvoklicka. Tento fenotyp nebyl zvracen ani po
oSetfeni mutantnich rostlin cytokininy, kterym se mél kompenzovat deficit cytokinint.
Nicméng tvorba pupend, jako citlivého markeru odpovédi cytokinint ve Physcomitrella
patens byla spiSe opozdéna neZ snizend V porovnani s WT. Zpomaleny rust d|iptl
mutantd s pravodni zvySenou diferenciaci bunék miize byt napodoben také u WT rostlin
vnéjsi aplikaci iP (Lindner et al., 2014; Richter et al., 2012; Thelander et al., 2005). Tyto
morfologické vlastnosti d|iptl mutantd tedy naznacuji, Ze dany fenotyp je zptsoben spise
nadprodukci cytokininu, které indukuji zakladani pupenti, nez ocekavanou inhibici
biosyntézy cytokinind vlivem vyfazeni genu IPT1 (Lindner et al., 2014).

V Arabidopsis thaliana dvojnasobni tRNA-IPT mutanti atipt2/9 stejné¢ jako d|iptl
mutanti ve Physcomitrelle neobsahovali témét zadné tRNA-vazané cytokininy.
Na druhou stranu d|iptl mutant obsahoval oproti WT 25 % volnych ¢Z derivatd
ve srovnani s AtIPT2,9 deficientnimi rostlinami, které neobsahovaly Zadné volné
cytokininy cZ typu (Lindner et al., 2014). Fakt, Ze nenastalo celkové snizeni volnych
cytokinin v d|iptl mutantech, ale naopak zvySeni volnych tZ a iP
konjugath za soucasného celkového vymizeni tRNA-vazanych cytokinini silné
naznacuje, ze se pii biosyntéze cytokininti ve Physcomitrella patens muze uplatiovat
doposud nezndma alternativni biosynteticka tRNA-nezavisla drdha. Toto zjiSténi je vSak
v kontrastu se skutecnosti, ze genom Physcomitrelly obsahuje pouze geny homologni
k tRNA-IPT. Neptedpoklada se, ze tZ a iP typ pochazi pouze z tRNA (Lindner et al.,
2014). V modelové rostliné Arabidopsis thaliana jsou dominantnim cytokininem tZ a iP,
zatimco CZ je nejvice hojnym cytokininem ve Physcomitrella patens. Navzdory tomuto
rozdilu v cytokininovych profilech, v obou rostlindich iP a tZ reprezentuji nejvice
fyziologicky aktivni formy Ck (Sakakibara, 2006; von Schwartzenberg et al., 2007).

Ve Physcomitrella patens nedostatek PpIPT1 pravdépodobné zpisobil posileni tRNA-
nezavislé tvorby iP a tZ. Delece PpIPT1 genu ve Physcomitrella patens vedla ke zméné
z dominance cZ-typu ve WT na dominanci iP-typu volnych cytokinint jak v pletivech,
tak i v médiu (Lindner et al., 2014). Vyfazeni PpIPT1 genu mélo u Physcomitrella patens
za nasledek zvyseni hladiny iP typu Ck v kultivaénim médiu, coz se odrazilo ve snizeni
ristu kolonii a zvySené diferenciaci. Na médiu obsahujicim iP byl fenotyp u WT

porovnatelny s mutantem, coz znamena, Ze d|iptl rostliny nejsou ovlivnény v Ck
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signalizaci. tRNA-vazany cZR je pravdépodobné hlavnim zdrojem cZ typu cytokininti.
Ztrata tRNA-vazaného cZ a zvySené mnozstvi iP a tZ cytokininii PpIPT1-deficitnich
rostlin siln€ naznacuje existenci druhé, tRNA-nezavislé drahy v mechu. Tato cesta se zda
dilezita v produkci aktivnich cytokinint v Physcomitrella patens (Lindner et al., 2014).

Existuji tfi mozné hypotézy vysvétlujici pivod volnych cytokinint — (i) existuje jina
alternativni drdha zprostfedkujici tRNA-nezavislou produkeci cytokininii zatim
neznamym enzymem; (ii) jedna nebo nékolik ze zbyvajicich Sesti IPT mechu nalezi
k zatim neobjasnéné (mozna specifické pouze pro mechorosty) IPT roding, ktera
konvergentné ztratila schopnost vazat tRNA a naopak ziskala enzymatickou aktivitu
jakou maji ADP/ATP-IPT kvetoucich rostlin; (iii) jedna nebo né&kolik IPT mechu
skute¢né patii do stejné ADP/ATP-IPT rodiny jako je tomu u kvetoucich rostlin.
Na zakladé vSech dostupnych informaci se hypotéza (ii) zda byt nejpravdépodobnéjsi
(Lindner et al., 2014).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1

Material

3.1.1 Biologicky material

Elektrokompetentni buriky Agrobacterium tumefaciens GV3101 (Invitrogen,
USA)

Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch & Schimp (laskavé poskytl Dr. Klaus von
Schwartzenberg, University of Hamburg, Némecko)

Chemokompetentni buiiky Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, USA)
Chemokompetentni butiky Escherichia coli BL21 STAR (DE3) (Invitrogen,
USA) nasledné transformované konstrukty: pTYB12::PpIPT1, pTYB12::PpIPT3S
(kratkd varianta), pTYB12::PpIPT3L (dlouhd wvarianta), pTYB12::PpIPT5S
(kratka varianta); pTYB12::PpIPT5L (dlouhd varianta); pTYB12::PpIPT6S
(kratka varianta) a také pPMALc2x::PpIPT3S, pMALc2x::PpIPT5S a
PMALc2x::PpIPT6S (vse kratka varianta) a prazdné vektory pTYB12 a pMALc2x
slouzici jako negativni kontrola. Tyto expresni konstrukty byly pfipraveny a
poskytnuty Doc. Petrem Galuszkou (UP Olomouc) a nesou bud’ kratkou verzi
(oznacenou S) nebo dlouhou verzi (oznaenou L) ziskanou alternativnim

sestfthem pfislusné pre-mRNA.

3.1.2 Vektory
pDRIVE (https://www.addgene.org/vector-database/2401/; Qiagen, Némecko)

origin Kenl

ik,
Oug,
Y

pDrive Cloning Vector Sall
3.85kb Accl

iSPé promoter

Obr. 4 Mapa pDRIVE klonovaciho vektoru.
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3.1.3 Chemikalie

Restrik¢ni endonukleasy a pufry (NEB, Velka Britanie):
- Ascl —20 000 U-mlI?t

EcoRI-HF — 20 000 U-ml™

- Fsel —20 000 U-ml?

- Notl-HF — 20 000 U-ml*

- BsaHI-20000 U-ml*

- 10x CutSmart pufr

Dalsi enzymy a pufry:

- Termosenzitivni alkalicka fosfatasa Fast AP (1000 U-ml?) a 10x Fast AP pufr
(Thermo Scientific, USA)

- GoTag G2 Flexi DNA polymerasa (5000 U-mlt) a 5x GoTaq Flexi pufr
(Promega, USA)

- Nukleasa P1 (200 U-mlt; Sigma, USA)

- Phusion HF (High-Fidelity) DNA polymerasa (2000 U-mlI?) a 5x Phusion HF pufr
(NEB, Velka Britanie)

- RevertAid H Minus reverzni transkriptasa (200 000 U-mlIt) a 5x reakéni pufr pro
reverzni transkriptasu (Thermo Scientific, USA)
- RNasa A (Fermentas, Kanada)
- TurboDNasa (2000 U-mlI?) a 6x reakéni pufr pro DNasu (Thermo Scientific,
USA)
Standardy molekulové vahy pro agarosovou a polyakrylamidovou elektroforézu:
- 1 kb DNA ladder (Thermo Scientific, USA)
- 1 Kkb plus DNA ladder (Thermo Scientific, USA)
- PageRuler unstained protein ladder (Thermo Scientific, USA)
Antibiotika:
Ampicilin 100 mg-1* (Sigma, USA)
- Carbenicilin 100 mg-1* (Sigma, USA)
- Rifampicin 25 mg-1* (Sigma, USA)
- Kanamycin 50 mg-I*! (Sigma, USA)

- Gentamycin 25 mg-1? (Sigma, USA)
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Dalsi chemikalie:

6x vzorkovaci pufr (Thermo Scientific, USA), agar (HiMedia, Indie), agarosa
(Amresco, USA), akrylamid (Sigma, USA), bisakrylamid (Sigma, USA), bromid
ethidia (NeoLab, Némecko), buthanol (Penta, Ceska republika), BSA (Sigma,
USA), Coomassie Brilliant Blue G-250 (Thermo Scientific, USA), D-glukosa
monohydrat (Lach:ner, Ceska republika), dNTPs (Fermentas, Kanada), DMSO
(Duchefa, Nizozemi), DTT (Sigma, USA), EDTA (Penta, Ceska republika),
ethanol 96% (Lach:ner, Ceska republika), Formamid (Fluka, Némecko), glycerol
(Lach:ner, Ceska republika), hydroxid draselny (Lach:ner, Ceskéa republika),
hydroxid sodny (Penta, Ceska republika), chlorid sodny (Lach:ner, Ceska
republika), IPTG (Duchefa, Nizozemi), isopropanol (Lach:ner, Ceska republika),
kvasinkovy extrakt (Sigma, USA), kyselina chlorovodikovd 36% (Lachema,
Ceska republika), LB Broth (Sigma, USA), methanol (Lach:ner, Cesk4 republika),
mocovina (Sigma, USA), B-merkaptoethanol (Sigma, USA), nuclease-free voda
(Qiagen, Némecko), Oligo(dT) primer (Sigma, USA), persiran amonny (Lach:ner,
Ceska republika), PMSF (Thermo Scientific, USA), Protein Assay 24 roztok
(BioRAD, USA), SDS (Penta Ceska republika), TEMED (Sigma, USA), Tris
(Duchefa, Nizozemi), Triton X-100 (Sigma, USA), TRIzol ¢inidlo (Thermo
Scientific, USA), trypton (Duchefa, Nizozemi), Tween-20 (Sigma, USA), X-gal

(Duchefa, Nizozemi).

3.1.3.1 Roztoky a média pro praci s bakteriemi
0,1 mol-I* IPTG

23,8 mg IPTG rozpusténo v 1 ml nuclease-free vody
0,2 mol-I"* X-gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl B-D-Galactopyranoside)

40 mg X-gal rozpusténo v 1 ml formamidu, sterilizovdno ptes filtr s velikosti port

0,22 pm

LB médium

9,5 g chlorid sodny, 15,5 g LB Broth; doplnéno do 1 1 destilovanou vodou; autoklavovano

LB Agar
10 g trypton, 10 g NaCl, 5 g kvasni¢ného extraktu a 16 g agaru na 1 litr; autoklavovéano
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Lyzacéni pufr (pro optimalizace exprese)
20 mmol-1* Tris/HCI pH 8,0, 250 mmol-1"t NaCl, 1 mmol-11 EDTA, 0,1 % Triton X-100,

2 % glycerol

SOC médium

20 g tryptonu, 5 g kvasinkového extraktu a 0,5 g chloridu sodného bylo rozpusténo v 950
ml destilované vody. Poté bylo do roztoku piiddno 10 ml 250 mmol-I* chloridu
draselného, pH = 7. Objem byl dopInén destilovanou vodou do 1 1. Po autoklavovani bylo
do roztoku ptidano 20 ml sterilni 1 mol-1"t D-glukosy a 5 ml sterilniho 2 mol-I"* chloridu

hotec¢natého.

