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1 Cile prace

Teoretickd Cast:

Vypracovat literarni reSersi na téma cytokininy.

Vypracovat literarni reSersi na téma nukleotid pyrofosfatasy/fosfodiesterasy.

Prakticka ¢ast:

Vyselektovat homozygotni linie Arabidopsis thaliana.

Pozorovat fenotyp vybranych linii.

Promé&fit aktivitu zeatin cis-trans isomerasy, nukleotid pyrofosfatasy a mnozstvi

cytokininli v jednotlivych liniich.



2 Uvod

Rostlinné hormony, tzv. fytohormony, jsou latky, jez reguluji rist rostliny jiz pii velmi
nizkych koncentracich. Jsou to pfirozen¢ se vyskytujici latky, jez se ve vétSin€ piipadii
mohou volné pohybovat po téle rostliny a vazat se na specificky receptor (Frébort et al.,
2011).

Viubec prvnim dikazem existence téchto sloucenin byl experiment F. Wenta,
jenz dokazal pfitomnost latky, kterd podporuje rist rostlinnych pletiv (Went, 1928).
Pozd&ji byla tato latka identifikovana jako kyselina indol-3-maselna (Kogl
a Kostermans, 1934).

Mezi zastupce fytohormoni fadime auxiny, cytokininy, gibberliny, ethylen,
kyselinu abscisovou, polyaminy, brasinosteroidy, jasmonaty, kyselinu salicylovou
a strigolaktony.

Cytokininy patfi mezi jedny z nejlépe charakterizovanych skupin fytohormond.
Ackoli jsou jejich biosyntéza a metabolismus intenzivné studovany, Stale existuji
nékteré neobjasnéné procesy. Piikladem je isomerace cis-zeatinu na trans-zeatin
zapomoci zeatin Cis-trans-isomerasy. Tento enzym byl purifikovan jiz v roce 1993
(Bassil et al., 1993), avsak dale jiz nebyl charakterizovan. Enzym byl znovu vyizolovan
a purifikovan mym Skolitelem. Na zaklad¢ analyzy na hmotnostnim spektrometru byl
enzym anotovan jako nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa (Hluska, nepublikovano).
Pro ovéfeni byl gen pro hypotetickou zeatin cis-trans isomerasu naklonovan do vektoru
pro expresi Vv rostlinach a nasledné byl exprimovan v kofenech rajcete. V hrubém extraktu

byly méteny enzymové aktivity, ¢imz se potvrdila jeho NPP aktivita (Bakova, 2013).



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Cytokininy

Cytokininy (CK) jsou rostlinné hormony, které se uplathuji v celé fadé
rustovych a vyvojovych procesii u rostlin. Jelikoz jsou tyto slouc¢eniny schopny stimulovat
bunééné déleni — cytokinezi, ziskaly nazev cytokininy. Prvni cytokinin, Kinetin, byl objeven
roku 1955 F. Skoogem a C. Millerem v autokldvovaném spermatu sled’d (Miller et al., 1955).
Prvnim objevenym pfirozené¢ se vyskytujicim cytokininem byl zeatin. Nézev ziskal
z latinského nazvu kukufice (Zea mays L.), v niZ byl objeven (Letham et al., 1963).

Krom¢ stimulace bunétného déleni se cytokininy uplatiiuji i pfi jejich
diferenciaci, pfikli¢eni semen, pfi rGstu a regeneraci rostlinnych organt, ovliviuji
apikalni dominanci, reguluji senescenci (Mok et al., 2000). Vétsina téchto funkci ale

souvisi na spolupraci s dal§imi rostlinnymi hormony, zejména s auxiny.

3.1.1 Struktura

Po chemické strance jsou cytokininy N°-substituované derivaty adeninu, které se dé¢li
podle struktury postranniho fetézce na isoprenoidni a aromatické. Mohou se objevovat
v mnoha metabolickych formach, napt. jako volné baze, ribosidy, nukleotidy a N3-, N'-,
N°- nebo O-glukosidy (Kakimoto, 2003).

Isoprenoidni cytokininy se v piirodé vyskytuji Castdji. Radi se zde
N®-(A®- isopentenyl)-adenin (iP), trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ), dihydrozeatin (DZ;
Obr. 1) a jejich derivaty. Po dlouhou dobu byly iP a tZ povazovany za hlavni CK
v rostlinach, predevsim diky Castému vyskytu a vysoké aktivité v pouzivanych testech,
zatimco cZ byl povaZovan za neaktivni formu. Po analyze mnoha rostlinnych druhi
bylo ale zjiSténo, Ze c¢Z a jeho derivaty se v rostlindch vyskytuji hojné, u nékterych
rostlin pfedstavovaly dokonce vice nez 50 % z celkového mnoZstvi CK (GajdoSova et
al., 2011). Vysoky obsah cZ byl zjistén napt. u bramboru (Mauk a Langille, 1978), v
ryzi (Takagi et al., 1985), kukufici (Veach et al., 2003) a lusténinach (Emery et al.,
1998, 2000; Quesnelle a Emery, 2007).

Mezi zastupce aromatickych cytokinint se fadi benzyladenin (BA), ortho-topolin (oT),
meta-topolin (mT) a jejich methoxy-derivaty (meoT, memT; Obr. 2). Ackoli byl kinetin objeven
uz v 50. letech, trvalo asi 20 let, nez byly aromatické CK objeveny v rostlinach. Po dlouhou
dobu se tedy predpokladalo, ze aromatické CK jsou Cisté syntetické slouceniny. V ptirodé byly

objeveny az v poloviné 70. let, konkrétné v listech topolu (Horgan et al., 1973).
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Obr. 2 Aromatické cytokininy.

3.1.2 Biosyntéza

Pro biosyntézu cytokininli jsou popsany dvé drahy. Prvni, pfimou drahou, vznikaji
isoprenoidni cytokininy iP a tZ typu. Jejich biosyntéza spociva v isopentenylaci
adenosin mono/di/trifosfatu a nasledné hydroxylaci postranniho fetézce. Druhou,
nepiimou drahou, vznikaji CK cis-zeatinového typu degradaci tRNA (Vreman et al.,
1972, 1978).

Piim4 dréha (de novo biosyntéza):

Prvnim krokem biosyntézy je N-prenylace adenosin 5'-fosfatu (ATP, ADP nebo AMP) na NE-
konci, ktera je katalyzovana adenylat isopentenyltransferasou (IPT, EC 2.5.1.27). Jako
Substraty této reakce jsou vyuzity hydroxymethylbutenyldifosfat ~(HMBDP)
a dimethylallylpyrofosfat (DMAPP; Sakakibara 2006). HMBDP je produktem
methylerythritolfosfatové drahy (MEP), ktera je typicka pro bakterie a plastidy (Hecht
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et al., 2001). DMAPP vznika jak pii MEP, tak i mevalonatovou drahou (MVA), ktera je
lokalizovana v cytosolu u eukaryot (Lichtenthaler, 1999, Rohmer, 1999). Pokud je jako
substrat vyuzit DMAPP, primarnim produktem bude iP nukleotid. Pokud ale IPT
upiednostni HMBDP, vznikaji tZ nukleotidy (Kakimoto, 2001).

Enzym IPT byl poprvé objeven v bakterii Agrobacterium tumefaciens (Akiyoshi
et al., 1984, Barry et al., 1984). Jakmile A. tumefaciens infikuje rostlinu, ¢ast Ti
plasmidu, tzv. T-DNA, se zabuduje do chromosomu rostliny. T-DNA nese tmr gen,
ktery se exprimuje V rostlinné bufice a je zodpovédny za produkci cytokinint. Tmr gen
byl naklonovan a exprimovan Vv bakterii Escherichia coli. Bylo prokazano, ze tmr
koduje IPT, ktera katalyzuje produkci iPRMP z DMAPP a AMP (Akiyoshi et al., 1984,
Barry et al., 1984).

U Arabidopsis thaliana bylo objeveno celkem 7 adenylatovych IPT (AtIPT1
a AtIPT3-AtIPT8; Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001; Sun et al., 2003). Studie
ukdazaly, ze rostlinné IPT preferuji ADP a ATP oproti AMP, produkuji tedy predevsim
iPRDP nebo iPRTP (Kakimoto, 2001). Jednotlivé IPT maji v Arabidopsis rtiznou
subcelularni lokalizaci. AtIPT1, AtIPT3, AtIPTS a AtIPT8 jsou lokalizovany
Vv plastidech, jako prekurzor pro tvorbu CK vyuzivaji produkt MEP drahy (Kasahara,
2004). AtIPT4 a AtIPT7 jsou lokalizovany v cytosolu a mitochondriich, vyuzivaji
DMAPP z MVA drahy (Kasahara, 2004).

Primarnimi produkty de novo biosyntézy jsou pfislusné isopentenyladenosin
5’-fosfaty - iPMP, iPDP, iPTP (Obr. 3; Blackwell a Horgan 1993; Kakimoto 2001,
Takei et al., 2001). Pro vznik tZ cytokinind existuji dvé mozné biosyntetické drahy,
prvni je zavisla na iP nukleotidu (iPRMP), druha je nezavisla (Obr. 3).

ViIPRMP zavislé draze je syntéza tZ katalyzovana cytochromem P450
monooxygenasou (P450). Dva takové enzymy, CYP735A1 a CYP735A2 bhyly
identifikovany v Arabidopsis. Enzymy vyuzivaji iP nukleotidy, ale ne nukleosidy ani
volné baze (Takei et al., 2004).

Predpoklada se, Ze iPRMP nezavislou drahou vznika tZ ribosid 5'-fosfat pfimo
katalyzou IPT za vyuziti neznamého prekurzoru s hydroxylovanym postrannim
fetézcem (Astot et al., 2000). Je pravdépodobné, Ze tento prekurzor pochazi z MVA
drahy, jelikoZ mevastatin, ktery inhibuje tuto drahu, také snizuje rychlost biosyntézy tZ
(Astot et al., 2000). Ackoli se HMBDP zda byt lepsim kandidatem, jedna se o produkt
MEP drahy a navic je rostlinnymi IPT stézi vyuzivan (Takei et al., 2003). Povaha

IPRMP nezavislé drahy je proto dosud nejasna.
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Obr. 3 Model biosyntézy cytokinini v rostlinach. Konverze mezi nukleotidy, nukleosidy
a nukleobazemi (napt. iPRMP, iPR a iP) jsou katalyzovany enzymy tzv. purinové Setfici
drahy (salvage pathway). Cytokininové nukleobaze a nukleosidy (kromé&€ DZ) mohou byt
katabolizovany cytokinindehydrogenasami (CKX) na adenin (Ade) nebo adenosin. cZR -
cZ ribosid; cZRMP - cZ ribosid 5 -monofosfat; DZR - DZ ribosid; DZRMP - DZ ribosid
5’-monofosfat; iP - N°®-(D?-isopentenyl)adenin; iPR - iP ribosid; iPRMP - iP ribosid 5’-
monofosfat; tZR - tZ ribosid; tZRDP - tZ ribosid 5’-difosfat; tZRMP - tZ ribosid 5'-
monofosfat; tZRTP - tZ ribosid 5'-trifosfat. Ostatni zkratky jsou vysvétleny v textu
(upraveno podle Hwang et al., 2006).

Nepiimé draha biosyntézy cytokininu:

Nékteré druhy tRNA, které maji antikodony komplementarni ke kodoniim zac¢inajicim
uridinem (tRNA", tRNA®"), nesou prenylovany adenosin pfipojeny k antikodonu
v poloze 37 (As7, Golovko et al., 2002). Nepiima draha biosyntézy cytokinint spo¢iva
v uvolnéni CK z takovychto tRNA. JelikoZz tyto tRNA obsahuji cis-hydroxylovanou
skupinu, je tRNA degradace zdrojem cZ cytokinini (Obr. 4). Reakce je katalyzovana
enzymem tRNA isopentenyltransferasou (tRNA-IPT, EC 2.5.1.8).

tRNA degradace neni regulovany proces, zatimco biosyntéza de novo je presné
kontrolovana. De novo biosyntéza je navic lokalizovana v mistech s vysokou
biosyntetickou aktivitou (kotfenové Spicky, kli¢ici semena; Letham, 1994), zatimco

tRNA degradace neni tkanové specificka.
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Obr. 4 ZjednoduSené schéma biosyntézy cytokininli nepfimou drahou. Prenylace adeninu
pomoci tRNA-IPT v pozici 37 specifickych tRNA a uvolnéni nukleotidii degradaci tRNA
(upraveno podle Yevdakova a von Schwartzenberg, 2007).

