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Teoreticka cast



1 Cytokininy

Témeér ve vSech procesech rostlinného vyvoje hraji vyznamnou roli rGstové
regulatory nebo rostlinné hormony (Miyawaki et al., 2004).

Cytokininy (CK) patfi mezi rostlinné hormony, které reguluji proliferaci a
diferenciaci bunék rostlin. Kontroluji déje jako je senescence, apikalni dominance,
proliferace kofene, odpovéd na stresy prostfedi a daldi (Kamada-Nobusada a
Sakakibara, 2009; Hirose et al., 2008).

Cytokininy byly objeveny jako vysledek usili najit faktory, které by stimulovaly
déleni rostlinnych bunék. V roce 1955 nasel §védsky rostlinny fyziolog Folke Skoog a
jeho americky kolega Carlos Miller v autoklavované DNA ze spermatu sledu
slouCeninu, ktera podpofila rust rostlinnych pletiv tabaku. Tato sloucenina byla
pojmenovana kinetin. Prvni pfirozené se vyskytujici cytokinin v rostlinach, trans-zeatin
(tZ), byl nalezen v nezralém endospermu kukufice Lethamem v roce 1963.

Cytokininy se hojné vyskytuji v kofenové 3picce, apikalnim meristému stonku a
nezralych semenech. (Kakimoto, 2003).

Cytokininy jsou vazany v tRNA vétSiny organisml vcetné rostlin, které navic
obsahuji znaéné mnozstvi volnych cytokinind.

Cytokininy se vyskytuji jako volné baze, nukleosidy, nukleotidy nebo tvofi
konjugaty s cukernymi zbytky (Kakimoto, 2003). Na zakladé biotestl jsou volné baze
povazovany za biologicky aktivni formy, zatimco ostatni formy vykazuji nizS$i nebo
zadnou aktivitu (Sakakibara, 2006).

1.1 Struktura cytokininu

Pfirozené se vyskytujici cytokininy patfi mezi derivaty adeninu substituovanych
v pozici N°®. Podle charakteru substituentti rozd&lujeme cytokininy na isoprenoidni a
aromatické (Kakimoto, 2003).

Nejéast&j§im typem jsou isoprenoidni (Obr. 1) mezi néz se fadi N°-(A*
isopentenyl)-adenin (iP), trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ) a dihydrozeatin (DHZ). N°-
isopentenyladenin se liSi od ostatnich isoprenoidnich typa tim, Ze nese nemodifikovany
postranni fetézec dimethylallylu, zatimco {Z, ¢Z a DHZ jsou zakonCeny hydroxylovou
skupinou (Sakakibara, 2006).

U trans-zeatinu se pfedpoklada, Zze hraje centralni fyziologickou roli, jednak kvuli
svému pfirozenému vyskytu, ale také kvuli své vysoké aktivité (Takei et al., 2004).

Hlavni formou cytokininG v Arabidopsis thaliana jsou trans-zeatin a isopentenyladenin,



zatimco znacné mnozstvi cytokininl odvozenych od cis-zeatinu bylo nalezeno
v kukufici, ryZi a cizrné (Sakakibara, 2006).

N N~ NH N~ NH N~ NH
N°-isopentenyladenin cis-zeatin trans-zeatin Dihydrozeatin
(iP) (c2) (t2) (DHZ)

Obrazek 1. Struktura isoprenoidnich cytokinina.

Aromatické cytokininy reprezentuji N°-benzyladenin (BA), o-, m-topolin a jejich
methoxy-derivaty (meoT a memT) (Obr. 2). Dlouhou dobu byly aromatické cytokininy
povazovany za Cisté syntetické cytokininy. Nicméné tyto cytokininy byly pozdéji
detekovany a identifikovany v raznych rostlinnych pletivech (Strnad, 1997).