3.1.3.2 Roztoky a média pro purifikaci na chitinové a amylosové koloné

Kolonovy pufr (Chitinova kolona)

20 mmol-1" Tris/HCI pH 8, 500 mmol-1t NaCl, 1 mmol-1" EDTA, 0,05 % Triton X-100

Kolonovy pufr (Amylosova kolona)

20 mmol-1? Tris/HCI pH 7,4, 200 mmol-11 NaCl, 1 mmol-1* EDTA, 0,05 % Triton X-100

Lyzaéni pufr
20 mmol-1" Tris/HCI pH 8, 500 mmol-1" NaCl, 1 mmol-1"* EDTA, 0,05 % Triton X-100,

5 % glycerol a inhibitor proteas PMSF

Pufr na dialyzu

50 mmol-1? Tris/HCI pH 8.0; 100 mmol-1" NaCl

IPT pufr (stanoveni aktivity)

100 mmol-1" Tris/HCI pH 8,5 a 5 mmol-1* B-merkaptoethanol

3.1.3.3 Roztoky pro agarosovou elektroforézu

1% (w/v) agarosovy gel

1 g agarosy rozpustén ve 100 ml TAE pufru, uvafeno pomoci mikrovinné trouby

TAE pufr
1 mol-I" EDTA, 40 mol-I* Tris-acetat; pH = 8
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3.1.3.4 Roztoky pro SDS-PAGE
30% (w/v) akrylamid + 0,8% (w/Vv) bisakrylamid

7,5 g akrylamidu rozpusténo v 17 ml sterilni vody, poté ptidano 0,2 g bisakrylamidu,
objem doplnén sterilni vodou na 25 ml

10x Elektrodovy pufr

30 g Tris, 144 g Glycin, 10 g SDS, doplnéno do 1 1 destilovanou vodou, pH = 8,3
4x SDS vzorkovaci pufr

4 ml glycerol, 3,2 ml 0,75 mmol-I*, Tris (pH = 6,8), 2,3 ml sterilni vody, 0,8 g SDS,

10 mg bromfenolové modti, 0,5 ml B-merkaptoethanolu
Cinidlo Bradfordové

BioRAD Protein Assay roztok a sterilni voda v poméru 1:4

Pufr pro zaostifovaci gel

9,08 g Tris, doplnéno do 100 ml destilovanou vodou, pH = 6,8

Pufr pro separacni gel

27,25 g Tris, doplnéno do 100 ml destilovanou vodou, pH = 9,2
Separacni gel (10%)

2,5 ml 30% akrylamid + 0,8% bisakrylamid, 1,25 ml Pufr pro separa¢ni gel, 3,63 ml
sterilni voda, 0,075 ml 10% (w/v) SDS, 0,0075 ml TEMED, 0,075 ml persiran amonny
(100 mg/ml)

Zaostfovaci gel (4%)

1 ml 30% akrylamid + 0,8% bisakrylamid, 1,25 ml Pufr pro zaostfovaci gel, 5,13 ml
sterilni voda, 0,075 ml 10% (w/v) SDS, 0,0075 ml TEMED, 0,075 ml persiran amonny
(100 mg/ml)

Coomassie Brilliant Blue barvici roztok

1 g Coomassie Brilliant Blue (Bio-Rad) v 1 litru nasledujici smési (50% methanol, 10%
ledova kyselina octova, 40 % voda)

Coomassie Brilliant Blue odbarvovaci roztok

Voda, methanol a kyselina octova v poméru 50:40:10

3.1.4 Komerc¢ni Kity
- Argentcourt RNAClean XP (Beckman, Némecko)
- NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kit (Machenery Nagel, Némecko)
- QIAprep spin miniprep kit (Qiagen, Némecko)
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3.1.5 Software a programy
- ImageLab (Bio-Rad, USA)

- SnapGene (http://www.snapgene.com/)

3.1.6 Pristroje
- Centrifuga SCANSPEED 1730R (LaboGene, Dansko)
- Elektroforeticka komora pro horizontalni elektroforézu (Biometra, Némecko)
- Elektroporator ECM 399 (BTX, USA),
- Elektromagnetickd michacka (Boeco, Némecko)
- Flowbox (MERCI, CR)
- Inkubétor (Memmert, Némecko)
- Inkubétor (Medline Scientific limited, Némecko)
- NanoDrop Lite spektrofotometr (Thermo Scientific, USA)
- Termoblok (BIOER, Cina)
- TProfessional Termocykler (Biometra, USA)
- UVIVIS spektrofotometr (Agilent, USA)
- UV-transiluminator UVT-20 M-HC (Herolab, Némecko)
- Vortex (Labnet, USA)

- Zdroj napéti pro elektroforézu (Biometra, Némecko)

3.1.7 Primery

Primery byly navrzeny na zékladé sekvence genomu mechu Physcomitrella patens tak
aby specificky rozpoznavaly jednotlivé geny PpIPT1, 3, 4, 5 a 6. K ovéteni prepisu RNA
do cDNA byl také navrzen par primert specificky pro housekeeping gen PpAct3.
Lyofilizované primery (Sigma, USA) byly dle ndvodu rozpustény v pfedem stanoveném
mnozstvi nuclease-free vody na koncentraci 100 umol-I"2. Poté byly jesté 10x vyfedény
RNAse-free vodou K ziskani pracovni koncentrace 10 pmol-It. Sekvence jednotlivych

primert jsou shrnuty v Tab. 1.
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Tab. 1a Sekvence primert pro amplifikaci PpIPT z cDNA Physcomitrella patens

Primer Sekvence (5°-3")

PpAct3_fw ATGGCAGGAGAAGGTGAGG

PpAct3_rev CTAGAAACACTTCCTGTGAACGATTG
PpIPT1_fw_BamHI CGCGGATCCATGTACATGTTGACGCACCGTG
PpIPT1 R TTACATAGAGGTCGTCAAGGATGATTCC
PpIPT3_fw_BamHI CGCGGATCCATGTGGACTTCAAGAGCATGAAC
PpIPT3_R TCAGAATCTAACTAAATTTCGTGAGC
PpIPT4/5_fw_BamHI CGCGGATCCATGTGGACTCAAAGAGCAGCATG
PpIPT4_R TCAGAATCTAACTACACTCCGTTGAAAACTCC
PpIPT5_R TCAGAACCTAACTACATTCTGTTGAAATC
PpIPT6_fw_BamHI CGCGGATCCATGGCCCACAGCCAATCATATAAG
PpIPT6_R TCAAACTGTAACAAATCTCCGTGG

Tab. 1b Sekvence primert pro klonovani do pDRIVE vektoru a pro klonovani PpIPT do binarniho

vektoru

Primer

Sekvence (5-3")

PpIPT1_Ascl_Fw
PpIPT1_Fsel Rev
PpIPT3_Ascl_Fw
PpIPT3_Fsel_Rev
PpIPT4_Ascl_Fw
PpIPT4_Fsel Rev
PpIPT6_Ascl_Fw
PpIPT6_Fsel Rev

CTAGAGGCGCGCCATGGTGAGTTTGCAGTTTGAGG
CATAGGCCGGCCCATAGAGGTCGTCAAGGATGATTCC
CTAGAGGCGCGCCATGTGGACTTCAAGAGCATGTACTTG
ATAGGCCGGCCGAATCTAACTAAATTTCGTGAGCTTAGACTCC
CTAGAGGCGCGCCATGATGTGGACTCAAAGAGCAGCATG
CATTAGGCCGGCCGAATCTAACTAACTCCGTTGAAAACTCC
CTAGAGGCGCGCCATGCGGACTTCAAGAGCATGTC
CATTAGGCCGGCCAACTGTAACAAATCTCCGTGGAATTGG

4xmyc_Fsel_Fw

4xmyc_Notl_Rev

CGGGCCGGCCTGAACAGAAATTAATCTCTGAAGAGG
CGCGGCCGCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTTCCGAAGGTC
TTCTTCAGAGATAAGTTTCTGC

M13 TGTAAAACGACGGCCAGTG

RV GGAAACAGCTATGACCATGA

CaMV 35S TGATCCCCCTCGACAGCTTGCATG
tNOS TTGAACGATCGGGGAAATTCGAGCT

39



3.2 Metody

3.2.1 Kultivace E. coli

Piiprava startovacich kultur: 10 ml LB média (ampicilin 100 mg-1) bylo zaockovano

Z jedné bakterialni kolonie a ponechano ke kultivaci na tiepacce (160 RPM) pii 30 °C
ptes noc. Dalsi den byly jednotlivé kultury nao¢kovany ve dvojim opakovani do 50 ml
LB média (ampicilin 100 mg-17, glukosa 2%) ve 250 ml Erlenmeyerovych baiikach tak,
aby se optickd hustota pfi 600 nm (ODeoo) dosahla hodnoty 0,1. Poté byly kultury
kultivovany pti 30 °C az do doby, kdy hodnota ODeoo dosahla hodnoty 0,5. Od kazdého
konstruktu byl pted indukci odebran vzorek o objemu 1 ml, vzorek byl centrifugovan
(14 000 x g, 5 min, 4 °C), supernatant odlit a pelet zamrazen pro pozd¢&jsi analyzu pomoci
polyakrylamidové gelové elektroforézy V pfitomnosti dodecylsulfatu sodného
(SDS-PAGE; 3.2.6.). Exprese proteinu byla indukovana piidavkem IPTG
(0,3 mmol-17). Exprese proteinu probihala pfes noc pii 18 °C nebo 30 °C (u pMALc2x
také 4 h pti 30 °C), bylo odebrano mnozstvi kultury, aby po nafedéni na 1 ml LB médiem
dosahovala hodnota ODeqo 0,5 a pelety byly uchovany pro SDS-PAGE analyzu (3.2.5.).
Kultury v Erlenmayerovych bankach byly nasledujiciho dne slity sklizeny centrifugaci
(4600 x g, 10 min, 4 °C), supernatant odstranén, nasledné bylo ptidano 1 ml lyza¢niho
pufru a opakovanym zamrazovanim na suchém ledu a rozmrazovanim ve vodni 1azni byly
buniky rozbity, a centrifugovany (14 000 x g, 5 min, 4 °C). Supernatant byl poté odebran
pro dalsi analyzu.

Ptiprava vzorki na SDS-PAGE: K zamrazenym peletiim pied indukci a po indukci

bylo ptiddno 20 pl modoviny o koncentraci 8 mol-1" a 5 ul nanasejiciho pufru, poté byla
smés povarena pii 95 °C po dobu 10 minut a centrifugovana (14 000 x g, 10 min, 4 °C) a
supernatanty byly naneseny na gel. K peletim bylo pfidino 500 pl mocoviny
o koncentraci 8 mol-1?, vortexovano a centrifugovano (14 000 x g, 10 min, 4 °C).
Proteinové vzorky z rozpustné a nerozpustné frakce (20 pl) bylo smichéano s 5 pl
nanaSejiciho  pufru, inkubovano 10 minut pii 95°C a centrifugovano

(14 000 x g, 10 min, 4 °C), a poté byla provedena diskontinualni SDS-PAGE (3.2.5.).

3.2.2 Purifikace proteinu na chitinové koloné
Pro purifikaci rekombinantniho proteinu bylo pouzito 2 1 bakterialni kultury. Bakterialni

pelet byl nejdfive resuspendovan v lyza¢nim pufru, sonikovan a centrifugovan
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(14000 x g, 10 min, 4 °C). Supernatant byl pozvolna nanesen na ekvilibrovanou
chitinovou kolonu (préitok 0,5 ml-mint). Kolona byla nésledné& promyta minimalné deseti
objemy kolonového pufru (pritok 1 ml-min™t) a poté rychle promyta kolonovym pufrem
s DTT (50 mmol-17) a protein byl ponechan ke $tépeni 48 hodin pii 4°C. Proteiny byly
nasledné vymyty kolonovym pufrem, DTT bylo odstranéno dialyzou a zahustény pomoci
ultrafiltrace. Koncentrace proteinti byla stanovena metodou Bradfordové (3.2.5.) a poté
byla provedena diskontinualni SDS-PAGE (3.2.5.)

3.2.2.1 Purifikace pomoci High-Q FPLC
Proteiny byly nasledné purifikovany pomoci High-Q FPLC. Kolona byla ekvilibrovana

pomoci 50 mmol-1? Tris/HCI pH 8.0 a po naneseni vzorku promyta pomoci stejného
pufru. Eluce byla provadéna pomoci gradientu 50 mmol-1? Tris/HCI pH 8.0 pufru
s obsahem 2 mol-1* KCI.

3.2.3 Purifikace na amylosové koloné

Pro purifikaci rekombinantniho proteinu bylo pouzito 4 | bakterialni kultury. Bakterialni
pelet byl nejdfive resuspendovdn v lyzacnim pufru, sonikovdn a centrifugovan
(14000 x g, 10 min, 4 °C). Supernatant byl pozvolna nanesen na ekvilibrovanou
amylosovou kolonu (pritok 0,5 ml-min™t). Kolona byla nasledné promyta minimalné
deseti objemy kolonového pufru (priitok 1 ml-min). Proteiny byly nasledné vymyty
kolonovym pufrem s obsahem maltosy a zahuStény pomoci ultrafiltrace. Koncentrace

proteini byla stanovena metodou Bradfordové (3.2.4.) a poté provedena diskontinualni

SDS-PAGE (3.2.5.).