Porovnanim nékterych tRNA bylo identifikovano nékolik prvka ve struktuie
antikodonu, které jsou nutné pro funkci tRNA-IPT. Je nutné, aby ve struktuie byl
adenin v pozicich 36, 37 a 38 (Ass, As; a Asg), dale purinova baze na pozici 29
a pyrimidinova baze na pozici 41. Na pozici 30 a 40 by mé&ly byt baze G-C, na pozici 31
a 39 naopak baze A-U (Obr. 5; Soderberg a Poulter, 2000).

Mikrobialni geny kodujici tRNA-IPT byly identifikovany v Agrobacterium
tumefaciens, Escherichia coli, Salmonella typhimurium a v Saccharomyces cerevisiae
(Yevdakova et al., 2008). Prvni rostlinné tRNA-IPT, AtIPT2 a AtIPT9, byly
identifikovany v Arabidopsis (Kakimoto et al., 2001, Takei et al., 2001), funkéné byla
AtIPT2 popséna o rok pozdéji pouzitim komplementace mutované alely MODS

v S. cerevisiae (Golovko et al., 2002).

27N-Ny3

25N'N42

20PU-Pyy,

30G-Cyg

3A-U, — A-Y, U-A
PIC Az
3V Asz

aN Nac Aﬂﬁ

Obr. 5 Sekvence antikodonu tRNA E. coli, které jsou modifikované tRNA-IPT.
Ve struktuie jsou vyznacena pravidla modifikace. y - pseudouridin, Pu - purinova baze, Py
- pyrimidinova baze, N - jakakoliv baze (Soderberg a Poulter, 2000).
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V mechu Physcomitrella patens jsou pfitomny pouze tRNA-IPT, nikoli
adenylatova IPT (Yevdakova et al., 2008). Predpokladalo se, ze cytokininy v P. patens
vznikaji vyhradné¢ degradaci tRNA a ze dulezitou roli zde hraje gen PplIPT1
(Yevdakova a von Schwartzenberg, 2007).

V roce 2014 byl ptipraven mutant umléenim genu IPT1. Bylo zjisténo, Ze
zaprenylaci Asz; ve Physcomitrelle je zodpovédna chloroplastova IPT1. Bylo
prokazano, ze rostliny s uml¢enym genem m¢ély sniZzenou hladinu cZ, zatimco hladiny
tZ a iP byly zvysSené. Data ukazaly, Ze v mechu existuje i jind, tRNA nezavisla draha
biosyntézy cytokinint (Lindner et al., 2014).

V genomu ryze (Oryza sativa) existuje deset IPT gent. Geny OsIPT1 - OsIPT8
koduji adenylatovou IPT (OsIPT6 je pseudogen). Geny OsIPT9 a OsIPT10 se ziejmé
ucastni prenylace tRNA. Tento pfedpoklad je zaloZen na jejich podobnosti s geny
AtIPT2 a AtIPT9 (Sakamoto et al., 2006).

V kukufici (Zea mays) bylo objeveno deset IPT gend (ZmIPT1 - ZmIPT10).
Geny ZmIPT1 a ZmIPT10 koduji tRNA-IPT (Vyroubalova et al., 2009).

Aktivace cytokininu:

Produktem de novo biosyntézy jsou malo aktivni mono/di/trifosfaty, v piipadé
degradace tRNA jsou to monofosfaty. Pro jejich plnou funkénost je nutnd hydrolyticka
aktivace, ktera je zprostfedkovana enzymem Lonely Guy (LOG). Enzym byl objeven
vryzi (Oryza sativa L.; Kurakawa et. al., 2007). Jedna se o cytokinin ribosid 5'-
monofosfat fosforibohydrolasu, jez $tépi cytokininové nukleotidy na ribosu 5'-
monofosfat, za souasného uvolnéni biologicky aktivnich nukleovych bazi. LOG §tépi
pouze cytokinin nukleosid 5’-monofosfaty, nikoli di- nebo trifosfaty, AMP ani
cytokininové ribosidy (Kurakawa et. al., 2007).

V Arabidopsis bylo identifikovano 7 homologii LOG (AtLOG; Kuroha et. al.,
2009). Jsou lokalizovany v cytosolu a jadie, jejich aktivita je ekvivalentni k LOG ryze.
Nadexprese gent kodujicich AtLOG snizila koncentraci 1P ribosid 5’-fosfatu a zvysila
mnozstvi iP a glukosidii. Nékolikanasobné mutanty AtLOG vykdzaly zmény v ristu

a vyvoji rostliny, konkrétné pii vyvoji kvétl nebo tvorbé postrannich kotenti (Kuroha et
al., 2009).
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3.1.3 Metabolismus

Metabolické procesy cytokinini se déli na dvé skupiny. Prvni z nich se tyka
modifikaci na adeninovém kruhu, druha modifikaci na postrannim fetézci.

Modifikace na adeninovém kruhu zahrnuji N-glykosylaci na pozici 3, 7 a 9.
N-glukosyltransferasa (EC 2.4.1.118) byla izolovana z fedkvic¢ky (Entsch a Letham,
1979) anasledn¢ i z Arabidopsis (Hou et al.,, 2004). Katalyzuje tvorbu cytokinin
glukosidii na dusiku v pozici 7 a 9, s preferenci pro pozici 7. N a N°-glukosylace je
ireverzibilni proces, kdy dochazi k inaktivaci CK, protoze N-glukosidy nejsou stépeny
B-glukosidasou (Brzobohaty et al., 1993). N-glukosyltransferasa specifickd pro N*
polohu nebyla dosud identifikovéna.

Cytokininy, které obsahuji na postrannim fetézci hydroxylovou skupinu, podléhaji
O-glykosylaci. Reakce je zprostiedkovana O-glykosyltransferasami, které byly
objeveny ve fazolu - trans-zeatin-O-glukosyltransferasa (EC 2.4.1.203; Martin et al.,
1999a), trans-zeatin-O-xylosyltransferasa (EC 2.4.2.40; Martin et al., 1999b), a
v kukufici cis-zeatin-O-glukosyltransferasa (EC 2.4.1.215; Martin et al., 2001; Veach et
al., 2003). O-glukosylace je reversibilni, glykosidy cytokinint mohou byt zpétné
pfeménovany na aktivni formu p-glukosidasou (EC 3.2.1.21; Brzobohaty et al., 1993).

Dalsimi ptiklady modifikaci na postrannim fetézci jsou reakce tykajici se zeatinu.
Pfi prvni z nich je zeatin redukovan zeatinreduktasou (EC 1.3.1.69) na dihydrozeatin
(Martin et al., 1989; Gaudinova et al., 2005). Druhou reakci je isomerace cis-zeatinu
natrans-zeatin ¢i naopak pomoci zeatin Ccis-trans-isomerasy. Ta byla poprvé
vyizolovana z nezralych semen fazolu (Phaseolus vulgaris L.; Bassil et al., 1993).
Enzym byl znovu purifikovan z kukiice a pomoci hmotnostni spektrometrie byl
identifikovan jako gi|226531542 (Hluska, nepublikovano). Dany gen byl anotovan jako
nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa. FAD hydrolasova aktivita enzymu byla

potvrzena experimentaln¢ (Bakova, 2013).

3.1.4 Degradace

Cytokininoxidasy/dehydrogenasy (CKX) jsou zodpovédné za vétSinu katabolickych
procesti cytokinind, jsou schopné inaktivovat cytokininy v jediném kroku. Jelikoz
zmény v aktivité téchto enzymu ovliviuji koncentraci CK v rostlinnych pletivech, jsou
CKX dilezité pro kontrolu hladiny cytokininl a pfispivaji k regulaci procest fizenych

cytokininy.

16



Poprvé bylo oxidativni $tépeni cytokinini popsano v roce 1971 v tabaku (Paces
et al., 1971). Ptislusné enzymy byly pojmenovany cytokinin oxidasy (EC 1.4.3.18;
Whitty a Hall, 1974). Degradace cytokinini je dosazeno oxidativnim $§tépenim na
dusiku N° za vzniku adeninu nebo jeho derivéatu (Obr. 6).

Po mnoho let se predpokladalo, ze molekularni kyslik je nezbytny pro aktivitu
enzymu. Pozdé¢ji bylo ale zjisténo, Ze enzymy uptednostiiuji jiné elektronové akceptory
nez je kyslik a proto byly pojmenovany cytokinindehydrogenasy (CKX; EC 1.5.99.12;
Galuszka et al., 2001).

Nejlepsimi  elektronovymi akceptory jsou p-chinony zahrnujici analogy
ubichinonu (Qo, Qi, 1,4-naftochinon) a také synteticky elektronovy akceptor
2,6-dichlorofenol-indofenol (DCPIP; Frébortova et al., 2004).

Bylo prokazano, Ze CKX funguji v dudlnim modu. Jako dehydrogenasy
upiednostiiuji isoprenoidni cytokininy, zatimco jako oxidasy je rychlost pfemény
isoprenoidnich a aromatickych CK podobna (Frébortova et al., 2004).

V Arabidopsis byla prozkoumana oxidasova/dehydrogenasova aktivita u sedmi
gentt AtCKX (AtCKX1 — AtCKX7), které byly exprimovany v transgennich rostlinach
tabaku (Galuszka et al., 2007). VSechny enzymy se chovaji spiSe jako dehydrogenasy,
zadny z nich se neda oznacit striktn¢ jako cytokininoxidasa. Jednotlivé isoformy CKX
enzymu se velmi 1i8i v substratové specifité.

Analyza ukézala, Ze AtCKX2 a ATCKX4 vykazuji vysokou enzymatickou aktivitu
pii reakci s isoprenoidnimi CK a jejich ribosidy za vyuziti syntetickych elektronovych
akceptori DCPIP a Qp (2,3-dimetoxy-5-methyl-1,4-benzochinon) pti neutralnim pH.
Aktivita zbylych AtCKX byla zna¢né niz8i. AtCKX1 a AtCKX7 zato vykazuji nejvyssi
aktivitu  pfislabé kyseléem pH s  vyuzitim  CK-glykosidi, konkrétné
N°-(A%-isopentenyl)adenin 9-glukosidu (iP9G). AtCKX3 ziejmée preferuje degradaci CK-
nukleotidii. Aromatické cytokininy byly degradovany nizkou reakéni rychlosti (Galuszka
et al., 2007).
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Obr. 6 Mechanismus degradace cytokinini pomoci CKX. (A) Schéma degradaéni reakce.
(B) Schéma oxidace substratu (ptevzato z Werner et al., 2006)

18



3.2 Nukleotidpyrofosfatasy/fosfodiesterasy
Nukleotidpyrofosfatasy/fosfodiesterasy jsou enzymy, které sté€pi pyrofosfatovou nebo
fosfodiesterovou vazbu auvoliuji nukleosid 5°-monofosfat zcelé fady substrati
(nukleotidy, fosfolipidy; Obr. 7).

U obratlovci bylo doposud objeveno 7 homologu (Obr. 8). Jsou znaceny
NPP1 - NPP7, podle pofadi, v jakém byly objeveny (Stefan et al., 2006). Jednotlivé
homology byly objevovany nezavisle na sobé a ziskavaly rizné nazvy (Tab. 1), jelikoz
jejich funkce nebyla zpocatku pfiliS jasna. Ke sjednoceni nazvoslovi doslo
na mezinarodnim workshopu, kde byl prijat nazev
nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa (Zimmermann et al., 2000). Stejné jako nazvoslovi
ostatnich enzymu se nazev sklada ze substratu (nukleotidy a jejich derivaty) a nazvu
reakce, kterou enzym katalyzuje (hydrolyza pyrofosfatové nebo fosfodiesterové vazby).
Ke kone¢né tipraveé doslo po zjisténi, ze se jedna o ektoenzymy, tedy Ze maji katalytické
misto na vn&j$i strané membrany. Nazev byl upraven na ekto-
nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa (ENPP; EC 3.1.4.x; EC 3.6.1.x; Zimmermann et
al., 2000).

V rostlinné tis$i nejsou NPP dobfe prozkoumané, jejich zastupci byli objeveni
Vv s0ji (Salvucci, 1995), ¢occe (Medda et al., 2000), prysci (Pintus et al., 2009), pSenici
(Joye et al., 2010) a opuncii (Spano et al., 2011).

Tab. 1 Piehled lidskych / sav€ich NPP a jejich substrati.