HN HN

HN
NZ | N\ NZ | N\ NZ | N\>
k\N NH k\N NH k\N NH
N°-benzyladenin Topoliny Methoxyderivaty topolint
(BA) (0-, m-) (MeoT, MemT)

Obrazek 2. Struktury aromatickych cytokinina.
Kromé pfirozenych CK existuji také syntetické CK odvozené od fenylmodcoviny,

které vykazuji cytokininovou aktivitu, avSak nebyly nalezeny v pfirodé. Lidska mo¢

obsahuje kinetin, ale neexistuji dikazy vyskytu kinetinu v rostlinach (Sakakibara,
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2006). Difenylmocovina (DPU) byla identifikovana jako prvni aktivni cytokinin typu
fenylmoCoviny. | kdyZ byl objev spojen s detekci slou€eniny v tekutém endospermu
kokosoveho ofechu, pozdéji bylo zjisténo, Zze se jednalo o kontaminaci z pfechozich
chemickych analyz DPU (Mok a Mok, 2001). Pfesto tento nahodny objev vedl
k syntéze celé Ffady silnych analogl, jako jsou CPPU (N-fenyl-N-(2-chlor-4-
pyridyl)moc€ovina a thidiazuron (TDZ) s cytokininovou aktivitou, ktera pfevySuje aktivitu
zeatinu. V porovnani se zeatinem jsou navic tyto aktivni fenylmoc€oviny vysoce stabilni.
Ale jak jiz bylo dfive podotknuto, neexistuji dikazy o tom, ze by se fenylmocovinové

cytokininy pfirozené vyskytovaly v rostlinnych pletivech (Mok a Mok, 2001).

2 Biosyntéza cytokinin

Pro biosyntézu cytokinina byly popsany dvé rtizné drahy (Frébort et al., 2011).
Prvni zplGsob, pfima biosyntéza cytokininl, pfedstavuje prenylaci adenosin-5"-fosfatu
(AMP, ADP, ATP) za wvzniku nukleotidu cytokininu pomoci adenylat
isopentenyltransferasy (IPT) (EC 2.5.1.27). K reakci je potfeba substratl jako je
dimethylallyldifosfat (DMAPP) nebo hydroxymethylbutenyldifosfat (HMBDP) (Kamada-
Nobusada a Sakakibara, 2009). Timto zpusobem vznikaji pfevazné cytokininy iP a {Z
(Sakakibara, 2006).

Druhou cestou biosyntézy CK je tzv. nepfima draha, ktera je spojena s degradaci
transferové RNA (tRNA) (Sakakibara, 2005) (Obr. 3). Jelikoz rostliny a bakterie
asociované s rostlinami obsahuji tRNA, ktera je isopentenylovana a dale modifikovana
tak, ze obsahuje cytokininy, naznacuji néktefi vyzkumnici, Ze volné cytokininy by mohly
byt vytvofeny vystépenim iP, isopentenyladenosinu (iPA) nebo derivata zeatinu
z isopentenylované tRNA (Gray et al., 1996).

Pfima draha biosyntézy CK je jednoznacné kvantitativné mnohem dulezitéjsi nez
biosyntéza CK degradaci tRNA. Zda se velmi nepravdépodobné, Ze by draha pomoci
degradace tRNA byla néjak v organismech biologicky vyznamna (Gray et al.,1996).
Nicméné cytokininy odvozené z tRNA by nemély byt opomijeny, protoze nékteré druhy
rostlin jako je kukufice nebo ryze obsahuji podstatné mnozstvi cytokininl odvozenych

od cis-zeatinu, ktery vznika pravé degradaci tRNA (Sakakibara, 2006).

-11 -



i%o Nj\tT i;;/D+ PP
g

pre-tRNA DMAPP Isopentenylovana tRNA

l cis-hydroxylace

Ith}...-._T_"" —-———

lsomerace tRMNA degradace 1}‘;
tZ cl 1___(‘* oH

Obrazek 3. Schéma biosyntézy cytokinind nepfimou drahou pomoci tRNA-IPT.
pre-tRNA, prekurzor tRNA; PP, difosfat; dalsi zkratky jsou vysvétleny v textu (pfevzato
ze Sakakibara, 2005).