3.2.4 Stanoveni celkovych proteini metodou Bradfordové

V ziskanych extraktech proteinti bylo metodou Bradfordové stanoveno celkové mnozstvi
proteinli. Pro vytvofeni kalibra¢ni pfimky bylo pouZito zasobniho roztoku BSA o
koncentraci 2 mg-mol™. Pozadované mnozstvi BSA (Tab. 2) bylo vzdy ptidano do 1 ml
ptipraven¢ho ¢inidla Bradfordové a ponechano 10 min k inkubaci pii pokojové teploté.
Poté byla na spektrofotometru zmétena absorbance pii 595 nm. Ze ziskanych hodnot byla
poté sestrojena kalibracni pfimka a zrovnice regrese byla vypocitana koncentrace

proteinti v ziskanych proteinovych extraktech.
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Tab. 2 Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni celkovych proteinti metodou Bradfordové

BSA o koncentraci 2 mg-ml? [pl] Vysledna koncentrace BSA [ug-ml?]
2

4

6

8

10

O~ wWwN -

3.2.5 SDS-PAGE analyza

Pro analyzy proteini pomoci SDS-PAGE byla zvolena tloustka zaostfovaciho a
separac¢niho gelu 1 mm a byl pouzit gel o velikosti 10x10 cm. Proteiny byly separovany
v 10% separa¢nim a 4% zaostfovacim gelu. Nejprve byl pfipraven separacni gel, jehoz
polymerace byla nastartovdna pifidavkem TEMEDu a persiranu amonného, roztok byl
napipetovan mezi délici skla, roztok byl prevrstven butanolem a inkubovéan 30 min.

Jakmile separa¢ni gel ztuhnul, butanol byl z povrchu gelu vylit a povrch gelu byl
nékolikrat proplachnut destilovanou vodou a zbytky vody byly odstranény pomoci
filtra¢niho papiru. Poté byl pfipraven zaostiovaci gel, jehoz polymerace byla opét
zahajeny ptidavkem TEMEDu a persiranu amonného. Zaostfovaci gel byl napipetovan
na povrch gelu separaéniho, do gelu byl zasunut hiebinek a inkubovan 30 min.

Po ztuhnuti gelu byl odstranén hiebinek a jamky byly proplachnuty destilovanou
vodou. Délici skla s ptfipravenym gelem byla poté vlozena do elektroforetické vany, ktera
byla naplnéna elektrodovy pufrem (1x).

Poté byly jamky gelu proplachnuty elektrodovym pufrem (1x) a do jamek byly
naneseny vzorky. Jako standard byl pouzit PageRuler protein unstained ladder.
Po naneseni vzorkli a standardu byla elektroforeticka komiirka uzaviena a pfipojena
ke zdroji proudu. Nejdiive pro zakoncentrovani vzorki v zaostfovacim gelu probihala
elektroforéza prvnich 20 minut pfi konstantnim napéti 100 V, po zaostieni bylo napéti
zvyseno na 140 V a poté elektroforeticka separace probihala az do doby, kdy vzorky
doputovaly na konec déliciho sklicka.

Po ukonceni elektroforézy byl odpojen zdroj proudu, gel byl vyjmut a inkubovén pii
pokojové teploté¢ v Coomassie Brilliant Blue barvicim roztoku na tiepacce (50 RMP).

Poté byl odbarven pomoci odbarvovaciho roztoku na tiepacce.
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3.2.6 Stanoveni tRNA-IPT aktivity enzymu

Byl pouzit tRNA oligonukleotid jako akceptorovy substrat a donorové substraty DMAPP
a trans-HDMAPP. Kazda reakce byla tvotena purifikovanym proteinem, oligo tRNA
probou, ktera byla pifed samotnou reakci inkubovana 10 minut pii 100 °C a poté umisténa
na 30 minut na led a reakce, které obsahovaly substraty DMAPP nebo HDMAPP (Tab. 3).
Byly také provedeny dvé kontrolni reakce bez substratu a bez purifikovaného proteinu,
byl piidan pufr do 30 ul (Tab. 3). Dalsi den byla smés inkubovana pii 95 °C a pak
umisténa na 5 minut na led. Nasledn¢ byly vzorky stoeny na centrifuze
(14 000 RPM, 5 min, RT) a supernatant byl pfemistén do 1,5 ml mikrozkumavky. Bylo
pfiddno 30 ul 0,5 mol-I* Tris/HCI pH 7 a 5 pl nukleasy P1 (NP1), smés byla ponechdna
k inkubaci v termobloku (37 °C, 2 h), nasledné byly pfidany 2 ul alkalické fosfatasy
(FastAP + 4 ul FastAP pufru) a opét nasledovala inkubace (37 °C, 2 h). Vzorky byly
umistény pro deaktivaci enzymu do termobloku na 95 °C po dobu 10 minut a poté byly
umistény na 5 minut na led. Vzorky byly poté stoéeny na centrifuze
(14 000 RPM, 10 min, RT) a nasledné ptefiltrovany pies 0,22 pum filtr, opét sto¢eny na
centrifuze (14 000 RPM, 5 min, RT) a pfeneseny do vialek pro analyzu na HPLC.

Tab. 3 Slozeni reakéni smési pro stanoveni tRNA aktivity proteinu

Slozka Objem [ul]
Purifikovany protein PpIPT 12

Oligo tRNA proba 75
DMAPP / HDMAPP 2

Pufr Do 30 pl

3.2.7 Stanoveni adenylatové aktivity enzymu

Byl pouzit AMP jako akceptorovy substrat a donorové substraty DMAPP a trans-
HDMAPP. Kazda reakce byla tvofena purifikovanym proteinem, AMP a substraty
DMAPP nebo HDMAPP (Tab. 4). Byly také provedeny dvé kontrolni reakce bez
substratu a bez purifikovaného proteinu, bylo ptidano 80 pl pufru. Dalsi den byla smés
inkubovana pii 95 °C po dobu 10 minut a pak umisténa na 5 minut na led. Nasledné byly
vzorky stoeny na centrifuze (14 000 RPM, 5 min, RT) a supernatant byl pfemistén do
1,5 ml mikrozkumavky. Nasledn& bylo pfiddno 30 pl 0,5 mol-1"t Tris/HCI pH 7, 2 ul
alkalické fosfatasy (FastAP + 4 ul FastAP pufru) a opét nasledovala inkubace
(37°C,2h). Pro deaktivaci enzymu byly vzorky umistény do termobloku

(95 °C, 10 min) a smési byly umistény na 5 minut na led. Vzorky byly stoceny na
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centrifuze (14 000 RPM, 10 min, RT) a prefiltrovany pies 0,22 um filtr, opét stoceny na
centrifuze (14 000 RPM, 5 min, RT) a pfeneseny do vialek pro analyzu na HPLC.

Tab. 4 Slozeni reakéni smési pro stanoveni adenylatové aktivity proteinu

Slozka Objem [ul]
Purifikovany protein PpIPT 20

Pufr 80

AMP (10 mmol?) 5

DMAPP / HDMAPP 2

3.3 Priprava konstrukti pro expresi PpIPT v Arabidopsis thaliana

3.3.1 lzolace RNA Physcomitrella patens
Mech Physcomitrella patens na Petriho misce byl pomoci ziletky a skalpelu umistén do
mikrozkumavky o objemu 2 ml, zmraZen v tekutém dusiku a rozdrcen pomoci zelené
ty¢inky. Byl pfidan 1 ml TRIzol ¢inidla, smés byla umisténa na vortexmixer po dobu 15
minut Vv lednici a poté sto¢ena na centrifuze (12000 x g, 10 min, 4°C). 900 pnl
supernatantu bylo pfemisténo do ¢isté mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a bylo pfidano
200 pl chloroformu. Smés byla nésledné promichdna na vortexu do Uplného spojeni
a ponechana K inkubaci 15 minut. Nasledovala centrifugace (14 000 x g, 15 min, 4 °C) —
doslo k oddéleni fazi. 400 pl z horni vodné faze bylo premisténo do ¢isté mikrozkumavky
0 objemu 1,5 ml. Byl pfidan dalsi podil 200 ul chloroformu a smés byla opét promichana
na vortexu a ponechana 10 minut k inkubaci. Poté byly vzorky opét stoceny na centrifuze
(14 000 x g, 5 min, 4 °C). Po oddéleni fazi bylo ptemisténo 350 pul horni frakce do Cisté
mikrozkumavky. Precipitace RNA byla provedena pridavkem 500 ul piedchlazeného
isopropanolu, smés byla protiepana a nasledovala inkubace pii laboratorni teploté 10
minut. Vzorky byly poté centrifugovany (12 000 x g, 10 min, RT). Supernatant byl
peclivé odpipetovan a vyizolovana RNA ziistala na dn¢ mikrozkumavky jako bily pelet,
ktery byl promyt 1 ml 75% ethanolu (kratce protfepano na vortexu, aby se RNA odd¢lila
od dna mikrozkumavky) a poté byly vzorky stoceny na centrifuze (8 000 x g, 5 min, RT).
Supernatant byl odpipetovan a zbytky ethanolu byly odstranény vysusenim 10 minut
v digestofi a poté byl pelet rozpustén v 40 ul RNAse-free vody.

Ke 40 pl vzorku bylo pfidano 10 pl pufru Turbo DNasy a 2 ul DNasy, smés byla

umisténa do termobloku vyhiatého na 37 °C po dobu 45 minut. Poté bylo pfidano 1 pl
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DNasy a smés byla ponechdna 45 minut pti 37 °C. Nasledné byla zméfena koncentrace
RNA na NanoDropu.

Piecisténi RNA bylo provedeno pomoci ARGENTCOURT RNACLEAN XP kitu. Pro
50 pl vzorku bylo ptidano 25 ul magnetickych kuli¢ek a 20 ul 100 % isopropanolu
(RNAse-free). Smés byla umisténa na magneticky stojanek na 5 minut a poté byl
supernatant opatrné odpipetovan. Bylo piidano 200 pul RNAse free 70 % ethanolu a po
minuté byl ethanol odpipetovan (tento krok byl 2x zopakovan). Mikrozkumavky byly
umistény na 5 minut do flowboxu k vysuSeni a nasledn¢ bylo pfidano 30 ul RNAse-free
vody. Smés byla inkubovéana 10 minut a poté umisténa na magneticky stojanek na 5 minut
a poté premisténa do Cist¢é mikrozkumavky. Byla zméfena koncentrace RNA na

NanoDropu.

3.3.1.1 Reverzni transkripce

V prvnim kroku byla k vzorku RNA pfidédna voda, oligoDT a smés byla ponechéna na
5 minut v termocykleru pii 65 °C. V dal§im kroku byly pfidany dNTPs, pufr a reverzni
transkriptasa. Poté byla smés opét umisténa do PCR termocykleru na 60 minut pii 42 °C
anasledné na 70 °C po dobu 10 minut (vSe v Tab. 5 a 6). Koncentrace DNA byla nasledné

zmétena na NanoDropu.

Tab. 5 Slozeni reakéni smési pro reverzni transkripci

Slozka Objem [ul]
RNA Physcomitrella patens (3500 ng)
oligoDT (10 mmol-I*?)

dNTPs (10 mmol-l?)

Pufr

Reverzni transkriptasa

H20

Celkovy objem

NOTF—, AN

Tab. 6 Podminky pro reverzni transkripci

Krok Teplota [°C] Cas [min]
1. 65 5

2. 42 60

3. 70 10

45



3.3.2 Polymerazova ietézova reakce cDNA Physcomitrella patens

Metodou polymerazové fetézové reakce (PCR) byly amplifikovany pomoci Phusion
High-Fidelity DNA polymerasy geny PplIPT1, PpIPT3, PplPT4, PpIPT5 a PpIPT6
z cDNA Physcomitrella patens a pro ovéfeni piepisu bylo pouzito housekeeping genu
PpAct3 (Tab. 1a).

Tab. 7 Slozeni reak¢ni smési pro PCR s pouzitim Phusion HF polymerasy

Slozka Objem [ul]
cDNA Physcomitrella patens (ng) 1

5x HF pufr 4

Phusion HF polymerasa 0,2

dNTPs (10 mmol-l?) 0,4
Forward primer (10 mmol‘I?) 1

Reverse primer (10 mmol-I*?) 1

H20 12,4
Celkovy objem 20

Tab. 8 Reakéni podminky pro PCR s pouzitim Phusion HF polymerasy

Krok Teplota [°C] Cas [s]
1. Poc¢ate¢ni denaturace 98 120

2. Denaturace 98 30

3. Hybridizace primert 57 90

4. Elongace 72 30

5. Zavérecna elongace 72 180

3.3.2.1 Amplifikace jednotlivych PpIPT z cDNA Physcomitrella patens

metodou tzv. ,,Nested PCR*
Pro amplifikaci byla vyuzita cDNA Physcomitrella patens, ktera byla ovéfena
v pfedchozim kroku. Byly zvoleny dvé koncentrace cDNA — 550 a 1100 ng (Tab. 7 a 8).
Po prvni PCR reakci byla ¢ast produktu oveéfena pomoci agarosové elektroforézy
(3.3.2.2.) a zbytek byl pouzit pro dalsi PCR reakci. Produkt byl opét ovéfen pomoci
agarosové elektroforézy a bylo pfipraveno 6 reakci pro kazdou PpIPT (1 ul produktu
pouzito pro kazdou reakci). V ptipadé¢ potieby byla pfidana do PCR smési aditiva DMSO
a betain. Po skonceni elongace bylo vzdy k reakéni smési napipetovano 1 pul GoTaq G2
Flexi DNA polymerasy k vytvofeni nespecifickych adenosini na koncich DNA

amplikont pro nasledujici TA klonovani, ndsledovala inkubace po dobu 10 min pii 72°C.
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3.3.2.2 Elektroforéza v agarosovém gelu

Ziskané amplikony byly ovéfeny elektroforeticky v 1 % agarosovém gelu v 1x TAE
pufru, kdy pro 10 pl vzorku bylo ptidano 2 pl vzorkovaciho pufru 6x Loading dye.
Pro zviditelnéni DNA bylo do gelu pfidano 10 pl bromidu ethidia. Pti konstantnim napéti
100 V probihala elektroforéza po dobu 30 minut. Byl pouzit 1 kb DNA ladder resp. 1 kb
plus DNA ladder jako standard.