Enzym Jiny ndzev enzymu Nukleotidové substraty Jiné
Substraty
NPP1 MAFP,  NPPase,  NPPy, ATP, ADP, ApnA, -
NTPPPH, PC-1 NAD+, UDP cukry
NPP2 Autotaxin, Lysofosfolipasa-D, ATP, ADP, ApnA, LPC
ATXoa- g, PD-la NAD+, UDP cukry
NPP3 B10, CD203c, gp130RB13-6, ATP, ADP, ApnA, -
NPPB, PD-Ip NAD+, UDP cukry
NPP4 ? ?
NPP5 ? ?
NPP6 - GPC,LP
C
NPP7 Alkalicka sfingomyelinasa - SM, LPC
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Obr. 7 Substratova specifita savéich NPP enzymu. Katalyza za¢ind nukleofilni adici Thr
alkoxidu na atom fosforu, ¢imz vznika kovalentné vazany meziprodukt s R"skupinou. V druhém
kroku je meziprodukt hydrolyzovan vodou aktivovanou Zn**. K nékterym enzymiim se mohou
substraty vazat v obou orientacich. Kvuli zméné specifity ve vazebnych mistech R a R” jsou
substraty navdzané v opacné poloze, ¢imz dochéazi k vytvareni riznych produktt hydrolyzy.
GPC - glycerofosforylcholin, LPC — lysofosfatidylcholin, pNPPC - p-nitrofenylfosforylcholin,
SPC - sfingosylfosforylcholin (pfevzato ze Zimmermann et al., 2012).
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Obr. 8 Fylogeneticky strom NPP a znazornéni jejich membranové topologie. Na obrazku je
zduraznén rozdil mezi NPP1 — 3 a NPP4 — 7, které se skladaji pouze z katalytické domény.
K déleni do sedmi riznych isoforem doslo brzy v evoluci. Sekvence jednotlivych enzymi:
D. rerio NPP2: gi|82187289, NPP4: gi|62955749, NPP5: gi|113462025, NPPG6:
0i|61806626; H. sapiens NPP1: gi|23503088, NPP2: gi|290457674, NPP3: gi|206729860,
NPP4: gi|172045555, NPP5: gi|50401201, NPP6: gi|108935979, NPP7: gi|134047772; X.
axonopodis pv. citri: gi|21243551; X. laevis NPP3: gi|254946550; X. tropicalis NPP1:
gi|254946558, NPP7: gi|296010817 (pievzato ze Zimmermann et al., 2012).

3.2.1 Struktura NPP

NPP maji modulérni strukturu. NPP1 a 3 se skladaji z N-terminalni intracelularni
domény, transmembranového helixu a velké extracelularni C-terminalni domény
(orientace typu Il). Extracelularni ¢ast obsahuje dvé somatomedin-B domény (40 — 50
aminokyselin), katalytickou doménu (400 residui) a C-terminalni nukleasovou doménu
(250 residui). NPP2 je sekretovana v extraceluldrnim médiu. NPP4 — 7 maji orientaci
typu I, skladdaji se pouze z katalytické domény, N-termindlniho signdlniho peptidu
a C-terminalni transmembranové domény (Obr. 9, Gijsbers et al., 2001, Sakagami
et al., 2005). Intracelularni doména, ktera je u NPP1 — 3 na N-konci a u NPP4 —7
na C-konci, je pomérné mala, ma pouze 11— 77 rezidui a 1i$i se mezi jednotlivymi
isoenzymy.

Lidské NPP4 (453 rezidui) a NPP5 (477 rezidui) jsou znacné mensi nez NPP1 —
NPP3 (863 — 925 rezidui), coz je zpusobeno nepiitomnosti somatomedin-B domény

a C-terminalni nukleasové domény u NPP4 — 7. NPP4 a 5 jsou navic o 250 residui
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krat$i na C-konci. Identita aminokyselinové sekvence mezi jednotlivymi homology se

pohybuje mezi 24 — 60 % (Gijsbers et al., 2001).
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Obr. 9 Struktura a lokalizace enzymi NPP rodiny. Sedm homologli ma strukturné
ptibuznou katalytickou doménu. NPP1 a NPP3 maji N-terminalni transmembranovy helix
(orientace typu Il), NPP2 je sekretovana v extracelularnim médiu. N-terminalni hydrofobni
sekvence NPP2 a NPP4 — NPP7 ptedstavuje signalni peptid, transmembranovy helix NPP4
— NPP7 se nachazi na C-konci (orientace typu I). Ve struktufe NPP1 — NPP3 se navic
vyskytuji dv€é N-terminalni somatomedin-B domény (SMB1, SMB2) a C-terminalni
nukleasova doména, ale jejich piesna funkce neni dosud znama (upraveno podle Stefan et
al., 2006).

3.2.2 Charakteristika jednotlivych homologi
Gen pro lidskou NPP1 byl lokalizovan na chromozomu 6 na q22-q23 pomoci in situ
hybridizace, protein se sklada z 873 aminokyselin (Funakoshi et al., 1992). Enzym je
homodimer o velikosti 230 — 260 kDa (v redukované formé 115 — 135 kDa), v zavislosti
na typu bunék (Goldfine et al., 2008).

NPP1 je dosud nejlépe popsanym homologem. Je exprimovana v celé fadé¢ tkani,
napt. v jatrech, svalech, adiposni tkani, srdci, mozku, pankreatickych ostrivcich,
placenté, ledvinach, plicich, slinnych zlazach, nadvarlatech, chamovodu,

chondrocytech, lymfocytech a dermalnich fibroblastech (Funakoshi et al., 1992; Goding
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et al., 1998, 2003; Stefan et al., 2005). Poprvé byla objevena v roce 1970 jako ukazatel
pozdniho stadia diferenciace B bun€k produkujicich protilatky. Odtud ziskala i svij
puvodni nazev, PC-1 (Plasma Cell differentiation antigen 1; Takahashi et al., 1970).
Dalsi nazev, MAFP (Major aFGF-stimulated Protein), pochazi z roku 1991, kdy byl
enzym nezavisle objeven v jatrech hovéziho dobytka jako protein, ktery vaze aFGF
(acidic Fibroblast Growth Factor; Oda et al., 1991). NPP1 pravdépodobné reguluje
kalcifikaci mékkych tkani a mineralizaci kosti diky své schopnosti vytvaiet PP;, coz je
inhibitor kalcifikace a mineralizace (Johnson et al., 1999). NPP1 také interaguje
s inzulinovym receptorem a tim rusi jeho G¢inky (Grupe et al., 1995).

Gen pro lidskou NPP2 byl lokalizovan na chromozomu 8 na q24.1. Molekulova
hmotnost NPP2 je 125 kDa, jako jediny zastupce skupiny NPP enzymi je sekretovany
Vv extracelularnim prostoru jako katalyticky aktivni glykoprotein (Stracke et al., 1992).

NPP2 je také znama pod nazvem autotaxin, poprvé byla vyizolovana v roce
1992 z bun¢k melanomu A2058 jako glykoprotein, ktery v pikomolarnich koncentracich
stimuluje pohyblivost nadorovych bunék (Stracke et al., 1992). ZvySena exprese
autotaxinu byla zaznamenana u vice nadorovych linii a jeho pfitomnost byla prokazana
u celé fady onemocnéni rakoviny (glioblastomy, karcinomy §titné Zlazy, prsu, slinivky a
krve — lymfomy, myelomy, leukémie). Jeho nadmérna exprese dokonce zpusobila
spontanni vznik rakoviny prsu u mys$i starych 8-24 mésica (Liu et al., 2009).
Autotaxin katalyzuje hydrolyzu lysofosfatidylcholinu na cholin a kyselinu
lysofosfatidovou (Tokumura et al., 2002), ktera zptisobuje pifemény cytoskeletu, zanéty,
buné¢nou proliferaci a metastazy (Liu et al., 2009).

Bylo objeveno 5 variant NPP2 znacenych ATX o —¢ (Obr. 10). ATX o byl
Druhy objeveny ATX v byl plivodné pojmenovan jako PD-la, je exprimovan predevSim
Vv centralnim nervovém systému (Narita et al., 1994). ATX B se vyskytuje ze vsech
isoforem nejcastéji. Byl ziskan klonovanim z bunék teratokarcinomu (Giganti et al.,
2008). ATX o6 je druha nejCastéjsi isoforma, od ATXP se lisi pouze 4
aminokyselinovou deleci v L2 linkeru, Obr. 10), ma také podobné biochemické
vlastnosti (Hashimoto et al., 2012). ATX a a ATX g, dvé nejméné Casté isoformy, jsou
charakteristické 52 aminokyselinovou inserci v Katalytické doméné. Tato inserce je
Stépitelnd heparin vazebnd doména, ktera zprostfedkovava interakci sulfatu heparinu
s proteoglykany atim i produkci kyseliny lysofosfatidové do plazmatické membrany
(Houben et al., 2013).
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NPP3 byla poprvé identifikovana jako gp1307F**®, tedy glykoprotein plasmatické
membrany, ktery je rozpoznan monoklondlni protilaitkou RB13-6. Tato protilatka
zachycuje prekurzory nervovych buné¢k, které jsou citlivé k maligni konverzi (Deissler
et al., 1995). Molekulova hmotnost enzymu je pfiblizn¢ 130 kDa. Gen pro NPP3 byl
lokalizovan na chromozomu 6 q22.

NPP4 a 5 byly ke skupiné nukleotidpyrofosfatas ptipojeny na zéklad¢ podobnosti
jejich katalytické domény s doménou NPP1 — 3 (Gijsbers et al., 2001). Obsahuji
vSechna residua esencialni pro katalytickou aktivitu NPP1 — 3. Jejich molekulova
hmotnost se pohybuje kolem 50 kDa. Gen pro NPP4 se nachazi na chromozomu 6

p21.1, pro NPP5 na chromozomu 6 p21.1-p11.2.

exon 12 4 AMEK exonl
Somatomedin 1.1 Katalytickd doména L2 Nukleasova doména
B-doména
arxs[[ [ T 1 H [ HIH ] 859 AMK
atxe [T T 1 N [HIH | 911 AMK
ATXa| | | | | N | HIH | 915 AMK
arxp| | | | | H | HIH | 863 AMK
ATXy [ | | | | am! | 888 AMK
52 AMK inserce 25 AMK inserce

4 AMK delece

Obr. 10 Schéma proteinové struktury jednotlivych domén ATX. ATX a a & obsahuji
52 aminokyselinou inserci kdodovanou exonem 12, u ostatnich ATX je exon 11 pfipojen
primo k exonu 13. Stejné tak je exon 20 spojen s exonem 22, vyjimku tvoti ATX vy, kde je
vlozena 25 aminokyselinova inserce (exon 21). ATX 6 a € maji 4 aminokyselinovou deleci
na L2 linkeru (delece 12 bp na exonu 19; pfevzato z Hashimoto et al., 2012).
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Tab. 2 Shrnuti n€kterych vlastnosti lidskych NPP

NPP1 - 3 NPP4, 5 NPP6, 7
Molekulova hmotnost monomeru 110 - 125 kDa 50 kDa 50 - 60 kDa
Forma dimer oligomer ?
Substraty nukleotidy neznamé fosfolipidy
Transmembranova doména ano (typ II) ano (typ I) ano (typ 1)
(NPP2 ne)
Glykosylace ano ano ano
Optimalni pH alkalické alkalické alkalické
Termostabilita vysoka vysoka vysoka
Inhibice EDTA - Zn*

NPP7 byla identifikovana jako NPP v roce 2003 (Duan et al., 2003), NPP6 o dva
roky pozdé&ji (Sakagami et al., 2005). NPP6 §tépi fosfolipidy, piednostné ty, které
obsahuji cholin (glycerofosforylcholin — GPC a sfingosylfosforylcholin - SPC), dale
také lysofosfatidylovou kyselinu (Sakagami et al., 2005). Narozdil od NPP2, ktera $tépi
lysofosfatidylovou kyselinu na cholin, ji NPP6 a 7 $tépi na fosfocholin. NPP7
katalyzuje pfeménu sfingomyelinu na ceramid (Duan et al., 2003). Molekulova
hmotnost NPP6 je asi 50 kDA, NPP7 60 kDa. Gen pro NPP6 se nachazi na
chromozomu 4 g35.1, pro NPP7 na chromozomu 17 g25.3.

3.2.3 Rostlinné nukleotidpyrofosfatasy/fosfodiesterasy
Nukleotidpyrofosfatasy/fosfodiesterasy v rostlinach nejsou dobfe prostudovany, dosud
bylo objeveno pouze par zastupclt. Maji ziejmé roli v iniciaci, terminaci a modulaci
signalnich kaskad. NPP by se mohly uplatiiovat také pii recyklaci nukleotidi (Joye et
al., 2010).