2.1 Biosyntéza cytokinini tRNA drahou (nepfima draha)

Cytokininy vznikajici nepfimou drahou jsou syntetizovany pomoci enzymu, ktery
pfenasi isopentenylovou skupinu z 2-dimethylallyldifosfatu (DMAPP) na adenin urcité
tRNA v pozici 37. Tento enzym se nazyva tRNA isopentenyltransferasa (tRNA-IPT,
EC 2.5.1.8) (Golovko et al., 2002) a je pfitomen téméF ve vSech Zivych organismech
zahrnujicich bakterie, kvasinky, ZivoCichy a rostliny s vyjimkou Archaea (Frébort et al.,
2011).

Nékteré druhy tRNA, které obsahuji antikodony komplementarni ke kodonim
zadinajicich uridinem, jako je napi. tRNA™" a tRNA®®, nesou vedle antikodonu
v poloze 37 (As7) prenylovany adenosin (Sakakibara, 2006). Cytokininové nukleotidy
lokalizované na Ajs; pak funkéné souvisi s vazbou mezi tRNA a
MRNA - ribososomovym komplexem bé&hem translace. Mutace v tRNA-IPT maji
rozhodujici vliv na pfesnost translace a vedou v mikroorganismech k pleiotropnim

fenotyplm (Yevdakova a von Schwartzenberg, 2007).
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Transferova RNA podstupuje fadu rozdilnych posttranskripénich modifikaci, které
jsou dulezité pro jeji biologickou aktivitu. ACkoliv se modifikované baze nachazi
na Ctyfech rdznych pozicich v tRNA, smycka antikodonu je nejvice modifikovanou
oblasti a tedy obsahuje nejvétSi mnozstvi modifikovanych nukleotidi. Modifikace se
projevuji v odliSnych stadiich zrani tRNA po syntéze transkriptu tRNA. Analyza
sekvence tRNA v E. coli, ktera obsahuje N°-isopentenyladenosinovou modifikaci, silné
naznacuje, ze adenosiny v poloze 37 jsou kritické pro rozpoznani enzymem
(Soderberg a Poulter, 2001; Soderberg a Poulter, 2000).

Bylo prokazano, ze pro pfenos prenylové skupiny je nutna pfitomnosti A3s a také
je enzymem tRNA-IPT preferovana pfitomnost adenosinu v pozici 38 (Soderberg a
Poulter, 2000).

Moorem a Poultrem (1997) bylo zjisténo, ze se DMAPP nevaze na enzym
v nepfitomnosti tRNA. Velmi pevna vazba tRNA substratu, nedostateéna vazba
allylového substratu v nepfitomnosti tRNA a obnova DMAPP vazby v pfitomnosti
nereaktivni tRNA vyzaduji, aby se jako prvni substrat na enzym vazal tRNA (Moore a
Poulter, 1997). Enzym tRNA-IPT E. coli se v roztoku chova jako monomer, ale tRNA
substrat vaze jako multimer (Soderberg a Poulter, 2000).

tRNA-IPT (MiaA) Escherichia coli byla podrobena rozsahlym studiim zabyvajicich
se kinetikou a mutagenesi (Soderberg a Poulter, 2000; Soderberg a Poulter, 2001).
Konkrétné se nékolik studii vénovalo ureni strukturnich pozadavku tRNA
pro tRNA-IPT katalyzu. Zvlastni pozornost byla vénovana nukleotidim Ass-As7-Ass,
které jsou nezbytné, ale nedostalujici pro samotnou modifikaci, napfiklad E. coli
tRNAS®" (GGA) obsahuje Ass-Asr-Asg, ale presto neni tRNA-IPT prenylovana. Hlavnim
dlvodem, pro€ tato tRNA neni substratem pro tRNA-IPT je pfitomnost paru Gzp-Uge.
Aby byla tRNAS®" efektivné modifikovana tRNA-IPT musi byt také mutovany vedlejsi
pary bazi na pary bazi G,o-C41 a As1-Uzg (konzervované pary bazi) (Seif a Hallberg,
2009). Podobné zavéry ohledné sekvencnich pozadavkl ramene antikodonu Ize
vyvodit z kinetickych studii tRNA”™ antikodonu (Soderberg a Poulter, 2000).
Na zakladé srovnani sekvenci nékolika tRNA bylo ukazano nékolik dulezitych prvku
ve struktufe antikodonu, které by méla tRNA obsahovat, aby byla substratem pro
tRNA-IPT. Mezi strukturni pozadavky patfi Aszs-Asr-Ass motiv, purinova baze na pozici
29 a pyrimidinova baze na pozici 41, G-C baze na pozici 30 a 40 a nepfitomnost par(
bazi G-C nebo C-G na pozici 31 a 39 (Obr. 4) (Soderberg a Poulter, 2000). V E. coli
existuji tyto modifikované tRNA: Phe, Tyr, Ser, Leu, Trp a Cys (Soderberg a Poulter,
2000). Presto, ze pro bakterialni tRNA je nutny pozadavek tfi adenint v polohach 36,