3.3.2.3 Purifikace DNA amplikont z PCR reak¢ni smési

Po zkontrolovani velikosti ziskanych DNA amplikonli v agarosovém gelu byly PCR
smési piecistény pomoci NucleoSpin Gel a PCR Clean-Up kitu. K PCR vzorkim byl
pfidan NTI pufr v poméru 2:1 (2 podily pufru na 1 podil vzorku). VSechny centrifugace
probihaly pfi 11 000 X g a pokojové teploté. V piipadé PpIPT, které obsahovaly mnoho
dimert primerd byly nejdiive vyfezdny DNA fragmenty z agarosového gelu
(pro PplIPT6) a pro ostatni PpIPT byl NTI pufr zfedén v poméru 1:7 s RNAse free vodou.
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kolonka byla umisténa do 2 ml sbérné
mikrozkumavky, ktera je soucasti kitu. Na kolonku byl nanesen vzorek a centrifugovan
po dobu 30 s. DNA se zachytila a to, co proteklo skrz, bylo vylito do odpadu. Nasledné
byla kolonka promyta 700 ul pufru NT3 a sto¢ena na centrifuze po dobu 30 s, tento krok
byl proveden 2x, vzdy bylo to, co proteklo vylito do odpadu a kolonka opét umisténa do
sbérné mikrozkumavky. Poté byly kolonky stoCeny naprazdno (11 000 x g, 30 s, RT)
K odstranéni zbytku ethanolu a vysuSeny pii 70 °C po dobu 2-5 minut v termobloku.
Nakonec byly kolonky umistény do prazdné 1,5 mikrozkumavky, eluce byla provadéna
20 pl eluéniho pufru NE. Nejdiive byly kolonky ponechany inkubovat 1 min a pak byly
vzorky sto¢eny na centrifuze po dobu 1 min. Na NanoDropu byla zméfena koncentrace
ziskané DNA.
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3.3.3 Ligace do pDRIVE plasmidu
Purifikované DNA fragmenty byly ligovany do pDRIVE plasmidu dle Tab. 3. a

ponechany k inkubaci pii 16 °C pies noc. Po inkubaci byla ligasa aktivovana pti 70°C.

Tab. 9 Ligace DNA inserta do pDRIVE plasmidu.

Slozka MnozZstvi [pl]
DNA insert (vzdy cca 15 ng-ul™) 4,25

2x liga¢ni master mix 5

pDRIVE klonovaci vektor (50 ng-ul™?) 0,75

Celkovy objem 10

3.3.3.1 Transformace bakterii E. coli TOP 10

Klonovaci vektor pDRIVE s DNA insertem byl transformovan do chemokompetentnich
bun¢k E. coli TOP 10 teplotnim Sokem. Bunky byly vytazeny z mrazaku (-80 °C)
a ponechany na ledu 10 minut. Poté bylo ptidano 7 pl ligaéni smési a buiky byly
ponechdny na ledu po dobu 30 minut. Nasledné¢ byl proveden teplotni Sok:
mikrozkumavky s butikami byly umistény do termobloku vyhiatého na 42 °C po dobu 45
sekund a nasledn¢ umistény na led po dobu 5 minut. Poté bylo ptidano 400 pul SOC média
a smeés byla umisténa na tfepacku (800 RPM) vyhtatou na 37 °C po dobu alespon
1 hodiny.

Ve flowboxu bylo na pfipravené Petriho misky s LB agarem a kanamycinem
napipetovano 10 pl 0,1 mol'lt IPTG a 40 pl 20 mmolI? x-galu a rozetieno sklenénou
sterilni hokejkou. Poté byly na misky napipetovany transformované buiiky a rozetfeny

sterilni sklenénou hokejkou. Bakterie byly kultivovany pti 37 °C do dal$iho dne.

3.3.3.2 Colony PCR
Nasledujici den byly pomoci umélohmotné Spicky pro automatické pipety vypichnuty
bile zbarvené (transformované) kolonie, které byly nejdiive namoceny do reakéni smési
pro tzv. ,,colony PCR* (Tab. 10), ktera slouzi k ovéfeni zaklonovani insertu a nasledné
natzv. ,replica plate®, coz je Petriho miska s LB agarem, obsahujici kanamycin, kterd ma
na vicku oc¢islovany lihovym fixem oblasti, kde se jednotlivé vypichnuté kolonie naockuji
a Vv takovém pofadi jsou poté nanaseny na agarosovy gel (viz. 3.3.2.2.). Kolonie na
»replica plate byly ponechany ke kultivaci pfes noc pii 37 °C.

Pro kontrolu ptitomnosti DNA insertu v pDRIVE plasmidu byly kolonie pouzity jako
templat pro PCR reakci za pouziti GoTaq G2 Flexi DNA polymerasy a primer pro
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pDRIVE — M13 a RV (Tab. 10 a 11). PCR produkty byly nasledn¢ analyzovany

Vv agarosovém gelu dle 3.3.2.2.

Tab. 10 Slozeni reakéni smési pro colony PCR s pouzitim GoTaq G2 Flexi DNA polymerasy.

Slozka Objem [pl]
Kolonie 0

5x zeleny GoTaq® reakeni pufr 3

GoTaq G2 Flexi polymerasa 0,05
MgCl, (25 mmolI?) 15

dNTPs (10 mmol 1) 0,15
Forward primer (10 mmolI*?) 0,75
Reverse primer (10 mmol‘I?) 0,75

H20 8,8
Celkovy objem 15

Cyklus 2-4 byl opakovan 27x.

Tab. 11 Podminky pro colony PCR s pouzitim GoTaq G2 Flexi DNA polymerasy.

Krok Teplota [°C] Cas [s]

1. Poc¢ate¢ni denaturace 95 120

2. Denaturace 95 30

3. Hybridizace primert 57 30

4. Elongace 72 1kbza60s
5. Zavérecna elongace 72 300

3.3.3.3 Priprava glycerol stockii a izolace plasmidii pomoci miniprepu

Nasledujiciho dne byly bakterie z ,,replica plate” (dle vysledkt colony PCR) nao¢kovany
do falkon o objemu 50 ml, které obsahovaly 10 ml tekut¢ého LB média spolu
s antibiotikem kanamycin. Bakterie byly ponechany ke kultivaci pfes noc na tiepacce
(180 RPM, 37 °C). Poté bylo vzdy od kazdé kultury odebrano 0,5 ml a pfemisténo do
mikrozkumavky o objemu 2 ml spolu s 0,5 ml 50 % glycerolu, mikrozkumavky byly
nasledné¢ umistény na nékolik sekund do tekutého dusiku a umistény do mrazaku
(-80 °C). Zbytek kultury byl sto¢en na centrifuze (4600 g, 20 min, RT) a supernatant byl
odlit. Nasledovala izolace plasmidové DNA pomoci QIAprep Spin Miniprep kitu. Pelety
byly rozsuspendovany v 250 ul pufru P1 (obsahujici LyseBlue ¢inidlo a RNAsu A).
Poté byla smés pfemisténa do mikrozkumavek o objemu 2 ml, bylo ptidano 250 pl
lyzaéniho pufru P2 (LyseBlue ¢inidlo zpidsobilo zmodrani), né&kolikrat byly
mikrozkumavky prevraceny K promichani a ponechany k inkubaci 3-5 minut. Poté bylo
ptidano 350 pl roztoku N3, mikrozkumavky byly opét neckolikrat pievraceny
(doslo k odbarveni) a stoceny na centrifuze (13 000 RPM, 10 min. RT). Supernatant byl
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nanesen na QlAprep 2.0 spin kolonku, dale bylo piidano 500 ul vazebného PB pufru a
dvakrat 750 pl promyvaciho pufru PE (mezi jednotlivymi kroky byly kolonky vzdy
stoCeny na centrifuze pti 13 000 RPM po dobu 1 minuty pii pokojové teploté a vzdy bylo
to, co proteklo vylito do odpadu), poté byla kolonka sto¢ena naprazdno k odstranéni
zbyvajicitho promyvaciho pufru eluce byla provadéna eluénim pufrem do Cisté 1,5 ml

mikrozkumavky a nasledné byla koncentrace DNA zmétena na NanoDropu.

3.3.3.4 Kontrolni restrikce a sekvenace
Byly provedeny kontrolni restrikce (Tab. 12 a 13) pro ovéfeni zaklonovani insertu do
pDRIVE vektoru na zaklad¢ sekvenci jednotlivych PpIPT a fragmenty byly ovéfeny
pomoci agarosové elektroforézy v 1 % gelu (3.3.2.2.).

Pro sekvenaci byly pouzity univerzalni primery pro pDRIVE (M13 a RV).

Tab. 12 SloZeni reakéni smési pro restrikéni §tépeni pro ovéfeni pfitomnosti DNA insertu v

plasmidu
Slozka Objem [pl]
pDRIVE::PplIPT 1lpug
Restrikéni enzym 0,5
10x CutSmart pufr 2

Doplnéno do 20 ul nuclease-free vodou

Tab. 13 Tabulka restrikénich enzymu a pufrt pro kontrolni restrikci inserti v pDRIVE plasmidu

Plasmid Restrikce 1 (enzym) Restrikce 2 (enzym)  Pufr (10x)
pDRIVE::PpIPT3 EcoRI-HF Notl-HF CutSmart
pDRIVE::PpIPT4 EcoRI-HF Notl-HF CutSmart
pDRIVE::PpIPT5 EcoRI-HF Notl-HF CutSmart
pDRIVE::PpIPT6 EcoRI-HF Notl-HF CutSmart
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3.3.4 Priprava Konstruktu 35S::Ascl/Fsel-4xMyc-6xHis

Pro klonovani byly pouzity binarni vektor mCherry only-pHSGM50 a bakterialni expresni
vektor 4xmyc-pINIII. Pomoci primera 4xmyc_Fsel Fw a 4xmyc_Notl_rev byla
provedena PCR amplifikace fragmentu nesouciho 4xMyc znacku z vektoru 4xmyc-pINII|
za pouziti Phusion polymerasy dle 3.3.2. Pfipraveny fragment byl pie¢istén a naStépen
pomoci Fsel a Notl-HF. Stejnymi enzymy byl nastépen i mCherry-pHSGM50 (Tab. 14),
ktery byl navic defosforylovan pomoci alkalické fosfatasy FastAP a spravnost restrikce
byla ovéfena pomoci agarosové elektroforézy (3.3.2.3.). Touto restrikci byl odstranén
mCherry gen nahrazen pfipravenym PCR fragmentem nesoucim 4xMyc, ligovan
do pHSGM50 (Tab. 15) a ponechan ligovat pii 16 °C pies noc v termobloku. Dalsiho dne
byl plasmid transformovan teplotnim Sokem do E. coli TOP 10 (dle 3.3.3.1., ale bez
pridavku x-galu a IPTG na misky) a ovéfen pomoci ,,Colony PCR* (3.3.3.2.)
s primery 35S_fw a tNOS_rev. Plasmid byl izolovan z PCR pozitivnich klont (3.3.3.3.).

Stejné primery byly také pouzity i pro naslednou sekvenaci.

Tab. 14 Slozeni reakéni smési pro restrikci ke klonovani 4xmyc do pHSGM50 plasmidu

Slozka Objem [pl]

4xmyc / mCherry-pHSGM50 Veskery PCR produkt / 4 pg
Restrikéni enzym Ascl 0,5

Restrikéni enzym Fsel 0,5

10x CutSmart pufr 2

Doplnéno do 20 ul nuclease-free vodou 20

Tab. 15 Slozeni reakéni smési pro ligaci 4xMyc do pHSGM50 plasmidu.