Prvni objevenou nukleotidpyrofosfatasou/fosfodiesterasou Vv rostlinné tisi byla
NPP ze so6ji (Glycine max L.; Salvucci et al., 1995). Pfirozené se enzym vyskytuje jako
oktamer 0 molekulové hmotnosti 560 kDa (Tab. 3; podjednotky maji velikost 72 kDa).
Porovnanim aminokyselinové sekvence N-konce nebyla objevena podobnost s NPP1
u obratlovct. Enzymy rovnéZz vykazuji rozdilné fyzikalni a katalytické vlastnosti.
Zatimco NPP1 je pevné vazédna v membran¢, NPP ze sdji je rozpustny. Rozdily jsou
patrné i v pH optimu pro fosfodiesterasovou aktivitu. Zatimco NPP1 upiednostiiuje
alkalické pH, pH optimum s6jové NPP zavisi na daném substratu (pH 4,5 pro UDP-
glukosu, pH 5,5 pro UDP a pH 7,5 pro pNP-TMP). Oproti NPP1 se 1isi i v substratové
specifité, jelikoz neni schopna hydrolyzovat NADP, nukleotidové difosfaty a PP;
(Salvucci et al., 1995).
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NPP byla purifikovana také ze sazenic Cocky (Lens esculenta L.; Medda et al.,
2000). Jedna se o enzym o molekulové hmotnost 75+5 kDa. Hydrolyzuje nukleotidy,
predevsim NAD(P), v mensi mife pak FAD. Pyrofosfatasova aktivita je zvySena
v piitomnosti divalentnich kationt (Ca®*, Mg®*; Medda et al., 2000).

Dale byla NPP vyizolovana z latexu prysSce statného (Euphorbia characias,
ELNPP; Pintus et al., 2009). Molekulova hmotnost enzymu ¢ini 80+5 kDa. Enzym je
slozen ze dvou ziejmé totoznych podjednotek. Kazda tato podjednotka obsahuje jeden
Ca®" a jeden Mg®* kation. Zatimco Mg?* kation je pevné vazan k enzymu, Ca** se dé
odstranit pouzitim EDTA, ¢imz ale enzym ztraci aktivitu. ELNPP hydrolyzuje velké
mnozstvi substratii, jako napt. NADH, NAD", FAD, Ap,A, 3',5-CAMP, ATP, ADP
a ADP-ribosu, dale pNP-TMP a Bis-p-nitrofenyfosfat (Pintus et al., 2009).

Vroce 2010 byla popsana nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa z pSenice
(Triticum aestivum L., TaNPP; Joye et. al., 2010). Ackoli je struktura TaNPP jednodussi,
jako je tomu u NPP4 — 7, sekvence aminokyselin a substratova specifita enzymu
odpovidéa spi§ lidskym NPP1 a 3. Molekulovd hmotnost enzymu je pouze 52 kDa,
vyskytuje se jako monomer nebo oligomer. V aktivnim misté¢ ma enzym dva kovové
ionty. Stejné jako ELNPP hydrolyzuje nukleotidy, ale i pNP-TMP a p-nitrofenylfosfat
(Joye et al., 2010).

Nedavno byla popsana i NPP izolovana zplodd opuncie (Opuntia ficus indica,
ONPP; Spano et al., 2011). Molekulova hmotnost enzymu je 10548 kDa, ma velmi
podobné vlastnosti jako NPP z prySce a pSenice (Tab. 3). Stejné jako ELNPP se enzym
sklada ze dvou totoznych podjednotek, z nichz kazda obsahuje jeden Ca** a jeden Mg?*
kation. Také vykazuje vysokou katalytickou aktivitu k nikotinamidovym koenzymiim,
zatimco jeho aktivita vici ADP/UDP-glukose, coZ jsou nejvyznamnéj$i substraty
pro NPP z ryZe a jeCmene, je velmi nizk4. Zatimco posledni dva jmenované enzymy se
uplatiiuji pfi biosyntéze nukleotidovych cukrl, fyziologickd funkce ONPP nebyla
S jistotou prokazana. Nicméné vysokd uUCinnost ONPP hydrolyzovat NAD(P)(H)
ukazuje, Ze by enzym mohl ovliviiovat aktivitu n¢kterych dehydrogenas (Spano et al.,
2011).
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Tab. 3 Shrnuti né¢kterych vlastnosti rostlinnych NPP.

Psenice Cocka Séja Prysec Opuncie
Molekulova hmotnost 52 kDa 75+5 kDa 72 kDa 80+5 kDa 105+8 kDa
monomeru
Mozné oligomery monomer, oligomer - oktamer - -
Substraty nukleotidy nukleotidy nukleotidy, pNP_TMP nukleotidy nukleotidy
Transmembra-nova ano (N-terminalni) - - - -
doména
Glykosylace N-glykosylace - - - N-glykosylace
Optimalni pH pH 12 pH 10 pH 4,5/5,5/7,5 - alkalické
Optimalni teplota 70°C - - - 75°C
Termostabilita vysoka - - - vysoka
Inhibice EDTA, AMP Cu2+, Zn2+, Ni2+ Mg2+, Ca2+, EDTA EDTA, AMP

sulfhydrylova ¢inidla
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Obr. 11 Geny Arabidopsis thaliana koédujici NPP. Na obrazku jsou znazornény KO linie

Arabidopsis pfislusnych gent spolu s jejich primery.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a chemikalie

Pro piipravu ristovych médii bylo pouzito Murashige & Skoog médium s vitaminy
(Duchefa, CR), 2-(N-Morpholino)ethansulfonova kyselina (MES; Sigma, CR), glukosa
a sacharosa (ob& LachNer, CR) a agar pro kultivaci rostlin (HiMedia, Indie). Semena
byla sterilizovana v ethanolu (LachNer, CR) s Tritonem X100 (Sigma, CR).

Pii genotypizaci byla pouzita Go Taq® G2 Flexi DNA polymerasa od firmy
Promega Corporation (USA). Jako standard pro elektroforézu byl pouzit
GeneRuler ™1kb Plus DNA Ladder z firmy Fermentas (Kanada). Na pfipravu gelu pro
elektroforézu byla pouzita agarosa od firmy Sigma, CR.

Pro piipravu roztoki a pufrd byly vyuzity chemikélie Tris (Duchefa, CR),
chloroform isoamylalkohol (24:1; Sigma, CR), chlorid sodny (LachNer, CR), EDTA,
SDS (oboji Penta, CR), kyselina mraven¢i (Sigma, CR), hydroxid amonny (Penta, CR),
kyselina dusi¢nd, acetdt amonny (Lachema, CR), dihydrogenfosfore¢nan draselny
(LachNer, CR), hydrogenfosfore¢nan sodny (Lachema, CR) akyselina citronova
(LachNer, CR). Pro tipravu pH byla pouZita kyselina chlorovodikova (Lachema, CR) a
hydroxid draselny (LachNer, CR).

Koncentrace proteinii byla méfena pomoci Bio-Rad Protein Assay (Bio Rad
Laboratories, USA), jako standard pro vytvofeni kalibra¢ni kiivky byl pouzit BSA od
firmy Sigma, CR.

Pro méfeni aktivity enzymu byly pouzity knock-outované linie A. thaliana (Tab.
4), které byly dodany z Europian Arabidopsis stock center (UK; linie SALK, SAIL,
GK) a z Institut Jean Pierre Bourgin (Versailles Arabidopsis Stock center, Francie; linie
FLAG).

Tab. 4 Knock-outované linie A. thaliana.

Gen Nazev KO linie Arabidopsis thaliana
AT4G29680 SALK-08916, SAIL-694C05, GK-078606
AT4G29690 SALK-040308C SALK-024541
AT4G29700 FLAG-390C03
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4.2 Seznam pouzitych pufru a roztoku

Ristova média:

%> MS agar:

MS médium:

Izolace gDNA:

gDNA extrakéni pufr:

TE pufr:

Elektroforéza:
Agarosovy gel:
TAE pufr:

Stanoveni cytokininu:

Bielského puft:
PBS (fosfatovy pufr)

2,15 g-dm™ MS s vitaminy

0,5 g-dm™ MES

10 g-dm™ sacharosa

10 g-dm™ agar pro kultivaci rostlin

pH = 5,8 (upraveno 4 mol-dm™ KOH)
4,3 g-dm™MS s vitaminy

0,5 g-dm® MES

30 g-dm™ glukosa

pH = 5,7 (upraveno 4 mol-dm™ KOH)

200 mmol-dm™ Tris

250 mmol-dm™ NaCl

20 mmol-dm™ EDTA

0,5% SDS

pH = 8,0 (upraveno 35% (w/w) HCI)
10 mmol-dm™ Tris/HCI

1 mmol-dm™ EDTA

pH = 8,0 (upraveno 35% (w/w) HCI)

1% (w/v) agarosa v 1x TAE pufru

70 mmol-dm™ Tris

1 mmol-dm™ kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)

pH = 8,0 (upraveno kyselinou octovou)

MeOH/H,0/1 mol-dm™ HCOOH (15/4/1)
137 mmol-dm™ NaCl

2,7 mmol-dm™ KCl

10 mmol-dm™ Na,HPO,-2H,0
2 mmol-dm™ KH,PO,
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pH 7,4

Eluéni roztok I (ESI): 0,35 mol-dm™ NH,OH
Elu¢ni roztok II (ESII): 0,36 mol-dm™ NH4OH v 60% MeOH

Méfeni aktivity ezymu:

Mcllvainetv pufr 0,2 mol -dm? Na,HPO, titrovany kyselinou citronovou na

pH 7,5

4.3 Pristroje

Centrifuga stolni (Eppendorf, CR)

Elektroforeticka komiirka (Biometra, Némecko)

Flowbox (Schoeller INSTRUMENT, CR)

UFLC, Nexera (Shimadzu, Japonsko)

Inkubator (Memmert, Némecko)

UV/VIS spektrofotometr 8453 Agilent (HPST, Praha, CR)
Termoblok Thermomixer komfort (Eppendorf, Némecko)
Termocykler T - personal (Biometra, Némecko)
Termocykler T — gradient (Biometra, Némecko)
Oscilaéni mlynek MM 400 (Retsch, Praha, CR)
Lyofylizator SPD 111V-23 SpeedVac Concentrator (Thermo Scientific, USA)

4.4 Metody

4.4.1 Genotypizace

4.4.1.1 Princip selekce homozygotnich linii

Selekce homozygoti je mozno provést pomoci PCR a gelové elektroforézy.
Pro kazdou linii je navrzena sada primerti pro WT alelu a KO alelu, pfi¢emz by m¢l
vzniknout produkt o rozdilnych velikostech. V ptikladé€, ktery je uveden na obr. 12,
ziskame s primery pro WT alelu (wild type = bez inzerce) produkt o velikosti 900 bazi
(od LP k RP), pouze v pripadé, ze se jedna o WT nebo heterozygota. Pokud se bude

jednat 0 homozygota (inzerce na obou chromozomech), neziskame zadny signal.
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BPos

T-DNA
Genom Pﬁ'e“‘a”e"“e"% WT primery EOR.__ &
‘ —‘ KO primery AL -_—
]
. ) *N=0~
pZona| Ext5s | MaxN | Ext3 |pZéna 0~300

Obr. 12 Princip selekce homozygotnich linii. N — rozdil mezi danou inzerci a pfilehlou
sekvenci. (obvykle 0 — 300 bazi); MaxN — maximalni rozdil mezi skuteénym mistem
inzerce a sekvenci (300 bp); pZéna — mista nasedani primera (100 bp); Ext5, Ext3 — mista
mezi MaxN a pZonou, kde nemohou nasedat primery; LP a RP — levy a pravy primer; BP -
T-DNA border primer; LB - levy primer T-DNA inserce; LB - levy primer T-DNA
inserce; BPos — Vzdalenost od BP kmistu inzerce (upraveno podle
http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html).

Jestlize pouzijeme primery navrzené pro KO alelu, ziskame band o velikosti 410
+ N bazi (300 + N bazi od RP k mistu inzerce, plus 110 bazi od LB klevé hranici
inzerce) pro HM nebo HZ, nikoli pro WT.

Porovnanim téchto dvou reakci, tedy PCR s WT primery a PCR s KO primery,

muzeme zjistit, zda analyzovana rostlina je WT, homozygot nebo heterozygot.