37 a 38, mitochondrialni tRNA®Y! kvasinek vykazuje isopentenylovou modifikaci na As;

-13-



na sekvenci Cze-Asr-Asg. Pfedpoklada se, Ze kvasinky maji jiny zpasob rozpoznavani

substratu nez jejich bakterialni protéjsky (Seif a Hallberg, 2009).

ETN'NM

N-N
rameno ——> <28 42

23PU-PY,;

30G-Cyg
AUy +— AW, U-A
P 2 A

smycka ——> 43U Aqy

34N Ny Ase

Obrazek 4. Konsensualni sekvence antikodonu tRNA modifikované tRNA-IPT v E. coli.
Ctveregky jsou vyznadena pravidla modifikace. y - pseudouridin, Pu - purinova baze,

Py - pyrimidinova baze, N - jakakoliv aminokyselina (Soderberg a Poulter, 2000).

Jak jiz bylo napsano, tRNA-IPT katalyzuji modifikaci adeninu 37 v tRNA, ktera
prec¢te kodon zaclinajici uridinem. V E. coli nasledné dochazi k pfipojeni methylthiolové
skupiny na druhy uhlik As; v reakci s Fe?, cysteinem a S-adenosylmethioninem
pomoci produktt gent miaB a miaC, kdy jako prvni derivat vznika 2-(methylthio)-N°-
isopentenyladenosin (msZPA). Primarni funkci ms?%PA na pozici 37 ve zralé tRNA
E. coli je stabilizovat interakce tRNA s ribosomy béhem translace (Moore et al., 2000).

Kromé cytosolické tRNA byly u rostlin cytokininy nalezeny taktéz v tRNA plastida
a mitochondrii (Golovko et al., 2002). Miyawaki et al. (2006) provedli experiment
v rostliné Arabidopsis a potvrdili domnénku, Ze degradaci tRNA vznikaji cytokininy
odvozené od cZ. Dvojity mutant Arabidopsis thaliana deficientni na oba tRNA-IPT
geny, AtIPT2 a AtIPT9, téméf neprodukoval cytokininy odvozené od c¢Z, ale na hladiny
cytokinind odvozenych od iP a {Z tato mutace vliv neméla.

Vzhledem k silnym ucinkdm cytokinind jako hormonl je pravdépodobné, Ze
v rostlinach existuje mechanismus, ktery brani cytokininim vznikajicich degradaci
tRNA interferovat s ostatnimi cytokininy. Skute€nost, Ze biologicky relativné neaktivni
cis-zeatin je nejvice zastoupenou formou CK v rostlinné tRNA, by mohla byt takovym
mechanismem. Degradaci tRNA uvolnény c¢Z by nemusel vyznamné ovlivnit celkovou
hormonalni aktivitu (Golovko et al., 2002). Rostlinné tRNA obsahuiji cytokininy jako jsou
iPA, cis-zeatin ribosid (cis-ZR), trans-ZR, 2-methylthio-N6-iPA a 2-methylthio-ZR

-14 -



(Kakimoto, 2003). VSeobecné se predpoklada, Zze tyto tRNA jsou nejdfive
isopentenylovany a poté je isopentenylovy fetézec dale modifikovan hydroxylaci a
aromaticky kruh methylthiolaci (Kakimoto, 2003).