SloZzka MnoZstvi [pl]
4xmyc (10-ti molarni nadbytek) 4,3
pHSGM50 4

Pufr T4 DNA ligasy (10X) 1

T4 DNA ligasa 0,7

Celkovy objem 10

3.3.5 Klonovani jednotlivych PpIPT do binarniho vektoru

Nejdiive byla provedena PCR za pouziti primert specifickych pro jednotlivé PpIPT
nesouci na 5’- koncich restrikéni mista Ascl a Fsel. Jako templat byly pouzity jednotlivé
PpIPT-pDRIVE klony, které byly ziskany v pfedchozich krocich (viz. kapitola 3.3.2.).
Piipraveny binarni vektor a PCR fragmenty nesouci jednotlivé PpIPT byly oSetieny
restrikénimi enzymy Ascl a Fsel (obdobné jako v Tab. 14). Po ptecisténi byly pfipravené
PCR fragmenty ligovany do binarniho vektoru, transformovany do E. coli TOP 10 a
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ovéteny pomoci ,,Colony PCR* (viz. 3.3.4.). Ziskané konstrukty CaMV35S::PpIPT-4xc-
myc-6xHis_tNOS byly ovéfeny pomoci restrikéni analyzy S restrikénimi enzymy Notl a

Fsel (Tab. 16) a nasledné osekvenovany.

Tab. 16 Slozeni restrikéni smési pro ovéfeni konstruktu

Slozka Objem [ul]
CaMV35S::PplPT-4xc-myc-6xHis_tNOS 1 ug
Restrikéni enzym Ascl 0,5
Restrikéni enzym Fsel 0,5

10x CutSmart pufr 2
Doplnéno do 20 ul nuclease-free vodou 20
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4 VYSLEDKY

4.1 Heterologni exprese v E. coli

4.1.1 Optimalizace exprese iIsopentenyltransferas z mechu

Physcomitrella patens
Pro optimalizaci exprese byly pouzity jiz pfipravené klony E. coli BL 21 STAR nesouci
prislusné expresni konstrukty. Byla provedena optimalizace exprese pii dvou riznych
teplotach (18 °C a 30 °C) v riznych ¢asovych intervalech. Optimalizace exprese byla

provedena z davodu nalezeni idealnich podminek pro expresi rekombinantnich protein.

4.1.2 Optimalizace exprese pTYB12::PpIPT

Pro prvni optimalizaci byl zvolen expresni vektor pTYB12 nesouci PpIPT, ozna¢eném na
N-konci intein-CBD znackou usnadnujici naslednou afinitni purifikaci proteinu.
Rekombinantni proteiny byly exprimovany ve kmeni E. coli BL 21 STAR (DE3).

U vzorkl kultivovanych pies noc pii 18 °C (Obr. 5) doslo k expresi proteind
odpovidajici molekulovou hmotnosti jednotlivym PpIPT (cca 110 kDa). Exprese byla
pozorovana zejména u vzorku PpIPT1, 3S, 3L a 5S (cca 110 kDa). Exprese ostatnich
isozymu nebyla pozorovana. Vyrazny band okolo 55 kDa u kontrolniho vzorku nesouciho
samotny pTYB12 vektor odpovida samostatné znacce intein-CBD. Dale je patrné, Ze

Kk produkci proteinti doslo samovolné jiz pied indukci IPTG, a to u vSech isoforem.
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Obr. 5 SDS-PAGE elektroforetogram pied indukei (A) a po indukei pfi 18 °C pies noc (B). Zleva:
1A, 8B — kontrola (prazdny vektor pTYB12); 2A, 9B — PpIPT1; 3A, 10B — PpIPT3S; 4A, 11B —
PpIPT3L; 5A, 12B — PpIPT5S; 6A, 13B — PpIPT5L; 7A, 14B — PpIPT6S. Bandy reprezentujici
jednotlive PpIPT jsou oznaceny hvézdickou.

Pii kultivaci vzorkd po indukci IPTG pii 30 °C pies noc (Obr. 6) je jiz na
elektroforetogramu patrnd exprese vsSech rekombinantnich protein. Stejné jako
v predchozim piipadé lze vidét, Zze proteiny byly syntetizovany samovolné jiz ptred

indukeci.

1A 2A 3A 4A 5A 6A 7A M 8B 9B 10B 11B12B 13B 14B

kn. ‘——o—------——.‘

Obr. 6 SDS-PAGE elektroforetogram pied indukci (A) a po indukci pii 30 °C pies noc (B). Zleva:
1A, 8B — kontrola (prazdny vektor pTYB12); 2A, 9B — PpIPT1; 3A, 10B — PpIPT3S; 4A, 11B —
PpIPT3L; 5A, 12B — PpIPTS5S; 6A, 13B — PpIPT5L; 7A, 14B — PpIPT6S. Bandy reprezentujici
jednotlivé PpIPT jsou oznaceny hvézdickou.
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Déle bylo provedeno porovnani obsahu proteinli v rozpustné a nerozpustné frakci
bakterialniho lyzatu za i€elem ovéteni pritomnosti exprimovanych proteinti. Pfi srovnani
nerozpustnych proteini extrahovanych z peleti a rozpustnych proteinti obsazenych
v supernatantu (obr. 7 a 8) pfipravenych z kultur kultivovanych ptes noc pii 18 °C a 30
°C neni patrné nabohaceni proteinti odpovidajicich molekulovou hmotnosti jednotlivym
PpIPT oproti kontrole. Extrakce proteind tedy nebyla ptili§ Gspésna, ziejmé kvuli jejich
nizké rozpustnosti, piipadné mohlo dojit k jejich degradaci. Vyjimkou je PpIPT1, jejiz
ptitomnost je v obou ptipadech ziejma v peletu — nerozpustné frakci (tedy v inkluznich

téliscich bakterii).
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Obr. 7 SDS-PAGE elektroforetogram srovnani vzorkd odebranych z peleti (A) a supernatanti
(B) po extrakci proteint z bakterialni kultury po IPTG indukei kultivované pies noc pii 18 °C.
Zleva: 1A, 8B — kontrola (prazdny pTYB12 vektor); 2A, 9B — PpIPT1; 3A, 10B — PpIPT3S; 4A,
11B — PpIPT3L; 5A, 12B — PpIPT5S; 6A, 13B — PpIPTS5L; 7A, 14B — PpIPT6S. Bandy
reprezentujici jednotlivé PpIPT jsou oznaceny hvézdickou.

55



1A 2A 3A 4A 5A 6A 7A M 8B 9B 10B 11B 12B 13B 14B

i

'
.
.
]
L
:

LI g
i

i

|

Wi

? ’ :
: ! )

Obr. 8 SDS-PAGE elektroforetogram srovnani vzorkt odebranych z pelet (A) a supernatantd
(B) po extrakci proteint z bakterialni kultury po indukci kultivované ptes noc pii 30 °C. Zleva:
1A, 8B — kontrola (prazdny pTYB12 vektor); 2A, 9B — PpIPT1; 3A, 10B — PpIPT3S; 4A, 11B —
PpIPT3L; 5A, 12B — PpIPT5S; 6A, 13B — PpIPT5L; 7A, 14B — PpIPT6S. Bandy reprezentujici
jednotlivé PpIPT jsou oznaceny hvézdickou.

4.1.3 Optimalizace exprese pMALc2x::PpIPT

Pro optimalizaci produkce isopentenyltransferas bylo také vyuzito pMALc2x klonovaciho
vektoru, nesouciho N-terminalni MalE gen, ktery koduje tzv. ,,maltose-binding protein®
(MBP), ktery umoznuje afinitni purifikaci rekombinantniho proteinu na amylosové
kolong. Cteci ramec MBP plynule navazuje na jednotlivé PpIPT geny a umoziiuje expresi
fazniho MBP-PpIPT proteinu.

Pro ovéteni produkce rekombinantnich proteinti byly rekombinantni proteiny stejné
jako u vektoru pTYB12 produkovany v kmeni E. coli BL21 STAR (DE3) pies noc
pti 18 °C a 30 °C (Obr. 9) a také po dobu 4 h pti 30 °C (Obr. 10). Z obrazku je ziejmé,
ze K vys$si produkci proteinti dochazelo pii 30 °C (Obr. 9 a 10).
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Obr. 9 SDS-PAGE elektroforetogram srovnani vzorki celkovych proteinid z bakteridlni kultury
E. coli BL21 STAR (DE3) kultivované po indukeci pies noc pii 18 °C (A) a 30 °C (B). Zleva: 1A,
5B — kontrola (prazdny pMALc2x vektor); 2A, 6B — PpIPT3S; 3A, 7B — PpIPT5S; 4A, 8B —
PpIPT6S. Bandy reprezentujici jednotlivé PpIPT jsou oznaceny hvézdickou.

AR IR

Obr. 10 SDS-PAGE elektroforetogram celkovych proteint pied indukci (A) a po indukci pfi
30 °C (B) po dobu 4 h. Zleva: 1A, 5B — kontrola (prazdny pMALc2x vektor); 2A, 6B — PpIPT3S;
3A, 7B — PpIPTSS; 4A, 8B — PpIPT6S. Bandy reprezentujici jednotlivé PpIPT jsou oznaceny
hvézdickou.
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Opét bylo provedeno porovnani obsahu proteinti v rozpustné a nerozpustné frakci
bakteridlniho lyzatu za ucelem ovéteni piitomnosti exprimovanych rekombinantniho
proteinu. Pii srovnani nerozpustnych proteinti, extrahovanych z peletli, a rozpustnych
proteinti v supernatantu (obr. 11 a 12) ziskanych z kultur kultivovanych pfes noc pii
18 °C a 30 °C byla nejsilngjsi exprese pozorovana u PpIPT5S (Obr. 11). Pro naslednou
purifikaci byla zvolena PpIPTS5S, jelikoz byla pozorovana silnd exprese tohoto proteinu.
Pii 18 °C (Obr. 12) nebyla pozorovana produkce proteinil, a tak byla zvolena pro

naslednou produkci a purifikaci proteinu teplota 30 °C.
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Obr. 11 SDS-PAGE elektroforetogram srovnani vzorkll nerozpustnych proteinti odebranych
z peletu (A) a rozpustnych proteini ze supernatantu (B) z bakterialni kultury po IPTG indukci
kultivované pies noc pii 30 °C. Zleva: 1A, 5B — kontrola (prazdny pMALC2X vektor); 2A, 6B —
PpIPT3S; 3A, 7B — PpIPTSS; 4A, 8B — PpIPT6S. Bandy reprezentujici jednotlivé PpIPT jsou
oznaceny hvézdickou.
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Obr. 12 SDS-PAGE elektroforetogram srovnani vzork odebranych z peleti (A) a supernatanti

(B) po extrakci proteinti z bakterialni kultury po indukci kultivované ptes noc pii 18 °C. Zleva:
1A, 5B — kontrola (prazdny pMALc2x vektor); 2A, 6B — PpIPT3S; 3A, 7B — PpIPT5S; 4A, 8B —
PpIPT6S. Bandy reprezentujici jednotlivé PpIPT jsou oznaceny hvézdickou.

4.1.4 Purifikace PpIPT3L na chitinové koloné

Na zékladé vysledki optimalizace exprese byl pro produkci IPT zvolen konstrukt
pTYB12::PpIPT3L. Byla provedena exprese proteinu ve 2 litrech kultury pii 18 °C ptes
noc. Po purifikaci na chitinové kolong, $t€peni pomoci DTT, eluci kolonovym pufrem byl
protein dialyzovan a nasledné zahustén pomoci ultrafiltrace. Koncentrace proteinu byla
stanovena metodou Bradfordové vlyzatu (cca 10 pg-pl?), eluovaném proteinu
(cca 4 pg-pl?) ataké ve vzorku, ktery se nezachytil na koloné (cca 8,5 pug-pl™?). Jednotlivé
proteinové frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 13). Z obrazku je patrné,
ze Cistota purifikovaného proteinu nebyla dostacujici, a tak byl vzorek dale ¢istén pomoci

FPLC.
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Obr. 13 SDS-PAGE elektroforetogram vzorkti PpIPT3L::pTYB12 exprimovanych v E. coli BL21
STAR (DE3) po purifikaci na chitinové kolon¢. Zleva: M — PageRuler unstained protein ladder;
1, 4 — lyzat; 2, 5 — nezachyceno na kolon¢; 3, 6 — protein. A: 10 pg; B: 40 pg proteinu. Band
reprezentujici PpIPT3L po odStépeni inteinu je oznacen hvézdickou.

4.1.4.1 Precisténi PpIPT3L pomoci FPLC

Cast vzorku (200 pg) byla nanesena na FPLC kolonu (ionex resource Q), promyta
kolonovym pufrem a nasledné eluovana gradientem KCI (Obr. 14). Ziskané frakce byly
nasledné analyzovany pomoci SDS-PAGE (data neuvedena), nicméné protein velikosti
odpovidajici PpIPT3L nebyl zaznamenan. Z tohoto diivodu byl pro stanoveni aktivity
PpIPT3L pouzit pfimo protein purifikovany na chitinové koloné (4.1.4.).