4.4.1.2 Izolace genomové DNA

Ke 2 - 4 listim umisténych do mikrozkumavek bylo piidano 420 ul gDNA extrakéniho
pufru se 150 ul CIA (chloroform:isoamylalkohol, 24:1). Smés byla homogenizovana
pomoci wolframovych kuli¢ek v oscila¢nim mlynku. Vzorek byl centrifugovan po dobu
3 min pti 21000 g. K supernatantu, ktery byl pirenesen do nové mikrozkumavky, bylo
ptidano 900 ul 96% etanolu, obsah byl promichan pfevracenim mikrozkumavky,
inkubovan 5 - 10 min pfi laboratorni teploté. Supernatant byl odstranén pipetou, pelet
byl rozpustén v 200 pl TE pufru. Déle bylo ptidano 50 pl CIA, promichano oto¢enim
mikrozkumavky. Nasledovala centrifugace 2 min pfi 21000 g. Supernatant byl
prenesen do mikrozkumavky s 10 pl 4 mol-dm® NaCl, bylo pfidano 360 ul 96%
ethanolu, promichano, inkubovano 3 min, poté nasledovala centrifugace 8 min pfi
21000 g. Supernatant byl odstranén, pelet byl rozpustén v 70% etanolu, roztok byl
centrifugovan 2 min, 21000 g. Supernatant byl odstranén a pelet rozpustén v 60 ul TE.
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4.41.3 PCR a gelova elektroforesa
Reakéni smés pro PCR byla ptipravena podle tabulky 5, objem primert se lisil
Vv zavislosti na dané linii (Tab. 7). PCR reakce byla nastavena podle tabulky 6, teplota
nasedani primera a doba elongace byla také pro kazdou linii jina (Tab. 6, 7). Nejdiive
byla vzdy pro kontrolu reakce nastavena s primery pro aktin (ARAact), podle vysledkt
byla DNA vyfedéna, pfip. znovu vyizolovana. Nésledn¢ byla reakce nastavena
S primery pfisluSnymi pro danou linii (Tab. 8), a to jak pro WT alelu (piirozené se
vyskytujici alelu), tak i pro KO alelu (uml¢enou alelu).

Po ukonceni PCR reakce byla reakéni smés nanesena na 1% agarosovy gel
do elektroforetické komurky, ktera byla napojena ke zdroji elektrického napéti (120 V).
Gel byl vyfocen pomoci systému Gel Doc EZ System (Bio Rad, USA), obrazek byl

nasledné vyhodnocen v programu Image Lab™ Software.

Tab. 5 SloZeni reakéni smési pro PCR.

Slozka Koncentrace Objem kVySIedna
oncentrace

Go Tag polymerasa 0,05 ul

Green buffer 5x 2,00 pl 1x

MgCl, 25 mmol-dm™ 1,00 pl 2,50 mmol-dm™

Primer 10 umol-dm™® 0,10 - 0,60 pl* 0,10 -0,60
umol-dm*

dNTPs 10 umol-dm™® 0,20 pl 0,20 pmol-dm’®

gDNA 1,00 ul

VVoda do 10 pl

*Mnozstvi se 1isi podle jednotlivych linii (Tab. 7).

Tab. 6 Nastaveni PCR reakce.

Teplota °C Cas Pocet cyklu

Pocatecni denaturace 95 2 min 1

Denaturace 94 30s

Nasednuti primert 60 - 68* 30s (30 pr3(;5aktin)

Elongace 72 1-2 min*

Zavérecna elongace 72 5 min 1

Ochlazeni 16 10s 1

*Teplota, ¢as a pocet cykll zavisi na dané linii (Tab. 7).
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Tab. 7 Parametry nastaveni PCR reakce pro jednotlivé linic Arabidopsis thaliana.

WT alela KO alela
Objem Teplota  Doba Objem  Teplota Doba
pouzitych nasedani elon- pouzitych nasedani elon- Podet
gen linie Nazev primeru primeri  primerd  gace Nizev primeru primerti primerd gace cykli
AT4G29680 GK-078G06-NPP GK-078G06_NPP_RP 0,4 ul 60°C 2min  GK-078G06_NPP_RP 0,1 ul 60°C 1 min 35
GK-078G06_NPP_LP 0,6 ul pAC 0,5ul
GK-078G06 GK-078G06_RP 0,1 ul 60°C 2min GK-078G06_RP 0,5 ul 60°C 1 min 35
GK-078G06_LP 0,1 ul pAC 0,3ul
SALK 089106  SALK_089106_RP 0,3ul 58°C 2min SALK _089106_R 0,3 ul 58°C 2 min 35
SALK _089106_LP 0,4 ul LBb1.3 0,5ul
SAIL 694 CO5  SAIL 694 CO5 RP 0,3ul 60°C 2min SAIL 694 CO5 RP 0,1 ul 60°C 1 min 35
pDAP101_Ib3 0,3ul GK-078G06_NPP_LP 0,5ul
AT4G29690 SALK 024541 SALK 024541 RP 0,3 ul 62°C 2min SALK 024541 RP 0,3 ul 62°C 1 min 35
SALK _040308C_LP 0,4 ul LBb1.3 0,3 ul
SALK _040308C SALK_024541 RP 0,3 ul 62°C 2min  SALK 024541 RP 0,3 ul 62°C 1 min 35
SALK 040308C LP 0,4 ul LBb1.3 0,3 ul
Aktin ARAact fw 0,2 pl 60°C 1 min 30
ARAact rev 0,2 ul
Overexpresory ZmZl_zacatek fw 0,2 ul 68°C 1 min 35
ZmZl_konec_rev 0,2 ul
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Tab. 8 Sekvence pouZitych primerd.

Néazev primeru Sekvence primeru

ARAact fw "~GCCATCCAAGCTGTTCTCTC-3"
ARAact rev " ~GGTGGTGCAACGACCTTAAT-3"
SALK_024541 RP " ~AGCTCAGGGAAAGTAGCCAAC-3"
SALK 024541 LP "—-TCTTGATTCTCGAATTCGACG-3"
SALK_040308C RP "—-TATAGTCCGGTGCTAGCGATG-3"
SALK 040308C LP "—-TCTTGATTCTCGAATTCGACG-3"
SALK_089106 RP " -ATCAAATTTGAAGGCGATTTG-3"
SALK 089106 LP " ~GCCTAGTAACGAAATCCCGAG-3"
SAIL 694 CO5 RP "-TGTGTGATTGTCGAGAAGTGC-3"
SAIL 694 CO5 LP "~ACGTCGAATTCGAGAATCAAG-3"
FLAG 390 CO3 RP "~TTTTTCACAAACTGCCATAACG-3"
FLAG 390 CO3 LP " -TGATCAAAATGGCTCAAGACC-3"
GK_078G06 RP "~CCTCCATCATCGCAGGTACT-3"
GK_078G06 LP " ~GCATCGGGTTCAACATCTTCC-3"
GK_078G06_NPP RP " ~GCTGGGTATAGACCTGTGACG-3"
GK _078G06_NPP LP " -CACTGGGCTAGGCCCATAAA-3"
pDAP101 1b3 "~TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC-3"
LBb1,3 "-ATTTTGCCGATTTCGGAAC-3"
Pacl161 08409 "~ATATTGACCATCATACTCATTGC-3"
ZmZl_zacatek fw "-~CCCCAACCACTACTCCATCGT-3"
ZmZl konec_rev "-TCAGCTGGCGACACACCAT-3"

o o o1 v o1 O oo o o1 oo o oo o o1 O U1 OOl

4.4.2 Analyza celkovych cytokinini

Priprava rostlinného materialu:

Z rostlin Arabidopsis thaliana byly sesbirany listy o hmotnosti pfiblizné 4 g. Listy byly
zmrazeny Vv tekutém dusiku a poté vysuSeny v lyofilizatoru.

Lyofilizované listy byly rozetfeny v tfeci misce s tekutym dusikem.
Do mikrozkumavky bylo navazeno 100 mg rozetienych listi, ke kterym byly ptidany
2 sklenéné kulicky a 1 ml Bielského pufru. Vzorky byly umistény do oscila¢niho
mlynku na 3 min pii 27 rps. Poté byly vzorky 5 min sonikovany a nasledn¢ umistény na
ttepacku na 45 min pii 4°C. Nasledovala 15 min centrifugace pii 21000 g, 4°C.
Supernatant byl pfenesen do 2 ml mikrozkumavky, pelet byl re-extrahovan stejnym

postupem dalsim 1 ml Bielského pufru.

Purifikace cytokinind:
Pro 1. purifikaci byly pouzity kolonky Spe-ed SPE Cartriges, Octadecyl C18/18 (100
mg/ml; Applied Separations, USA). Kolonky byly nejdiive promyty 1 ml methanolu,

35



poté 2x 1 ml Bielského pufru. Po promyti byly na kolonky naneseny vzorky (2 ml) a
promyty 1 ml Bielského pufru, které byly sbirdny do sklenénych zkumavek. Ty pak
byly vysuSeny v lyofylizatoru na objem mensi nez 750 ul (2 - 3 hod).

2. purifikace byla provedena s kolonkami Oasis® MCX 1cc (30 mg) Extraction
cartriges (Waters, USA). Kolonky byly nejdfive promyty 2 x 1 ml methanolu, 2 x 1 ml
destilované vody, 2x 1 ml 50% kyseliny dusi¢né, 2x 1 ml destilované vody, a 1 ml
1 mol-dm™ kyseliny mravenci. Vzorky byly smichany s 2 ml 1 mol-dm™ kyseliny
mravenci a sonikovany po dobu 5 min. Poté byly napipetovany na kolonky, zkumavky
byly promyty 1 ml 1 mol-dm™ kyseliny mraven¢i, ktery byl potom také pienesen do
kolonky a nakonec byla kolonka promyta jesté 1 ml 1 mol-dm™ kyseliny mraven¢i.

Po promyti byl na kolonku aplikovan 1 ml elu¢niho roztoku I a 2 ml elu¢niho
roztoku Il. Eluat byl sbiran do sklenénych zkumavek. Tyto zkumavky se 3 ml ziskaného
vzorku byly znovu vysuseny v lyofilizatoru.

Preimunni kolonky (OIChemIm, CR) byly promyty 3x 1 ml PBS. Odpaieny
vzorek byl zvortexovan s 50 pl 70% ethanolu. Po rozpusténi bylo pfidano 450 pl PBS a
opét promichano. Takto pfipraveny vzorek byl nanesen na kolonku, po proteceni bylo
pfidano dalSiho 0,5 ml PBS. Poté byly kolonky zregenerovany (viz imunoafinitni
Cisténi).

Imunoafinitni kolonky (OlChemIm, CR) byly nejprve promyty 2x 3 ml PBS.
Poté byl na kolonky opakované napipetovan vzorek. Pfi patém naneseni vzorku byla
kolonka uzavtena, takZe se v ni vzorek inkuboval. Po jednohodinové inkubaci byla
kolonka oteviena. Vzorky byly po prote¢eni ponechany na analyzu pro stanoveni O-
glykosidi. Kolonky byly promyty 3x 3 ml vody a nésledné byla provedena eluce 3x 1
ml methanolu. Eluat byl nasledné odpaten v lyofilizatoru do sucha.

Pro regeneraci byly kolonky promyty 9 ml destilované vody, 3 ml methanolu, 9
ml destilované vody a 6 ml PBS. Nakonec byly kolonky uzavieny a naplnény roztokem

PBS s 0,01% azidem sodnym a byly uchovany pii 4°C do dal$iho pouziti.

Ptiprava vzorku pro HPLC:

K odpatenému vzorku bylo napipetovano 45 pul 10% methanolu, vzorky byly
promichany, dokud se pelet zcela nerozpustil a poté byly kvantitativné pteneseny do
filtrd s pory o velikosti 0,2 um (Costar Spin-X; Corning Inc., USA). Vzorky byly
centrifugovany 10 min pfi 10000 g a 16°C, nasledn¢é byly pieneseny do vialek pro
HPLC.
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Stanoveni O-glykosidu:

Vzorky pro stanoveni O-glykosidi ziskané z imunoafinitniho ¢isténi byly odpaieny
do sucha, bylo pfidano 100 pl pufru (100 mmol-dm™ octan amonny, pH 5). Ke
kazdému vzorku bylo pridano 100 pl rozpusténého enzymu B-glukosidasy (8 mg-cm™;
Sigma-Aldrich, CR). Poté byly vzorky umistény do inkubatoru na 37°C, po 1 hod byly
pfemistétny na 10 min na 65°C. Vzorky byly kvantitativné preneseny do
mikrozkumavky, bylo pfidano 800 pl PBS. Nasledovala centrifugace 10 min pfi
maximalnich otackach, supernatant byl nanesen na imunokolonky. Nasledujici postup

byl stejny jako u imunoafinitniho €isténi, stejné tak ptiprava vzorkt pro HPLC.