Vyskyt cis-trans zeatin isomerasy ukazuje, Ze tRNA draha by mohla pfispét
k syntéze frans-zeatinu pfes cis-zeatin (Kasahara et al., 2004). Z Phaseolus vulgaris
byla Castecné purifikovana cis-trans zeatin isomerasa (Bassil et al., 1993), ktera
podporuje konverzi z neaktivni formy cis isomeru na aktivni formu trans. Funkce
cis-zeatinu je nejasna. Ackoli ¢Z a jeho derivaty projevuji velmi malou aktivitu, bylo
zjisténo (GajdoSova et al., 2011), ze zastupci mechorost(, jatrovka Conocephalum
conicum a mech Plagiomnium undulatum, obsahuji téméf vyhradné cytokininy
odvozeného od cis-zeatinu. TotéZz plati pro cévnaté rostliny, které se rozmnoZuji
pomoci spor, jako jsou kapradiny. Hlavni podil cis-zeatinu byl nalezen také v listech
rostlin Celedé lipnicovitych (Poaceae), kam se fadi kukufice (Zea mays), oves sety
(Avena sativa), pSenice seta (Triticum aestivum), srha laloénata (Dactylis glomerata),
pyr plazivy (Agropyron repens) a rakos obecny (Phragmites australis). VVysoké hladiny
cis-zeatinu byly detekovany i v listech tabaku (Nicotiana tabacum) (Gajdo3ova et al.,
2011).

Je pravdépodobné, Ze cis-zeatin ma vySSi specializovanou funkci nebo muize
slouzit jako prekurzor pro trans-zeatin. Napfiklad cis-isomer produkovany v kofenech
muze byt transportovan do stonku, kde je isomerace zvySena svétlem (Mok a Mok,
2001). K dalsimu objasnéni funkce cis-derivatl, zejména v rostlinach s vysokym
obsahem cis-zeatinu, mohou byt uzitecné modifikace genu cisZOG1 (cis-zeatin O-

glukosyltransferasa) v kukufici (Mok a Mok, 2001).

2.2 Puvod isoprenoidniho prekurzoru DMAPP

V rostlinach existuji dvé mozné biosyntetické drahy, které vytvareji donory
prenylovych skupin. Jedna se o methylerythritol fosfatovou (MEP) drahu v plastidech a
mevalonatovou (MVA) drahu v cytosolu. Obé& drahy poskytuji spole€ny isoprenoidni
prekurzor DMAPP. Ackoliv MEP a MVA drahy se nachazeji v oddélenych &astech
bunky, dochazi k urcité vyméné spoleéného prekurzoru DMAPP mezi témito dvéma
drahami (Kasahara et al., 2004). Prenylova skupina pro tvorbu cytokinin odvozenych
od tZ a iP je ziskavana predevsim pfes MEP drahu (Kamada-Nobusada a Sakakibara,
2009). Na zakladé uginného zaglen&ni radioaktivng znadeného uhliku (°C)
z mevalon-laktonu do derivatd c¢Z, Kasahara a jeho kolegové v roce 2004 postulovali,
Ze velka Cast prenylové skupiny cytokininl cis-zeatinu pochazi z MVA drahy (Obr. 5).

MEP draha se ucastni doplfiovani DMAPP na tvorbu c¢Z derivatd. Pravdépodobné
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vysvétleni pro zaclenéni DMAPP odvozeného z MEP drahy do c¢Z derivatu je pomoci

isomerace trans-zeatinu (Kasahara et al., 2004).