1-100.0 % Buffer B
0.0200 -125.0

1 r 100.0
0.0150 4 C
0.0100 r

] [ 50.0
0.0050 -1 [ 25.0
5.0000 —\M‘K‘-\-—-\‘___‘-‘ A 0.0
-0.0050 -k : : W . [-25.0

0.00 60. 00 120 00
AU Min.Tenth mS/cm

Obr. 14 FPLC chromatogram purifikace 200 pg vzorku za pouziti gradientu KCI.
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4.1.5 Purifikace PpIPT5S na amylosové koloné

Z diivodu nizké efektivity produkce IPT pomoci pTYB12 expresniho vektoru byl
produkovén protein PpIPT5S v pMALc2x expresnim vektoru, ktery by mél byt vice
robustni, a tak by mélo byt mozné ziskat vyssi mnozstvi proteinu po purifikaci.

Po produkci a purifikaci PpIPT5S na amylosové koloné byly proteiny zahustény a opét
byla zméfena koncentrace proteini (cca 9 pug-plt) metodou Bradfordové a analyzovany
pomoci SDS-PAGE. Rovnéz byly zpracovany vzorky proteind, které se nezachytily na
koloné& (cca 8,4 nug-ul?) a lyzat (cca 8,65 ug-ul™). Ocekavana velikost PpIPTS5S ve fuzi
s MBP je kolem 85 kDa. Z elektroforetogramu je zjevné, Ze protein této velikosti je malo
zastoupen. Naproti tomu proteinova frakce zachycend na amylosové kolon& obsahuje
velké mnozstvi proteinu o velikosti cca 60-70 kDa, ktery zfejmé patii heat-shock proteinu
70 (Hsp70). Podafilo se ziskat malé mnozstvi purifikovaného proteinu, jelikoz vétsinu

vzorku obsahoval band okolo 60-70 kDa (Obr. 15).

- M 1A 2A 3B 4B 5B 6C_ M
200 P = =
_}gg ——— - —
Ci2 — e e—
~ 85 W — —
3 . L 4 8 & 2=
__-50 ' - -
> — = T __
- —_
— — p— — — -
2 B -
- = ._.
- 15
- 10
— -

Obr. 15 SDS-PAGE elektroforetogram rekombinantnich proteint pMALc2x::PpIPT5S
exprimovanych v E. coli BL21 STAR (DE3) purifikovanych na amylosové koloné. Zleva: M —
Pageruler unstained protein ladder; 1, 4 — hruby proteinovy extrakt; 2, 5 — proteiny nezachycené
na koloné; 3, 6 — proteiny zachycené na koloné. A: 40 ug; B: 10 pg; C: 5 pug vzorku. Faze proteinu
s MBP je oznacena ** a band okolo 60-70 kDa je oznacen *.
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4.1.6 Stanoveni adenylatové a tRNA-IPT aktivity

Byla analyzovana jak adenylatova, tak i tRNA-IPT aktivita purifikované PpIPT3L
a PpIPT5S, nicméné ani vjednom piipadé nebyla aktivita zaznamenana
(data neuvedena). Z tohoto diivodu jsme se rozhodli prométit adenylatovou i tRNA-IPT
aktivitu v hrubém proteinovém extraktu pfipraveného z bakteridlnich klont
exprimujicich jednotlivé PpIPT. Nicmén¢ ani V tomto piipadé nebyla zaznamenana ani

adenylatova, ani tRNA IPT aktivita (data neuvedena).
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4.2 Priprava binarnich konstrukti pro expresi PpIPT v Arabidopsis
thaliana

4.2.1 Priprava binarniho vektoru

Pro expresi PpIPT gent in planta byl nejprve ptipraven vhodny binarni vektor umoznujici
C-terminalni fazi jednotlivych PpIPT se znackami 4xMyc a 6xHis, které umoznuji
naslednou purifikaci a detekci rekombinantniho proteinu pomoci specifickych protilatek

(Obr. 16).

Start, (359) Ascl . Fsel (431) . Motl (e01) End (917)
200 400 600 00
[ CamMv 355 promaoter o |:> |:> |:> |:> . MOS terminator

Myc  Myc  Myc  Myc axHis

cloning_cassette_CaM¥V355_4xcmyc_6xHis_tNOS
917 bp

Obr. 16 Navrh binarniho vektoru pHSGM50-4xMyc-6xHis v programu SnapGene.

Jako kostra vektoru byl pouzit konstrukt mCherry-pHSGM50 odvozeny od binarniho
vektoru pKLMS50, nesouciho silny konstitutivni promotor viru mozaiky kvétaku
(Cauliflower mosaic virus promoter 35S — CaMV 35S) a terminator pro nopalinsyntetasu
z Agrobacterium tumefaciens (tNOS). Nejprve byla provedena amplifikce sekvence
4xMyc z templatu 4XMyc::pINIII s primery obsahujici restrikéni mista pro Fsel a Notl-
HF. Reverse primer nese kromé Notl mista navic 6xHis znacku (Obr. 16). Amplifikace
byla ovéfena pomoci agarosové elektroforesy (Obr. 17) a po Sté€peni restrikénimi enzymy
Fsel a Notl byl PCR produkt pfecistén a pfipraven ke klonovani do bindrniho vektoru.
Dale byl izolovan plasmid mCherry-pHSGM50, ze kterého byl stejnymi restrikénimi
enzymy vysStépen gen kodujici mCherry, coz bylo opét ovéfeno pomoci agarosové
elektroforézy (Obr. 17). Fragment nesouci 4xMyc byl nasledné ligovan do pfipravené

kostry pHSGM50 vektoru, transformovan do E. coli TOP10 a selektovan na kanamycin.
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1 kb Plus DNA Ladder

Obr. 17 Elektroforetogram ovéieni amplifikace 4XMyc a kontrolni restrikce pHSGM50-mCherry
(pomoci restrikénich enzymi Fsel a Notl-HF). Zleva: M — standard molekulové hmotnosti 1 kb
plus DNA ladder; 1-1600 ng pHSGM50 + mCherry; 2-400 ng pHSGM50 + mCherry; 3 —
amplifikace 4xMyc po PCR.

Ptitomnost klonovaného konstruktu byla opét ovéfena pomoci ,,colony PCR* 35S-Fw
apSL34 tINOS R primery a také agarosové elektroforézy (obr. 18). Z nékolika
nezavislych pozitivnich klonii byl izolovan plasmid a spravnost klonované kazety byla
ovéfena sekvenaci s primery 35S-Fw a pSL34 tNOS R. Takto piipraveny konstrukt byl
oznacen jako pHSGM50-4xMyc-6xHis a pouzit pro klonovani jednotlivych PpIPT.

1 kb Plus DNA Ladder

Obr. 18 Elektroforetogram vzorkii pHSGM50 plasmida po ,,Colony PCR* s 4xMyc insertem.
Zleva: M — standard molekulové hmotnosti 1 kb plus DNA ladder; dle sekvenace 1-6 —
pHSGM50-4xMyc-6xHis. Na sekvenaci byly poslany klony oznagené hvézdickou.
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4.2.2 Ovéreni kvality pripravené cDNA z Physcomitrella patens

Z kultury Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch & Schimp byla izolovana celkova RNA,
kterd byla nésledn¢ piepsana do komplementdrni DNA (cDNA) pomoci reversni
transkripce. Tato cDNA poslouzila pro nasledovné klonovani PpIPT gend.
Kvalita ptipravené cDNA byla nejprve ovéiena PCR amplifikaci “housekeeping®™ genu
PpAct3, kodujiciho Aktin (Obr. 19). Velikost ziskaného DNA amplikonu (1150 bp) byla
ovéfena pomoci agarosové elektroforézy a potvrdila tak, ze pfipravena CDNA je

dostateéné kvalitni.

1 kb Plus DNA Ladder

Obr. 19 Elektroforetogram PCR amplifikace housekeeping genu PpAct3 ve vzorku cDNA
ptipravené z kultury Physcomitrella patens. Zleva: 1 — PpAct3 amplikon piipraveny se 100 ng
cDNA templatu; 2 — PpAct3 amplikon pfipraveny s pouzitim 200 ng cDNA templatu; M —
standard molekulové hmotnosti 1 kb GeneRuler DNA ladder.

4.2.3 Amplifikace jednotlivych PpIPT metodou “Nested PCR*

Pomoci metody PCR byly z cDNA Physcomitrella patens amplifikovany sekvence geni
PpIPT1, PpIPT3, PpIPT4, PpIPT5 a PpIPT6 s pouzitim genové specifickych primert.
Nejprve byla testovana koncentrace 550 ng cDNA templatu (data neuvedena) pro PCR
reakci a velikost amplikonu byla ovétfena elektroforézy v 1% agarosovém gelu. Nicméné
pii této koncentraci templatu nebyl signal detekovan, proto byla koncentrace templatu

zvySena na a 1100 ng a PCR reakce byla zopakovana (Obr. 20).
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1 kb Plus
DNA Ladder

Obr. 20 Elektroforetogram PCR amplifikace PpIPT gent ve vzorku cDNA piipravené z kultury
Physcomitrella patens. Pro PCR bylo pouzito 1100 ng cDNA templatu a primery specifické pro
jednotlivé PpIPT. Zleva: M — standard molekulové hmotnosti 1 kb plus DNA ladder; 1 — PpIPT1,;
2 — PpIPT3; 3 — PpIPT4; 4 — PpIPT5; 5 — PpIPT6. Bandy reprezentujici jednotlivé PpIPT jsou
oznaceny hvézdickou.

Vzhledem ke slabému signalu po prvni PCR amplifikaci byla PCR zopakovana a jako
templat bylo pouzito 5 ul ptivodni smési. Po druhém kole PCR byl signal intenzivni (Obr.
21A). Po této optimalizaci, byla PCR zopakovana stejnym zptisobem a pro kazdou PpIPT
bylo udélano 6 reakci, které byly nasledné spojeny a pouzity pro nasledujici klonovani.
Vysledek PCR byl po kazdém kroku ovéfen pomoci agarosové elektroforézy (Obr. 21B).
Ziskané PCR amplikony pro gen PpIPT3 a PpIPT6 byly vyc¢istény a pouzity pro nasledné
klonovani do vektoru pDRIVE.

Obr. 21 A: Elektroforetogram opakované PCR amplifikace PpIPT gent s cDNA ptipravené z
Physcomitrella patens. B: opakovana PCR amplifikace PpIPT genu s cDNA pfipravené z
Physcomitrella patens (6 spojenych PCR reakci). Zleva: 1 — PpIPT3; 2 — PpIPT4; 3 — PpIPT5; 4
— PpIPT6; M — standard molekulové hmotnosti 1 kb plus DNA ladder. Bandy o¢ekavanych
velikosti jednotlivych PpIPT jsou oznaceny hvézdickou.
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Vzhledem k tomu, Ze vysledné PCR amplikony pro geny PpIPT4 a PpIPT5 obsahovaly i
nespecifické produkty, byla provedena optimalizace PCR podminek se zaméfenim na
teplotu nasedani primert a vyuziti PCR aditiv dimethylsulfoxidu (DMSO) a betainu. Tato
aditiva rozvoliiuji nadSroubovicové struktury DNA a zlepSuji uc¢innost PCR amplifikace.
Byly pouzity primery specifické pro PpIPT4 (Obr. 22, 24A) a PpIPT5 (Obr. 23, 24B) a
pridana aditiva 5% DMSO a 5M betain, ptipadn¢ jejich kombinace. Jako idealni
podminky PCR amplifikaci gend PpIPT4 a PpIPT5 se jevilo vyuziti aditiva DMSO,
ptipadné¢ v kombinaci s betainem a teplota nasedani primert 63 °C. Jelikoz doslo
k dostate¢nému zesileni signalu, tak bylo pfipraveno 6 reakci pii 57 °C s ptidavkem 5%
DMSO. Tyto reakce byly nasledné spojeny a pouzity pro klonovani PpIPT4 a PpIPT5 do
vektoru pDRIVE.
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Obr. 22 Optimalizace PCR podminek pro amplifikaci genu PpIPT4. Elektroforetogram PCR
amplifikace genu PpIPT4 z cDNA Physcomitrella patens s vyuzitim aditiv DMSO a betainu pfi
dvou rozdilnych teplotach (57 °C a 63 °C). Zleva: M — standard molekulové hmotnosti 1 kb plus
DNA ladder; A: Bez aditiv; B: S ptidavkem 5 % DMSO; C: S pfidavkem 5 % DMSO a 5 M
betainu. Bandy o¢ekavané velikosti PpIPT4 jsou oznaceny hvézdickou.