4.4.3 Méreni aktivity enzymu

Piiprava rostlinného materialu

Semena byla vyseta do hliny, po tfech tydnech byly semenacky ptesazeny do
truhlik, kde byly péstovany dalsich 6 tydnti, nez byly posbirany Sesule.

Pro méfeni aktivity v semenaccich byly rostliny Arabidopsis péstovany
Vv tekutém meédiu. Semena byla vysterilizovana a pfenesena do Erlenmeyerovy banky s
MS médiem. Banky byly na 3 dny umistény do temna a chladu, poté byly pfeneseny do
skleniku na tfepacku. Vzorky byly sbirany po 24 hod, 48 hod (pouze linie SALK 04) a
po 10 dnech.

Piiprava vzorka pro HPLC

Do mikrozkumavek bylo navazeno 100 mg SeSuli nebo 10 dennich semenacku, 24 / 48
hod semenacky byly navazeny po 10 mg. Spolu s wolframovou kulickou bylo pfidano
i dvojnasobné mnozstvi 50 mmol-dm™ Tris/HCI, pH 8 (200 pl / 20 pl). Vzorky byly
rozdrceny Vv oscilacnim mlynku (3 min, 25 rps). Poté byly mikrozkumavky umistény
na tfepacku na 1 hodinu pti 4°C.

Po uplynuti dané¢ doby byly vzorky zcentrifugovany (15 min, 21000 g) a
supernatant byl pfenesen do Cist¢é mikrozkumavky. Do novych mikrozkumavek byl
nejdiive rozpipetovan enzym, poté byl pfidan premix obsahujici vSechny ostatni
komponenty (Tab. 9). Zkumavky byly promichany na vortexu, stoCeny na pikofuze a
thned umistény do termobloku na 37°C, kde byly ponechany 1 hodinu. Poté bylo ke

vzorktim pifidano 200 pl methanolu, promichano oto¢enim mikrozkumavky.
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Tab. 9 Slozeni reakéni smési pro méfeni aktivity v SeSulich / kofenech.

Slozka Objem
Enzym 10/ 5ul
1 M MgCl, 2 ul
0,2MDTT 1l
10 mM FAD 1l
Mcllvainetv pufr 86/91 pl
Celkovy objem 100 pl

Vzorky byly centrifugovany 10 min pfi 21000 g. Do nové mikrozkumavky bylo
odebrano 45 pl supernatantu, ke kterému bylo piidano 155 pl 15 mmol-dm™
mravencanu, pH 4,5. Po 10 min inkubaci byly vzorky pfeneseny do filtrii a stoceny
v centrifuze (10000 g, 5 min). Nakonec byly vzorky napipetovany do vialek uréenych
pro HPLC.

4.44 HPLC

HPLC analyza byla provedena na piistroji Nexera s UV/VIS detekci (Shimadzu,
Japonsko) nakoloné Zorbax Eclipse Plus CI18 (RRHD 2,1 x 50 mm
1,8-Micron; Agilent, USA). Mobilni faze A byla 15 mmol-dm™ kyselina mravenéi, pH
4,5, mobilni faze B byla 100% methanol (HPLC Super Gradient). Analyza na HPLC
probihala v methanolovém gradientu (Tab. 10) pfi prutoku 0,4 ml/min. Proces trval
celkem 35 minut. Sledovana vinova délka byla 268 nm a 450 nm. Vyhodnoceni bylo
provedeno v programu LabSolutions 5.30.

4.4.5 Méreni koncentrace proteini

Koncentrace proteini byla méfena metodou Bradfordové (Bradford, 1976) po

linearizaci dle Ernsta (Ernst a Zor, 2010).

Tab. 10 Slozeni mobilni faze v pribéhu analyzy systémem HPLC-UV/VIS

Cas (min) Slozka A (%)  Slozka B (%)

0 100 0
2 95 5
23 60 40
24 50 50
25 5 95
28 5 95
30 95 5
35 100 0
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4.4.6 Korenové testy
Pracovalo se ve flowboxu. Semena byla pfesypana do sterilni 1,5 ml mikrozkumavky,
bylo pfidano 800 ul 70% ethanolu s 0,1% Tritonem X-100. Po 10 min tfepani se
nechaly semena usadit, ethanol byl odpipetovan. K sementim bylo ptidano 800 ul 70%
ethanolu s 0,01% Tritonem X-100, nékolikrat promichano, ethanol byl odpipetovan.
Tento postup byl opakovan 3x. V poslednim kroku byl ethanol nabran i se semeny a
prenesen na sterilni filtrani papir, kde se semena nechaly uschnout.

Semena byla vysazena na ¢tvercové Petriho misky s MS agarem do jedné tady,
vzdy po 10 seminkéach. Celkem bylo vysazeno 35 seminek od kazd¢ linie.

Misky byly ponechany ve tmé& a v chladu (4°C), po 3 dnech byly premistény
do fytotronu. Misky byly postaveny vertikaln¢ tak, aby kofinky rostly pouze na povrchu
agaru. Po 3 dnech byly konce kofinkii oznaceny fixem. Po tydnu od oznaceni bylo

provedeno vyhodnoceni (dalsi tyden opakovano).

4.4.7 Testy klicivosti

Semena Arabidopsis byla vysterilizovana (viz kofenové testy) a vysazena na Petriho
misky a do zeminy (sterilni i nesterilni semena). Misky byly ponechany 3 dny ve tm¢ a
v chladu (4°C), poté byly pifemistény do fytotronu. Po tydnu bylo provedeno

vyhodnoceni (pomér vyklicenych / nevykli¢enych rostlin).
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5 Vysledky

5.1 Genotypizace

Dvou- az tfitydenni rostliny byly genotypizovany pomoci metody PCR. Nejdiive
byla nastavena kontrolni reakce na aktin, poté az s primery ptisluSnymi pro danou linii,
a to vzdy pro WT i KO alelu. Porovnanim téchto dvou reakci bylo stanoveno, zda se
jedna o homozygoty, heterozygoty, ptip. WT (Obr. 13 - 15).

Konkrétnim ptikladem linie SALK 08 jsou SALK 08 1-2 a SALK 08 1-5.
V obou piipadech se jedna o homozygoty (Obr. 13). S WT primery vysly vSechny
reakce negativni, s vyjimkou pozitivni kontroly (WT Ws pro linii FLAG, WT Col pro
ostatni linie). Homozygotni rostliny byly nalezeny uz u 3. generace, 4. generace byla
vysazena a analyzovana pro ovéteni.

V ptipadé SAIL 1-2-1-10 (Obr. 14) se jednd o WT, u rostlin 5, 7 a 9 neni zadny
signal (nevysla ani kontrolni analyza s aktinem), je tedy pravdépodobné, Zze byla Spatné
vyizolovana DNA. Zbytek jsou KO rostliny. Z linie SAIL 1-2-2 jsou vSechny rostliny

homozygotni, vyjimkou jsou 8 a 9, u kterych rovnéz nebyl zadny signal.

SALK 08 1-2
WT primery M KO primery -
12345678 91 12 3 45 67 8910 + + -
Kontroly
1500 bp—> ww WT
500bp—> WwWWWWWw W primery
SALK 08 1-5
WT primery KO primery =
12345678910M12345678910 - -
Kontroly
KO
1500 bp—> primery

500 bp > W WY e g -

Obr. 13 Vysledek PCR a gelové elektroforézy linii SALK 08 1-2-(1-10) a SALK 08 1-5-(1-10)
(4. generace). M — standard molekulovych hmotnosti; + pozitivni kontrola; - negativni kontrola;
1 — 10 cislo konkrétni rostliny.
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SAIL 1-2-1
WT primery - KO primery M
12 3465 67 8 910=1 23 45678 910 + + -

- Kontroly
- WT
1500 bp—> w 500 bp primery
- ™ - .- g e
: SAIL 1-2-2 :
WT primery M KO primery
1234567891071 2345678 910M..
. Kontroly
- KO
1500 bp—> w primery

500 bp—> - - R -

Obr. 14 Vysledek PCR a gelové elektroforézy linii SAIL 1-2-1-(1-10) a SAIL 1-2-2-(1-10)
(5. generace). M — standard molekulovych hmotnosti; + pozitivni kontrola; - negativni kontrola;
1 - 10 cislo konkrétni rostliny.

WT primery
SALK 02 SALK 04 M
12 34561234567 8910+ -
- Kontroly
| WT
T ~_ 1500 bp > H. primery
s 500 bp—> e
KO primery

SALK02 .. SALKO04 M
123456 12345678910 -

Kontrola
1500 bp—> = KO
“1 primery
5000p > WewEweewLe

Obr. 15 Vysledek PCR a gelové elektroforézy linie SALK 02-(1-6; 2. generace) a SALK
04 3-2-(1-10; 4. generace). M — standard molekulovych hmotnosti; + pozitivni kontrola; -
negativni kontrola; 1 — 10 ¢islo konkrétni rostliny.
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OE 15
primery ZmZ|

Kontrola M
- M1 2 34567 89 10™1121314151617181920

1500 bp—> % ~—
500 bp—-> o Ema- = (RS L L

Obr. 16 Vysledek PCR a gelové elektroforézy overexpresoru OE 15-(1-20; 2. generace). M
— standard molekulovych hmotnosti; - negativni kontrola; 1 — 20 ¢islo konkrétni rostliny.

Na obr. 15 je srovnani linii SALK 02 a SALK 04 3-2. U linie SALK 02 byl
nalezen pouze jeden heterozygot (SALK 02 1; Obr. 15). Oproti tomu v linii SALK 04 3-
2 byly v8echny rostliny homozygotni (homozygotni byla jiz rodicovska rostlina).

U overexpresort bylo nutné ovéfit, zda obsahuji gen pro hypotetickou zeatin cis-
trans isomerasu nebo zda se jednd o WT (Obr. 16). Celkem bylo analyzovano asi 25
linii overexpresorii. Selekce se podatila uz u prvni generace, u linie OE 15 byly WT
rostliny pouze 4 z celkovych 20 (1, 2,4 a9).

Podatilo se ziskat homozygoty u linii SALK 04, SALK 08, SAIL, FLAG a GK.
Homozygoti byli ziskani vétSinou ve 3. nebo 4. generaci. U linie SALK 02 byla selekce
neuspésnd, ani po analyze nékolika desitek rostlin se nepodafilo vyizolovat zadného

homozygota. Pfi posledni analyze byla ziskana pouze jedna heterozygotni rostlina.

5.2 Stanoveni celkovych cytokinini
Pro stanoveni celkovych cytokinind byly pouzity listy overexpresord, konkrétné linii
OE 15, OE 22 a OE 2-11, jako kontrolni vzorek byl pouzit WT Col. Bylo sledovano
mnozstvi vzniklych cytokininli, konkrétné trans-zeatin-9-glukosidu (tZ9G), trans-
zeatinu (tZ), N°-(A%-isopentenyl)-adeninu (iPR), dihydrozeatin ribosidu (DZR) a cis-zeatin
ribosidu (cZR). Posledni dva jmenované metabolity nebylo mozné na chromatogramu
za danych podminek rozlisit, proto jsou v tabulce uvadény dohromady (Tab. 9).

Po oSetteni B-glukosidasou byly vzorky opét preciStény na afinitnich kolonkach.
Byly sledovany nasledujici metabolity - trans-zeatin-9-glukosid-O-glukosid (tZ9GOG),
trans-zeatin-O-glukosid (tZOG), N6-(A2-isopentenyl)-adenin-O-glukosid (iPROG),
dihydrozeatin ribosid-O-glukosid (DZROG) a cis-zeatin ribosid-O-glukosid (cZROG;
Tab. 10).
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Pfi obou analyzich se v grafu objevoval pik nezndmého metabolitu, jenz se

nepodafilo wurcit. Jelikoz jeho wvelikost byla ve srovnani s ostatnimi metabolity

nezanedbatelna a pik se objevoval u vSech vzorkd, je také zahrnut do vysledku. Podle

retencniho Casu by se mohlo jednat o 3-glukosid, ale protoze jsme neméli standard,

nemohli jsme jednoznac¢né urcit identitu tohoto metabolitu. V tabulce je uveden jako
,Neznamy* (Tab. 11, 12).

Tab. 11 Stanoveni celkovych cytokinind. Tabulka udava plochy pikt danych metabolitd.