MEP draha MVA draha

Acetyl-CoA

HMG.Coa  Cytosol
| PTa
M‘:-"A

= v fochon
& PP O phalic

Prenyl-tRNA
¥

Obrazek 5. Navrzena biosynteticka draha cytokininl a lokalizace souvisejicich enzym
u Arabidopsis. Cervené Sipky oznaduji mozné biosyntetické drahy pro iP a tZ pfes MEP
drahu, modré $ipky znazorfiuji biosyntézu ¢Z pfes MVA drahu. Cerné Sipky znazorfiuji
pfipadnou cis-trans isomeraci mezi cytokininy odvozenych od {Z a c¢Z. Nevyplnéné
C¢ervené a modré Sipky ukazuji na hypotetickou vyménu spoleéného prekurzoru mezi
MEP a MVA drahou. NevypInéna Cerna Sipka znazorriuje pfedpokladany pfispévek
MVA drahy do mitochondrialni isoprenoidni biosyntézy. PferuSované Sipky oznacuji
nékolik krokl. GAP, glyceraldehyd-3-fosfat; PYR, pyruvat; DXP, 1-deoxy-D-xylulosa-5-
fosfat;, IPP, isopentenylpyrofosfat; HMG-CoA, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A
(Kasahara et al., 2004).

3 Isopentenyltransferasy

IPT enzymy katalyzuji pfenos isoprenoidni skupiny z DMAPP na N°® adenin.
Existuji dvé isopentenyltransferasy, DMAPP : AMP (ATP/ADP) isopentenyltransferasa,
tzv. adenylatova IPT, (EC. 2.5.1.27) a DMAPP : tRNA isopentenyltransferasa, tzv.
tRNA-IPT, (EC. 2.5.1.8) (Frébort et al., 2011). Podle prenylovaného substratu je
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adenylatova IPT rozliSovana na AMP isopentenyltransferasu a na ATP/ADP
isopentenyltransferasu (Kakimoto, 2003).

Bakterie Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas savastanoi, Rhodococcus
fasciens, Erwinia herbicola a hlenka Dictyostelium discoideum vlastni enzym
DMAPP : AMP isopentenyltransferasu, ktery pFenasi isopentenylovou skupinu
zDMAPP na AMP, pficemz ATP, ADP a cAMP neslouzi jako isopentenylové
akceptory. Prvni enzym uc€astnici se biosyntézy CK byl identifikovan z nadoru, které
tvofi Agrobacterium tumefaciens. Agrobakterialni isopentenyltransferasa je kédovana
dvéma IPT geny, tmr a tzs (Kakimoto, 2001).

DMAPP : ATP/ADP isopentenyltransferasa se vyskytuje pouze u rostlin. Tento
enzym preferuje jako akceptory ATP a ADP vice nez AMP a jako donor prenylové
skupiny pouzivaji DMAPP nebo HMBDP (Kakimoto, 2003).

3.1 tRNA isopentenyltransferasa

tRNA isopentenyltransferasy v Escherichia coli, Salmonella typhimurium a
v Saccharomyces cerevisiae jsou pravdépodobné nejlépe prostudované ze vsech
tRNA modifikujicich enzym0 (Golovko et al., 2002). Mikrobialni geny kédujici tRNA-IPT
byly identifikovany v Escherichia coli, Salmonella typhimurium a Agrobacterium
tumefaciens jako miaA, a v Saccharomyces cerevisiae jako MOD5 (Yevdakova et al.,
2008).

Srovnanim velikosti adenylatovych a tRNA isopentenyltransferas (Moore a
Poulter, 1997) bylo zjisténo, Zze DMAPP : AMP transferasy (~ 27 kDa) jsou mensi nez
prokaryotické DMAPP : tRNA transferasy (~ 34 kDa). Kvasinkova DMAPP : tRNA
transferasa ma velikost ~ 50 kDa a obsahuje prodlouzeni na C-konci, jehoz vyznam
neni znamy a které nebylo nalezeno v bakteridlnich enzymech (Moore a Poulter,
1997).