1 kb Plus
DNA Ladder

Obr. 23 Optimalizace PCR podminek pro amplifikaci genu PpIPT5. Elektroforetogram PCR
amplifikace genu PpIPT5 z cDNA Physcomitrella patens s vyuzitim aditiv DMSO a betainu.
Zleva: M — standard molekulové hmotnosti 1 kb plus DNA ladder; A: Bez aditiv; B: S pfidavkem
5% DMSO,; C: S ptridavkem 5 % DMSO a 5 M betainu.
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1 kb Plus
DNA Ladder

Obr. 24 Elektroforetogram druhé PCR amplifikace pro PpIPT4 a PpIPT5 z cDNA Physcomitrella
patens. A: M — standard molekulové hmotnosti 1 kb plus DNA ladder; 1-3 — PpIPT4. B: M —
standard molekulové hmotnosti 1 kb plus DNA ladder; 1-3 — PpIPT5.

4.2.4 Klonovani PpIPT do pDRIVE plasmidu

PDRIVE je univerzalni klonovaci vektor umozujici rychlé klonovani PCR fragmenti
pomoci tzv. TA klonovani. Tento vektor nese mnoho jedine¢nych restrikénich mist,
umoziiuje dudlni selekci na ampicilin a kanamycin a také blue/white screening
rekombinantnich kolonii.

Po ovéteni velikosti ziskanych PCR fragmentl obsahujici jednotlivé PpIPT (1512 bp)
byl na jejich 3" konec pfidan adenosin pomoci Taq polymerasy (tzv. A-tailling). Nasledné
byly fragmenty purifikovany a ligovany do pDRIVE vektoru (3851 bp). Vektor pDRIVE
s DNA insertem byl transformovan do chemokompetentnich bunék E. coli TOP10 a
selektovan na kanamycinu.

Za ucelem ovéfeni pritomnosti DNA insertu v pDRIVE plasmidu byla provedena
,Colony PCR* (Obr. 25) s primery specifickymi pro pDRIVE plasmid (M13 a RV), kde
o¢ekavana velikost PCR produktt byla okolo 1700 bp.
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Obr. 25 Elektroforetogram ,,Colony PCR* jednotlivych kolonii nesouci pDRIVE s piislusnymi
PpIPT inserty. Zleva: M — standard molekulové hmotnosti 1 kb plus DNA ladder; 1-3 — pDRIVE-
PpIPT3; 4-6 — pDRIVE-PpIPT4; 7, 8 — pDRIVE-PpIPT5; 9-11 — pDRIVE-PpIPT6. Pozitivni
klony jsou oznaceny “plus* a negativni ,,minus‘.

Z pozitivnich kolonii byl izolovan DNA plasmid pomoci QIAprep Spin Miniprep kitu
a ovéfen restrikéni analyzou pomoci enzymi EcoRI-HF, resp. Notl-HF (obr. 26).
Velikost o¢ekavanych DNA fragmentt po restrikci byla nasledujici:
pDRIVE::PpIPT3
o 1512 bp, 3851 bp (EcoRI-HF)
o 636 bp, 4727 bp (Notl-HF)
pDRIVE::PpIPT4
o 253 bp, 1259 bp ,3851 bp, (EcoRI-HF)
o 876 bp, 4487 bp (Notl-HF)
pDRIVE::PpIPT5
o 253 bp, 1259 bp, 3851 bp, (EcoRI-HF)
o 876 bp, 4487 bp (Notl-HF)
pDRIVE::PpIPT6
o 1512 bp, 3851 bp (EcoRI-HF)
o 876 bp, 4487 bp (Notl-HF)
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1 kb Plus DNA Ladder

Obr. 26 Elektroforetogram restrikéni analyzy pDRIVE::PpIPT plasmidi. Zleva: M — standard
molekulové hmotnosti 1 kb plus DNA ladder; 1 — pDRIVE::PpIPT3; 2 — pDRIVE::PpIPT4; 3 —
pDRIVE::PpIPT5; 4 — pDRIVE::PpIPT6. A — nastépeno pomoci restrikéniho enzymu EcoRI-HF;
B — nastépeno pomoci restrikéniho enzymu Notl-HF.

Konstrukty, u kterych byly ptitomnost PpIPT potvrzena restrikéni analyzou byly ovétreny
sekvenaci s M13 a RV primery. Sekvenace potvrdila pfitomnost PpIPT3 a PpIPT4.
Tato inzerce koduje navic dvé aminokyseliny (glycin a glutamin). PpIPT5 obsahovala
rozsahlou deleci mezi 761. a 840. bazi, vedouci k posunu ¢teciho ramce a vzniku
pred€asného termina¢niho kodonu a z tohoto diivodu s ni nebylo ddle pracovano. Pro
dalsi experimenty byla pouzita také PpIPT1, kterou nam laskavé poskytnul Dr. Klaus von
Schwartzenberg (Lindner et al., 2014).

4.2.5 Klovani jednotlivych PpIPT do binarniho vektoru

Jednotlivé PpIPT byly amplifikovany z konstruktd pDRIVE::PpIPT pomoci primert
obsahujicich restrikéni mista pro Ascl a Fsel, oSetfeny témito restrikénimi enzymy
a precistény. Pfipraveny binarni vektor pHSGMb50-4xMyc-6xHis byl nastépen pomoci
stejnych restrikénich enzymti a defosforylovan pomoci alkalické fosfatasy Fast AP.
Precistény PCR produkt byl ligovan do piipravené¢ho binarniho vektoru, transformovan
do E. coli TOP10 a selektovan na kanamycin. Pfitomnost konstruktu pHSGM50-4xMyc-
6xHis::PplIPT byla ovéfena pomoci,,Colony PCR* (Obr. 27) S primery pro binarni vektor
35S-Fw a pSL34 tNOS R). Ocekavana velikost PCR produkti byla okolo 1700 bp.
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1 kb DNA Ladder

Obr. 27 Elektroforetogram colony PCR pro jednotlivé PpIPT v binarnim vektoru pHSGM50-
4xMyc-6xHis. Zleva: M — 1 kb DNA ladder; 1-4 — pHSGM50-4xMyc-6xHis::PpIPT1; 5-8 —
pHSGM50-4xMyc-6xHis::PpIPT3; 9-12 — pHSGM50-4xMyc-6xHis::PplPT4; 13-16 -
pHSGM50-4xMyc-6xHis::PpIPT6. Hvézdickou jsou oznaceny klony, které byly vybrany pro
restrik¢ni analyzu.

Plazmid byl izolovén z n€kolika pozitivnich klonl a ovéfen restrikci pomoci enzymu Ascl
a Notl-HF (obr. 28). O¢ekavana velikost DNA fragmentt po restrikci byla nasledujici:
- pHSGMb50-4xMyc-6xHis::PpIPT1
o 1784 bp, 12 kbp (Ascl a Notl-HF)
- pHSGMb50-4xMyc-6xHis::PpIPT3
o 570bp, 1112 bp, 12 kbp (Ascl a Notl-HF)
- pHSGMb50-4xMyc-6xHis::PpIPT4
o 570bp, 1112 bp, 12 kbp (Ascl a Notl-HF)
- pHSGMb50-4xMyc-6xHis::PpIPT6
o 1682 bp, 12 kbp (Ascl a Notl-HF)
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Obr. 28 Elektroforetogram kontrolni restrikce binarniho vektoru — pHSGM50-4xMyc-6xHis,
obsahujiciho jednotlivé PpIPT za pouZiti restrikénich enzymi Ascl a Notl. Zleva: 1 — PpIPT1; 2
— PpIPT3; 3 - PplPT4; 4 — PpIPT5; M — standard molekulové hmotnosti 1 kb DNA ladder.
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Spravnost piipravenych konstrukti pHSGM50-4xMyc-6xHis::PpIPT byla ovéiena
sekvenaci s primery 35S-Fw a pSL34 tNOS R. Zaméfili jsme se piedevsim na piechod
mezi PpIPT geny a C-terminalnimi znackami 4XMyc a 6xHis. Pfipravené binarni
konstrukty jsou vhodné pro expresi PpIPT proteinti pod kontrolou CaMV 35S promotoru
in planta. Ztohoto divodu byly tyto konstrukty transformovany do kmene
Agrobacterium tumefaciens GV3101 a selektovany na LB mediu s antibiotiky
(gentamycin/rifampicin/kanamycin). Tyto pfipravené kultury poslouzi k dal$i praci
s t¢mito PpIPT proteiny a budou vyuzity pro infiltraci do listd tabaku (Nicotiana
bentamiana) a transformaci rostlin Arabidopsis thaliana Col0 metodou floral-dip.
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5 DISKUSE

Genom Physcomitrella patens nese celkem sedm PpIPT gent, jmenovité PpIPT1 az
PpIPT7, pticemz PpIPT2 a PpIPT7 jsou totozné paralogy, vzniklé nedavnou duplikaci.
Enzymaticka tRNA-IPT aktivita nami studovanych proteinti PpIPT1 (Yevdakova a von
Schwartzenberg, 2007), PpIPT4 a PpIPT5 (Patil a Nicander, 2013) byla prokazana
v komplementa¢nim experimentu. Tyto proteiny byly schopny funkéné nahradit
(komplementovat) defektni tRNA-IPT gen MOD5 v MT-8 kmeni kvasinky
Saccharomyces cerevisiae. Pfitomnost prenylované tRNA byla nasledné potvrzena
pomoci HPLC. Aktivita zbyvajicich PpIPT, jmenovité PpIPT2, PpIPT3 a PpIPT6 nebyla
doposud prokazana. NaSim cilem tedy bylo pfipravit tyto PpIPT proteiny a ovéfit
nejenom jejich tRNA-IPT aktivitu, ale rovnéz i adenylatovou IPT aktivitu v in vitro
podminkach. Na zaklad¢ soucasnych informaci se 1ze domnivat, ze Physcomitrella patens
vyuziva kromé& tRNA-IPT drahy i néjakou alternativni biosyntetickou drahu cytokinint
(Lindner et al., 2014). Neni vylouceno, ze néktery z PpIPT ma kromé& tRNA-IPT i
adenylatovou aktivitu. Puvodnim cilem této prace tedy byla piiprava a purifikace
rekombinantnich PpIPT proteinli exprimovanych v E. coli BL 21 Star (DE3), podobné
jako v publikaci Kakimoto (2001). V této praci autofi vyuzili kmene E. coli
AD494(DE3)pLysS k produkci proteinu AtIPT4, isopentenyltransferasy z Arabidopsis
thaliana. Takei et al. (2001) podobné vyuzili k produkci AtIPT1 kmen JM109 E. coli.
V nasem piipadé byly vyzkouSeny dva rizné expresni vektory pTYB12 a pMALc2x,
s jejichz pomoci je mozna afinitni purifikace pfipraveného proteinu na chitinové, resp.
amylosové koloné. Nejprve byla provedena optimalizace exprese pii riznych teplotach
(18 °C a 30 °C) ptes noc a také po dobu 4 h pii 30 °C pro pMALc2x. Optimalizace
neukazala vyznamné rozdily v expresi isoforem PpIPT v ptipadé pTYB12 expresniho
vektoru, a tak byl pro expresi ve vétsim méfitku a naslednou purifikaci proteinu vybran
konstrukt PpIPT3L::pTYB12a teplota 18 °C, aby se zabranilo piipadné akumulaci
denaturovaného proteinu v inkluznich téliscich bakterii. Pro expresni vektor pMAL-c2x
byl na zaklad¢ optimalizace pro expresi ve vétsim méfitku a naslednou purifikaci proteinu
zvolen konstrukt PpIPT5S::pMAL-c2x a podminky 30 °C pfes noc. Za téchto podminek
byla exprese PpIPT5 nejsilngjsi a dle SDS-PAGE analyzy se jevilo, ze band odpovidajici
PpIPTSS byl pomérmné vyrazny i Vrozpustné frakci (supernatant), coz je nezbytny
predpoklad pro dalsi purifikaci nativniho proteinu. Nicméné purifikace PpIPT byla

VvV obou piipadech malo efektivni, a tak bylo ziskano pouze malé¢ mnozstvi purifikovaného
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proteinu, coz muze byt zpusobeno nizkou stabilitou IPT nebo ukladanim proteinu do
inkluznich télisek bakterii. Purifikovany PpIPT3L protein bylo nutné docistit, jelikoz
vzorek obsahoval i dal$i, kontaminujici proteiny. Po purifikaci na FPLC v ptipadé
PpIPT3L::pTYB12 nebyl zaznamenan zadny signal na SDS-PAGE gelu.
Pro PpIPT5S::pMAL-c2x bylo zaznamendno v purifikovaném proteinovém extraktu
velké mnozstvi proteinu o velikosti mezi 60 a 70 kDa, ktery maze nalezet Hsp70, coz
muze opét naznacovat nizkou stabilitu a problémy se skladanim proteinu. Nicméné tento
band muze také nalezet odstépenému PpIPTSS, coz by znamenalo nizkou stabilitu vazby
mezi proteinem s MBP a malému mnozstvi purifikovaného proteinu ve fuzi s MBP.
Bandy mezi 40 a 50 kDa pravdépodobné nalezi samotnému MBP. Jelikoz se zde nachazi
nckolik bandi pod sebou, tak se opét mlze jednat o rizné degradacni produkty fuze
PpIPTSS s MBP. Adenylatova i tRNA-IPT aktivita byla ovétena u purifikované PpIPT3L
a PpIPTS5S. Bohuzel ani v jednom pfipad¢ nebyla aktivita zaznamenana, z tohoto divodu
byla aktivita proméiena jesté v hrubych proteinovych extraktech s vyuzitim rtznych
substratii. Nicméné ani v tomto piipadé nebyla zaznamenédna z4adna isopentenylova
aktivita. Z téchto divodt jsme se rozhodli zménit pfistup a provést expresi a ovéfeni
funkénosti PpIPT enzymi in planta.