Nazev linie Neznamy tZ9G tZ DZR / cZR iIPR
WT Col 9687 8198 2051 13447 1378
3 O/E 15 12824 9948 2874 12805 1349
e OE22 7613 6845 1270 11523 627
E O/E 2-11 8503 7595 1902 16131 1710
WT Col 672 1273 283 3320 390
‘€ g OEILS 920 232 210 1551 157
2 > O/E22 263 387 110 3227 279
E § O/E 2-11 553 1001 598 195 794
O/E 15/WT Col 0,123 0,133 0,070 0,820 0,929
5 OIE 22/WT Col 0,021 0,227 0,025 0,670 0,151
[<5]
— O/E 2-11/WT Col 0,220 0,684 0,847 0,297 0,749
Tab. 12 Stanoveni O-glukosidi. Tabulka udava plochy piki danych metabolitd.
Néazev linie Neznamy OG tZ9G0OG tZ0G DZROG iPOG
[cZROG
WT Col 369 1131 4637 1364 466
. O/E 15 1066 1073 5374 1217 428
e OE22 510 810 4429 1327 845
E O/E 2-11 0 1027 4034 1367 580
WT Col 369 290 460 31 466
€g OEILS 35 38 227 164 38
2 2> OE22 510 285 375 223 680
ol (&
E 5 O/E2-11 0 85 28 160 1
O/E 15/WT Col 0,045 0,777 0,140 0,533 0,898
% O/E 22/WT Col 0,832 0,449 0,709 0,896 0,678
(5]
— O/E 2-11/WT Col 0,183 0,640 0,162 0,987 0,704
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Cytokininy byly méteny vzdy ve dvou nezavislych vzorcich dané linie, reakce
s WT Col byla nastavena se ctyfmi vzorky. V tabulkéach jsou uvedeny jiz zprimérované
hodnoty i s odchylkami. T test byl proveden k porovnani, jak se vysledky méfeni u
overexpresort lisi od vysledki méfeni u WT.

Porovnanim naméfenych hodnot overexpresori a WT nebyly zjistény vyrazné
zmény. Vyjimku tvofil nezndmy metabolit a tZ u linie OE 22, kde byly hodnoty snizené
oproti WT Col. U linie OE 15 byla naopak zaznamenana vysoka hodnota neznadmého
OG. Ostatni vysledky ale odpovidaji vysledktim kontrolnich rostlin, enzym tedy ziejmé

nema vyznamny vliv na mnozstvi celkovych cytokinint.

5.3 Aktivita enzymu

Aktivita enzymu byla méfena v homozygotnich rostlinach KO linii. Podle
Genevestigatoru je nejvyssi exprese genu AT4G29700 v kvétech a SeSulich,
AT4G29690 se exprimuje predevsim v kofenech, AT4G29680 jak v kvétech, tak i
v kofenech (Obr. 17). Aktivita enzymu by méla byt nejvyssi v dobé germinace,

konkrétné€ po 24 — 48 hodinach (Obr. 18, 19).

® s12c29700 @ AT4G29650| ) AT4GE29680

Mira exprese
nizka [ stredni

Arabidopsis thaliana 5 & 7 2 a 10 11 1z 12 14 15

Protoplast, xylém kofene I I ' ® I ——

Columella (kofen) @ [
Osemeni & HH

Epidermis kofene, cepitka postranniho kofene & [
Kofenova Spitka [ ] {
Bunéény protoplast kofend e o

Elongacni zdna [ ] »

Protoplast epidermis kofene [ ] ®
Apikalni meristém kofene HEH —8—
Pericykl kofene —— -

Zéna opadu ] )
Pestik @ (
Epidermis a klidové centrum kofene L §
Protoplast primarni kiry kofene [ N4

Obr. 17 Mira exprese gentt AT4G29700, AT4G29690, AT4G29680 v ruznych ¢astech rostliny
(vytvoteno programem Genevestigator).
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. ATAGZO700 g ATAG29850|1 ATAG29820

<< down - regulace up -regulace >>

Arabidopsis thaliana
Germinace 48 h/ stratifikace 48 h
Germinace 48 h /vysychani semen
Tvorba kalusu / neogetfené kofeny ®
Sazenice oetfené rozpoudtédlem (ein 3- 1/ coi 1 - 2 mutant
lec1-1/Ws
Germinace 24 h/ stratifikace 48 h L §
Germinace 24 h /vysychani semen [ ]
Hypoxie (mutant ANAC102(KO1)) / neodetfené ANAC102(KO1)

n
I
L5
2]
-
- O
=
5]
ol
)
w

® .
@ s -
290090000

Obr. 18 Mira exprese genli AT4G29700, AT4G29690, AT4G29680 ve vyvojovych fazich
rostliny (vytvofeno programem Genevestigator).

@ ~T2czoro0l AT4GZEE00 () ATAGEZRER0

1258 A

1048 A

stiedni .
=

Mira exprese

G5 A

nizka
[u]

4.5 1

Viyvojova faze g i i \V4 /
rostliny 1 9 3 4 5 G 7 8 9 10

Obr. 19 Mira exprese geni AT4G29700, AT4G29690, AT4G29680 v ruznych vyvojovych
fazich rostliny. Vyvojové faze rostliny: 1 — kli¢ici semeno; 2 — sazenice; 3 — mlada rtzice; 4 —
vyvinuta razice; 5 — rast lodyhy; 6 — poup¢; 7 — vyvinuty kvét; 8 — kvéty a Sesule; 9 — zralé
SeSule; 10 - senescence (vytvoreno programem Genevestigator).

45



Aktivita enzymu v Sesulich byla méfena v liniich SALK 04, SALK 08, SAIL,

GK a piislusnych WT. Semena rostlin byla nasazena do zeminy, SeSule byly sbirdny asi

6 tydnu po vysazeni. Od kazdé linie bylo zméteno 8 biologickych replikata (Tab. 13).

Aby mohla byt zméfena aktivita enzymu v kofenech, byla semena péstovana

v tekutém MS médiu a aktivita byla méfena v celych semenéccich. Aktivita byla méfena
Vv liniich SALK 04, SALK 08, SAIL, FLAG a piislusnych WT. Vzorky byly sbirany
ve tiech Casovych intervalech - 24 hodin (Tab. 14), 48 hodin (Tab. 15) a 10 dni (Tab.

16). Kazda linie byla vysazena po trojicich. Pro méfeni po 48 hodinéch byly pouzity
pouze 2 vzorky linie SALK 04 a 2 vzorky WT Col.

Tab. 13 Specificka aktivita enzymu v $eSulich.

Linie SALK04 SALK08 SAIL _ FLAG GK  WTCol WTWs
Specificka 0,761 0586 37359 0841 0926 2,618 0812
aktivita 1,405 0,434 2,437 1,088 2,037 1,934 1,009
(Pkatmg™) 1773 1,858 2,034 1598 1,867 1,788 0,829
1,652 1483 1656 1,378 2812 1504 0,736
1626 0862 2011 2169 1334 2052 1,348
1,208 0841 1702 1232 2080 2044 1,187
1333 0215 1801 0863 1710 1855 1,89
1618 0511 1786 1133 1453 1940 1472
Pramer 1422 0849 2008 1288 1,777 1967 1161
Odchylka 0245 0414 0400 0320 0421 0203 0315
T test 0,004 0000 0578 0553 0428

Tab. 14 Specificka aktivita enzymu v semenaccich starych 24 hodin.

Linie SALK 04 SALKO08 SAIL _ FLAG WTCOL WTWs
Specifick aktivita 1,260 0,228 1677 0,806 0,864 2452
(pkat-mg™) 1,073 0,121 0,673 1,212 0,677 1,007

1,081 0,195 1,302 4,580 0,602 2718
Pramer 1,138 0,182 1217 2,199 0,714 2.089
Odchylka 0,081 0,040 0,363 1,587 0,100 0,661
T test 0,559 0,293 0,593 0,938

46



Tab. 15 Specificka aktivita enzymu v semenaccich starych 48 hodin.

Linie WT Col SALK 04
Specificka aktivita 0,496 0,853
(pkat/mg) 0,489 1,672
Primér 0,493 1,263
Odchylka 0,004 0,410
T test 0,311

Tab. 16 Specificka aktivita enzymu v semenaccich starych 10 dni.

Linie SALK 04 SALK 08 SAIL FLAG WTCOL WTWs
Specificka aktivita 0,457 0,235 0,276 1,224 0,617 0,219
(pkat-mg™) 0,451 0,219 0,275 0,913 0,503 0,222

- 0,326 0,282 1,177 0,353 0,235
Primér 0,454 0,260 0,278 1,105 0,491 0,225
Odchylka 0,003 0,044 0,003 0,128 0,092 0,006
T test 0,673 0,077 0,108 0,012

V tabulkach 13 - 16 jsou uvedeny specifické aktivity enzymu. Byla sledovana
preména FAD na FMN. Z naméfenych hodnot byla vypocitana celkova aktivita
enzymu. Nasledné byla na spektrofotometru zméfena koncentrace proteind a aktivita
byla ptfepocitana na specifickou.

V SeSulich byly naméfeny nejvyssi aktivity. Vyjimkou byla KO linie FLAG 1
s WT Ws, kde byla aktivita skoro 2x niz$i nez v 24 hodin starych semenaccich.

Nejvyssi aktivita enzymu v semenaccich byla zmétena ve vzorcich starych 24
hodin. Ve vzorcich sbiranych po 48 hodinach byla specificka aktivita srovnatelna
S hodnotami vzorkl po 24 hodinach, u WT Col je hodnota mirné niz§i. Po 10 dnech se
aktivita snizila n€kolikanasobné.

V SeSulich byla aktivita vyssi nez v semenéccich. V semenaccich navic nebyl pozorovan

rozdil mezi 24 hodinovymi a 10 dennimi semeny.

5.4 Korenové testy

Bylo vysazeno 35 semen od kazdé linie WT Col, WT Ws, SALK 04, SALK 08, SAIL,

FLAG, GK, OE 15, OE 22 a OE 2-11. Na kazdou misku bylo vysazeno v fadé 10

semen, vzdy jedno semeno od kazdé linie. Semena byla vysazena v rizném potadi.
Prvni vyhodnoceni bylo provedeno tyden od oznaeni kofinkd. Misky byly

naskenovany a analyzovany v programu WinRHIZO. Program dokaze méfit délku a
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plochu kotene, dokaze také spocitat pocCet postrannich kofenti. Namétené hodnoty byly
zprumérovany (Tab. 17), navic byl vypocitan pocet postrannich kofent na 1 cm délky
hlavniho kofene.

U linii SALK 04, SALK 08 a SAIL nebyly oproti WT Col viditelné zadné velké
zmény. Linie FLAG méla oproti WT Ws delsi kofen i vice postrannich kofenti. OvSem
pomér postrannich kofenli na 1 cm délky byl stejny. Taktéz u overexpresort a linie GK
byly naméfeny vyssi hodnoty nez tomu bylo u WT Col.

M¢feni bylo opakovano nasledujici tyden (Tab. 18). V tomto piipadé byly
rozdily mezi jednotlivymi liniemi minimalni. Jedinym pfipadem, kdy byly hodnoty
mirné zvysené, byla linie GK. Pomér postrannich kofent k délce kofene odpovidal

hodnotam z prvniho méfeni.

Tab. 17 Analyza kofent po 1. tydnu.

délka kofene (cm) povrch kofene (cm?) postranni kofeny  postran-
- smér. o smér. o smér.  ni kofen
PIUMEr oychylka  P™"™"  odchylka  P™™"  odchylka /1cm

WT Col 1,70 0,56 0,06 0,02 8 4 5
WT Ws 1,34 0,43 0,04 0,02 6 2 5
SALK 04 1,75 0,54 0,05 0,02 8 2 5
SALK 08 1,75 0,92 0,06 0,04 8 3 4
SAIL 1,84 0,49 0,05 0,02 6 2 3
FLAG 1,98 0,62 0,05 0,02 10 4 5
GK 2,77 0,63 0,09 0,02 10 5 4
OE 15 2,41 0,68 0,06 0,03 3 3
OE 22 2,32 0,50 0,08 0,02 8 3 4
OE 2-11 2,01 0,51 0,06 0,02 10 3 5

Tab. 18 Analyza kofent po 2 tydnech.

délka kotene plocha kofene postranni kofeny  postran-
oy smer. oy smer. oy smer. ni kofen
PrUmer — oqchylka  P™T  ogchylka  PTU™T odchylka /1 CM

WT Col 11,66 5,07 0,41 0,20 42 19 4
WT Ws 10,27 2,92 0,38 0,12 43 12 4
SALK 04 10,44 511 0,34 0,16 34 20 3
SALK 08 11,02 6,05 0,40 0,26 39 19 3
SAIL 11,25 4,74 0,38 0,19 48 24 4
FLAG 10,24 2,55 0,34 0,11 42 13 4
GK 14,00 4,14 0,48 0,18 47 16 3
OE 15 12,38 4,45 0,41 0,16 45 17 4
OE 22 11,72 4,31 0,41 0,18 40 16 3
OE 2-11 10,54 3,69 0,35 0,15 37 14 3

48



5.5 Test Kli¢ivosti

Jelikoz pfi kofenovych testech byla pozorovana snizena kli¢ivost semen u nékterych
linii, byl proveden test na kli¢ivost.

Semena byla vysazena tfemi rOznymi zplsoby. Prvni skupinu tvofila
vysterilizovand semena, kterd byla nasazena do 2 MS agaru. Druhd skupina byla
vysterilizovand semena vysazena do zeminy a posledni skupina byla vysazena do
zeminy bez piedchozi sterilizace.

Zpusoby vysazeni byly voleny tak, aby se zjistilo, zda je kli¢ivost ovlivnéna
sterilizaci nebo slozenim agaru.

Tyden od vysazeni byla spocitana vyklicend a nevyklicend semena. Bylo
vypocéitano procento vyklicenych semen (Tab. 19). Z vysledkd vyplyva, Ze semena
kli¢ila nejlépe ve sterilnich podminkach v Petriho miskach s agarem. Naopak nejhtie
vykli¢ila nesterilni semena v zemin¢. Témeét vSechny overexpresory a KO linie mély
vy$s§i procento klicivosti nez WT rostliny. Vyjimku tvofila linie SALK 04, kde vyklicilo
pouze 20 — 30 % semen. Linie SALK 08 mé¢la hodnoty srovnatelné s WT Col. Vyrazny
pokles kli¢ivosti byl pozorovan i U WT WSs Vv piipadé nesterilnich semen. Vyrostlo

pouhych 21 % semen, zatimco sterilnich semen vyrostlo vice nez 60 %.

Tab. 19 Procenta vykli¢enych semen.

Sterilni semena Sterilni semena Nesterilni semena
(agar) (zemina) (zemina)
WT Col 81,0 62,8 77,2
WT Ws 62,0 73,4 21,2
SALK 04 23,4 18,9 34,8
SALK 08 90,8 59,8 76,5
SAIL 98,5 86,4 90,9
FLAG 98,5 74,2 65,2
GK 97,7 87,9 85,6
OE 15 100,0 94,7 86,4
OE 22 99,2 88,6 75,0
OE 2-11 97,0 84,8 78,8
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6 Diskuze

Jak jiz bylo zminéno diive, gen pro hypotetickou zeatin cis-trans isomerasu se uplatiiuje
pfi neenzymatické preméné cis-zeatinu na trans-zeatin. Hlavnim cilem této diplomové
prace bylo ovéfit vliv uml¢eni homolognich gentt NPP in planta. Predpokladalo se
snizeni aktivity enzymu v mistech jeho nejvyssi exprese, tedy v SeSulich a kofenech,
podle Genevestigatoru.

Také se ovéfovalo, zda ma snizeni aktivity vliv na hladinu cytokinin. Zmény
hladiny cytokininii v uréitych ¢astech rostliny zplsobuji zmény ve fyziologickych
funkcich, coz by se mohlo projevit na fenotypu rostliny.

Byly sledovany zmény v aktivité¢ enzymu a ve fenotypu celkem 5 KO linii:
SALK 04, SALK 08, SAIL, FLAG a GK.

U linie SALK 04 byla naméfena niz$i aktivita v SeSulich nez u WT Col.
V semenaccich byla aktivita naopak vyssi, po 10 dnech ristu byla aktivita srovnatelna
s WT Col. Kofenové testy neprokazaly zmény ve fenotypu. Kofeny dosahovaly stejné
pramérné délky jako WT Col, pocet postrannich kofenu byl taktéz shodny. Oproti tomu
kli¢ivost semen této linie byla snizena, a to jak u sterilnich, tak i nesterilnich semen.
Vyklicilo az 0 50 % méné KO semen nez WT.

Pro linii SALK 08 byla typicka velmi nizk4 aktivita. Ta byla naméfena jak
testy kli¢ivosti a kofenové testy neukazaly zadné zmény oproti kontrolnim rostlinam.

Méfeni aktivity v SeSulich u linie SAIL poskytlo vysledky srovnatelné
s kontrolnimi rostlinami. V semenaccich byl sledovan velky pokles v aktivit¢ 10 dni
starych rostlin oproti t¢m po 24 hodinach. Aktivita klesla vice nez 4x. Zatimco pfi
prvnim méfeni byla aktivita vyssi neZ u WT Col, u méfeni po 10 dnech tomu bylo
naopak. Umlceni genu nemélo vliv na délku kotfene ani pocet postrannich kotfenti. Bylo
sledovano pouze zvyseni kli¢ivosti semen oproti kontrolnim rostlinam.

U linie FLAG byla aktivita enzymu v semenaccich nejvyssi ze vsech linii.
Ackoli po 24 hodinach byla aktivita srovnatelna s kontrolou WT WSs, po 10 dnech
aktivita klesla na polovi¢ni hodnotu, ale proti WT Ws byla stale zvySena. V Sesulich
byla aktivita podobna jako u kontroly. U této linie byla pozorovana jak zvySena
klic¢ivost, tak i mirn¢ zvySeny rist kofene, nez tomu bylo u kontrolnich rostlin. Pfi

druhém méfeni kotenil po 2 tydnech ale rozdil nebyl jiz tak patrny.
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Posledni KO linii byla linie GK. U této linie byla aktivita enzymu méfena pouze
v SeSulich. Vysledky byly mirné niz§i nez u WT Col. Pii kofenovych testech bylo
zjisténo, ze kotfeny jsou ponckud delsi, ovSem pomeér postrannich kotfenti na 1 cm délky
odpovidal vysledkiim kontrolnich rostlin. Kli¢ivost byla také vyssi oproti WT.

Jako posledni byly provedeny analyzy s overexpresory. Byly nastaveny reakce
pro stanoveni celkovych cytokinini a jejich O-glukosidi. Vysledky ukazaly, ze
nadexprese enzymu nema vliv na mnozstvi celkovych cytokininii v rostlinach.
Kofenové testy ukazaly, ze délka kotfene byla oproti kontrolnim rostlinam o néco vyssi,
ale po méfeni po 2 tydnech uz rozdily nebyly patrné. Taktéz byla prokdzana vyssi
kli¢ivost, sterilni semena dosahovala kli¢ivosti vice nez 85 %.

Bylo prokdzano, Ze aktivita enzymu se 1iSi u jednotlivych KO linii a to jak
Vv SeSulich, tak i1 v semendccich. Nejvyssi aktivity enzymu byly naméteny v SeSulich.
Potvrdilo se, ze v semenaccich byla aktivita nejvyssi v dobé germinace, tedy 24 — 48
hodin po vysazeni. Specifické aktivity byly niz$i nez u kontrolnich rostlin, zmény
Vv aktivité enzymu ale nemé&ly vyznamny vliv na hladinu cytokininti v rostlinach, nebyly
pozorovany ani zadné vyznamné zmény ve fenotypu.

Arabidopsis  obsahuje 3 isoformy nukleotidpyrofosfatas/fosfodiesteras.
Umlc¢enim genu bylo dosazeno sniZeni aktivity oproti kontrolnim rostlindm.
Je pravdépodobné, zZe ptipravou nékolikanasobného knock-outa by bylo mozné sledovat
vyrazné€jsi zmeény v rostlinach, které by se mohly projevit i zménou fenotypu, jelikoZ se
CK uplatiiuji jako dulezité regulacni faktory v rostlin€. Pozitivné ovliviuji vyvoj listi
anegativné rust kotfenll. Nedostatek cytokinini vede ke zpomaleni rlistu listd. Bylo
zjisténo, ze nedostatek cytokinini u transgennich rostlin Arabidopsis a tabaku vede
ke zvySenému vyvoji kofenového systému, produkuje se vice postrannich kofent

a naopak je inhibovan riist nadzemni ¢asti rostliny (Werner et al., 2001; 2003).
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7 Zavér
Teoreticka Cast této diplomové prace byla vénovana charakteristice cytokinind, jejich
biosyntéze, metabolismu a degradaci. Druhd c¢ast se zabyvala enzymy skupiny

nukleotidpyrofosfatas/fosfodiesteras, jejich charakteristice a vyskytu.

V experimentalni ¢asti byly pomoci PCR a gelové elektoroforézy vyselektovani
homozygoti linii SALK 04, SALK 08, SAIL, FLAG a GK. Z SeSuli a semenacku
homozygotnich rostlin byl vyextrahovan enzym nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa,
jehoz aktivita byla méfena na HPLC. Po zméfeni proteinti metodou Bradfordové byla
celkova aktivita prepocitdna na specifickou. Vysledky byly porovnany s piisluSnymi
kontrolnimi  rostlinami. Ddale byla zméfena hladina celkovych cytokinint

V overexpresorech.
Abychom zjistili, zda uml¢eni genu ma vliv na fenotyp rostliny, byly provedeny

kotfenové testy a testy kli¢ivosti. U n€kterych linii byl zaznamenan mirny narast kotenti

oproti kontrolnim rostlinam, taktéz byly zaznamenany zmény v kli¢ivosti.
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9 Seznam pouZitych zkratek

Ade
ADP
AMP
AprA
ATP
BA
CAMP
CIA
CK
CKX
cZ

cZR
CZRMP
cZROG
DMAPP
Dz
DZR
DZRMP
DZROG
EDTA
ELNPP
FAD
GPC
HM
HMBDP
HZ

iP

iPDP
iIPMP
iPR
iPRMP
iPROG

adenin

adenosindifosfat
adenosinmonofosfat

diadenosin polyfosfat
adnosintrifosfat

benzyladenin

cyklicky adenosinmonofosfat
chloroform:isoamylkohol
cytokininy
cytokinindehydrogenasa

cis-zeatin

cis-zeatin ribosid

cis-zeatin ribosid 5 -monofosfat
cis-zeatin ribosid-O-glukosid
dimethylallylpyrofosfat
dihydrozeatin

dihydrozeatin ribosid
dihydrozeatin ribosid 5’-monofosfat
dihydrozeatin ribosid-O-glukosid
ethylendiamintetraoctova kyselina
nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa z latexu Euphorbia characias L.
flavinadenindinukleotid
glycerofosforylcholin

homozygot
hydroxymethylbutenyldifosfat
heterozygot
N°-(A%-isopentenyl)-adenin
isopentenyladenosin-5’-difosfat
isopentenyladenosin-5"-monofosfat
isopentenyladenosin ribosid
isopentenyladenosin ribosid 5"-monofosfat

N°-(A%-isopentenyl)-adenin-O-glukosid
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IPRTP
IPT
iPTP
KO
LOG
LPC
MAV
memT
meoT
MEP
mT
NAD*
NADH
NPP
0G
ONPP
ol
PBS
PCR
pNPPC
pNP-TMP
PP;

SM
SPC
TAE
TaNPP
tRNA
tRNA-IPT
tZ
tZ9GOG
tZOG
tZR
tZRDP
tZRMP

isopentenyladenosin ribosid 5’-trifosfat
isopentenyltransferasa
isopentenyladenosin 5’-trifosfat
knock-outovana rostlina (uml¢eni genu)
enzym Lonely Guy

lysofosfatidylcholin

mevalonatova draha

methoxy- derivat meta-topolinu

methoxy- derivat ortho-topolinu
methylerythritolfosfatova draha
meta-topolin
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotid redukovana forma
nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa
O-glukosid
nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa z opuncie (Opuntia ficus indica)
ortho-topolin

fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)
polymeréazova fetézova reakce
p-nitrofenylfosforylcholin
p-nitrofenyl-thymidinmonofosfat

difosfat

sfingomyelin

sfingosylfosforylcholin

Tris-acetat-EDTA pufr
nukleotidpyrofosfatasa/fosfodiesterasa z pSenice (Triticum aestivum L.)
transferova RNA

tRNA isopentenyltransferasa

trans-zeatin
trans-zeatin-9-glukosid-O-glukosid
trans-zeatin-O-glukosid

trans-zeatin ribosid

trans-zeatin ribosid 5’-difosfat

trans-zeatin ribosid 5’-monofosfat
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tZRTP trans-zeatin ribosid 5’-trifosfat
UDP uridindifosfat

WT kontrolni rostlina
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