Zakladni myslenkou tohoto alternativniho pfistupu bylo exprimovat PpIPT proteiny
vV mutantnim pozadi modelové rostliny Arabidopsis thaliana s nefunkéni tRNA-IPT
drahou (atipt2/atipt9 mutant), ptipadné s omezenou adenylatovou drahou (vicenasobny
atipt mutant). Tyto mutantni rostliny maji pomémné jasny fenotypovy projev,
charakterizovany snizenym obsahem chlorofylu (rostliny jsou bledé¢) a zakrslym prytem.
Piedpokléadali jsme tedy, ze po expresi funkéni PpIPT dojde ke zvraceni tohoto fenotypu,
vlivem obnovené tRNA-IPT aktivity. Aktivitu jednotlivych PpIPT jsme rovnéz zamysleli
prokazat stanovenim cytokininového profilu v téchto liniich a srovnat ji se stavem v
atipt2/atipt9 mutantu (Miyawaki et al., 2006). Rovnéz jsme zamysleli expresi PpIPT ve
vicenasobném mutantu Arabidopsis a nékolika vyfazenymi AtIPT geny, abychom
prokdzali ptipadnou adenylatovou IPT aktivitu téchto enzymi. Jiz od zacatku bylo
ziejmé, ze z Casovych divodi neni mozné tento experiment provést cely v ramci této
diplomové prace. Vytkli jsme si tedy za cil alespon pfipravit binarni konstrukty nutné
k provedeni tohoto experimentu.

Nejprve tedy bylo nutné vymyslet klonovaci strategii pfipravy zminénych konstruktd.
Z divodu usnadnéni detekce PpIPT proteinu pomoci western blotu a jeho piipadné

purifikace jsme se rozhodli protein oznacit na C-konci pomoci 4xMyc kotvy a také 6xHis
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kotvy. C-konec byl zvolen z toho diivodu, ze by mél byt volny (nezaboteny ve struktuie
proteinu). Domnivame se tak na zaklad¢ dostupnych struktur proteinit HIAIPT z chmele
(Humulus lupulus), AIPT z Agrobacterium tumefaciens atRNA-IPT z kvasinky
Saccharomyces cerevisiae (Chu et al., 2010). Dalsim divodem pro volbu C-konce je
skutecnost, Ze lokalizace PpIPT1 proteinu byla pomoci GFP fuze prokazana v plastidech,
da se tedy predpokladat, ze ostatni PpIPT proteiny budou lokalizovany tamtéz.
Subcelularni lokalizace je ve vétSin¢ piipadi déna ptitomnosti specifickych N-
terminalnich signalnich peptidl, jez by mohly byt zamaskovany zvolenou znackou,
pokud by byla umisténa na N-konec a ovlivnit tak nejenom lokalizaci proteinu, ale
napiiklad i jeho skladéani a aktivitu.

Za timto ucelem byl nejprve upraven vhodny binarni vektor pKLM50, nesouci silny
konstitutivni promotor viru mozaiky kvétaku 35S (CaMV 35S) a terminator pro
nopalinsyntetasu z Agrobacterium tumefaciens (tNOS) ukonc¢ujici expresi transgenu. Do
tohoto vektoru byla mezi CaMV 35S promotor a tNOS terminator klonovana kazeta
nesouci nezbytna Ascl a Fsel restrikéni mista a 4xMyc s 6xHis znackou, umoziujici
zminénou C-terminalni fizi s genem zdjmu (PpIPT). Ziskany vektor byl oznacen
pHSGM50-4xMyc-6xHis a do néj byly nasledné pieklonovany geny kodujici jednotlivé
PpIPT. Zatimco gen PpIPT1 nam laskavé poskytl Dr. Klaus von Schwartzenberg
(University of Hamburg), ostatni PpIPT bylo nutné vyklonovat de novo z cDNA.
Bakteridlni expresni konstrukty nebylo mozné pouZit pro pieklonovani, jelikoz PpIPT
geny byly nasyntetizovany a byla u nich provedena optimalizace kodonu pro expresi v E.
coli. Z cDNA se nam podafilo izolovat geny PpIPT3, PpIPT4, PpIPT5 a PpIPT6. Gen
koédujici PpIPT2, respektive PpIPT7 nebyl izolovan z diivodu jeho nizké resp. zadné
exprese (Lindner et al., 2014). Po nasledné sekvenaci bylo zjisténo, ze geny PpIPT3 a
PpIPT4 odpovidali sekvenci publikované v databazi Phytozome. Sekvence PpIPT6
navic dvé aminokyseliny (glycin a glutamin). Nicmén¢ ¢teci ramec byl zachovan a jedna
se zfejm¢& o vlastni polymorfismus Physcomitrella patens. Na zaklad¢ porovnani
S publikovanymi sekvencemi PpIPT (Patil a Nicader, 2013) se domnivame, Ze zminéna
inzerce lezi mimo katalytické centrum enzymu a mimo dalsi konzervované sekvence
atudiz by ziejm¢ neméla ovlivnit jeho funkci. Nicméné zda ma tato inzerce vliv na
funk¢nost tohoto enzymu vsak bude nutné overit experimentalné, expresi in planta. Nami
vyklonovany gen PpIPT5 obsahoval rozsahlou deleci mezi 761. a 840. bazi, ktera vedla

k posunu ¢teciho ramce a vzniku pfedéasného termina¢niho kodonu a z tohoto divodu
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s ni nebylo dale pracovano. Pfitomnost této delece byla opakované prokdzana u n¢kolika
nezavislych klont a neni tudiz pravdépodobné, ze by vznikla v disledku chyby PCR.
Nicmén¢ tRNA-IPT aktivita genu PpIPT5 byla prokazana v komplementa¢nim
kvasinkovém testu (Patil a Nicader, 2013). Tento rozpor miize byt zptisoben skute¢nosti,
ze autofi Patil a Nicader pouzili pro své experimenty geny izolované z jiného kmene
Physcomitrella patens strain Uppsala-K1. Je tedy mozné, ze v nami pouzitém kmeni
Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch & Schimp PplIPT5 opravdu nese tuto rozsahlou
deleci vedouci ke vzniku zkracen¢ho nefunk¢niho proteinu a je tudiz tzv. pseudogenem.
Z vyse zminénych divodu jsme nadale pracovali pouze s konstrukty nesouci PpIPT1,
PpIPT3, PplPT4 a PplPT6. Ptfipravené konstrukty byly transformovany do
Agrobacterium tumefaciens GV3101 a v budoucnu poslouzi k transformaci rostlin a

expresi PpIPT in planta.
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6 ZAVER

Predkladana diplomova prace sestava ze dvou casti, teoretické a experimentalni. V ramci
teoretické Casti byla zpracovana literarni reSerSe na téma biosyntéza cytokinind v niz§ich
rostlinach, se zaméfenim na Physcomitrella patens. Jsou zde diskutovany predevsim obé
paraleln¢ existujici biosyntetick¢é drahy cytokininu pfitomné v rostlinach, tedy
adenylatova a tRNA zprostiedkovana draha.

Naplni experimentalni prace pak byla ptiprava a purifikace rekombinantnich PpIPT,
ovéieni jejich aktivity a piipadnd charakterizace. Z tohoto divodu byla nejdiive
provedena optimalizace exprese rekombinantnich PpIPT proteind v E. coli s vyuzitim
expresnich vektorii pTYB12 a pMAL-c2x. Exprese rekombinantnich PpIPT proteinli byla
zaznamenana zejména s vyuzitim expresniho vektoru pMAL-c2X, nicméné proteiny
vétsinou skoncily v inkluznich téliscich bakterii a jejich mnozstvi v rozpustné frakci bylo
nizké. I pfesto jsme se pokusili izolovat rekombinantni PpIPT3L a PpIPTS5S z rozpustné
frakce, coz se nam ¢aste¢né povedlo. Po purifikaci PpIPT3L na chitinové a PpIPT5S na
amylosové koloné byla méfena jak adenylatova, tak 1 tRNA-IPT aktivita a funkénost
purifikovanych proteinti. Nicmén¢ aktivita nebyla nikdy zaznamenana, coz mize mit
nékolik duvodu. Jednim z divodi muze byt Spatné poskladani translatovaného proteinu,
pfipadné interference expresniho systému E. coli s geny z Physcomitrella patens. Je
taktéz mozné, ze PpIPT jsou nestabilni a béhem purifikace dochazi k jejich degradaci,
coZ by naznacovalo i1 vymizeni proteinu béhem FPLC purifikace. Neni vSak vylouceno,
ze zdanliva nefunk¢nost purifikovanych enzymii je zplisobena pouzitim nevhodnych
substratii béhem jejich testovani in vitro. Domnivame se v§ak, Ze tato varianta neni pfilis
pravdépodobna.

Z diavodu neuspésné produkce rekombinantnich PpIPT proteint v E. coli jsme se
rozhodli provést ovéteni funk¢énosti té€chto proteinti expresi in planta. Za timto ucelem
byl nejprve piipraven vhodny binarni vektor nazvany pHSGM50-4xMyc-6xHis
umoznujici C-terminalni fazi PpIPT s 4xMyc a 6xHis znackou, exprese transgenu je pod
kontrolou CaMV 35S promotoru. Do piipraveného vektoru byly zaklonovany geny
PpIPT1, PpIPT3, PpIPT4 a PpIPT6. Posledni tfi zminéné geny byly izolovany de novo z
cDNA pripravené z prvoklicku Physcomitrella patens. Pfipravené binarni konstrukty
byly transformovany do kmene Agrobacterium tumefaciens GV3101 v budoucnosti
poslouzi k transformaci rostlin Arabidopsis thaliana Col0 metodou floral-dip pfipadné

k infiltraci listi tabaku (Nicotiana bentamiana).
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AIPT

AK

BSA

Cas9 CRISPR
CaMV
cDNA
CHASE
CHK

Ck

CKX
CRISPR/Cas

DMAPP
DHZ
DMSO
DTT
DW
EDTA
fw primer
GFP
Hph
HMBDP
HPT
ICT

iP

iPR

IPT
IPTG
LOG
mCherry
mCherry
MEP
MVA
Hph
PAM
PEG
PMSF
Rev
RRB

RT

SDS
SgRNA
Taq

TCS
tNOS
tRNA-IPT
TEMED
tracrRNA
Tris

Tzr

WT
x-gal

adenylatové isopentenyltransferasy

aminokyselina

hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumin)
asociovany protein Streptococcus pyogenes

z angl. Cauliflower mosaic virus

komplementarni DNA

z angl. Cyclases/Histidine kinases Associated Sensory Extracellular
z angl. CHASE-domain histidine kinase receptor
cytokininy

cytokininoxidasa/dehydrogenasa

z angl. Clustered regularly interspaced short palindromic
repeat/ CRISPR associated systém
dimethylallylpyrofosfat

dihydrozeatin

dimethylsulfoxid

dithiothreitol

suché vahy z angl. dry weight
ethylendiamintetraoctova kyselina

oznaceni primeru ve sméru 3'— 5 (z angl. forward)
zeleny fluorescen¢ni protein

gen rezistence na hygromycin
1-hydroxy-2-methyl-(E)-butenyl-4-difosfat

z angl. histidine phosphotransmitter proteins

z angl. Isothermal titration calorimetry
isopentenyladeninu

isopentenyladeninribosid

isopentenyltransferasy

isopropyl B-D-1-galaktopyranosid

Lonely guy; fosforibohydrolasa

gen kodujici fluorescencni protein mCherry
cerveny fluorescencni protein

methylerythritol fosfatova draha

mevalonatova draha

gen rezistence na hygromycin

z angl. protospacer adjacement motif
polyethylenglykol

fenylmethylsulfonylfluorid

primer oznaceni primeru ve sméru 5'— 3’ (z angl. reverse)
z angl. type-B response regulators

pokojova teplota

dodecylsiran sodny

z angl. single guide RNA

Thermus aquaticus

z angl. two component systém

terminator nopalinsynthetasy
tRNA-isopentenyltransferasa
tetramethylethylendiamin

z angl. transactivating crRNA
2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol

gen indukujici syntézu trans-zeatinu

divoky kmen (z angl. wild type)
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid
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