V Arabidopsis thaliana bylo zjisténo sedm genl kédujicich adenylatovou IPT
(AtIPT1 a AtIPT3-AtIPT8) (Kakimoto, 2001, Takei et al., 2001). Dva geny, AtITP2 a
AtITPY, kéduji v Arabidopsis tRNA-IPT (Golovko et al., 2002). Funkéné byl AtIPT2
popsan pouzitim komplementace mutované alely MODS5 v S. cerevisiae, ktera
postradala aktivitu tRNA-IPT (Golovko et al., 2002). Bakterialni a rostlinna tRNA-IPT
nekatalyzuje prenos DMAPP na ATP, ADP, AMP nebo adenosin (Kakimoto, 2001).
Yevdakova a von Schwartzenberg (2007) naopak prokazali, Zze adenylatova IPT
nekatalyzuje pfenos DMAPP na tRNA.

Od poc¢atku vyzkumu cytokininG byly pro experimenty pouzivany mechy jako

modelové rostliny. Dikaz, Ze biosyntéza isoprenoidnich cytokinint v Physcomitrella
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patens je zprostfedkovana pomoci tRNA drahy, je silné podpofen genomovou sekvenci
Physcomitrella patens, ve které je pfitomna pouze tRNA-IPT a ne adenylatova IPT
(Yevdakova et al., 2008). Cytokininy vznikaji v mechu Physcomitrella patens pomoci
tRNA drahy, kdy dualezitou roli hraje gen PpIPT1. Sekvence PplPT1 je nejdelSi
sekvenci mezi analyzovanymi tRNA-IPT, pfedpokladany genovy produkt ma
molekulovou hmotnost ~ 61 kDa. Gen PpIPT1 funkéné doplfhoval defektni gen tRNA-
IPT v Saccharomyces cerevisiae (ScMOD5) (Yevdakova a von Schwartzenberg,
2007). Po HPLC analyze defosforylovanych hydrolyzata tRNA Physcomitrella bylo
zjisténo velké mnozstvi cis-zeatin ribosidu a isopentenyladenosinu. Bylo prokazano, ze
tRNA byla isopentenylovana pomoci genového produktu Pp/PT1 (Yevdakova a von
Schwartzenberg, 2007).

Molekularni a biochemické studie, které provedl v roce 2006 tym Sakamota
odhalily, ze v genomu ryze (Oryza sativa) existuje deset IPT gend. Geny OsIPT1 az
OsIPT8 koéduji adenylatovou IPT, pficemz OsIPT6 je pseudogen. U gent OsIPT9 a
OsIPT10 se predpoklada, ze se ucastni prenylace tRNA, protoze tyto geny, Os/IPT9 a
OsIPT10, byly blizce pfibuzné gentim AtIPT2 a AtIPTO9.

V kukufici (Zea mays) bylo objeveno deset IPT genll, ZmIPT1 az ZmIPT10,
ztoho dva geny ZmIPT1 a ZmIPT10 koduji tRNA-IPT. Domnély ortholog
k prokaryotickému tRNA-IPT genu (IPT10) je vysoce homologni k Os/IPT10 genu ryzZe
a AtIPT9 A. thaliana (Vyroubalova et al., 2009).

3.1.1 Struktura tRNA isopentenyltransferasy

V roce 2007 Xie a jeho kolegové publikovali strukturu hlavni domény tRNA-IPT
z Pseudomonas aeruginosa, ktera obsahuje centralni kanalek, ve kterém se As; tRNA
substratu a donorovy substrat DMAPP vazou na enzym z opaénych stran v pfesné
daném poradi, kdy jako prvni vstupuje tRNA a teprve pak DMAPP. Modifika¢ni reakce
tRNA se uskuteCiiuje ve stfedu kanalku, jakmile se oba substraty setkaji. Centralni
kanalek prochazi celou Sitkou enzymu (Xie et al., 2007).

Jak jiz bylo zminéno, tRNA s nejvétsi pravdépodobnosti pfistupuje k tRNA-IPT
zopacné strany kanalku vzhledem k mistu vazby DMAPP, protoZe tato strana
obsahuje mnoho pozitivné nabitych rezidui, které jsou nejspiSe komplementarni
k negativné nabitému tRNA substratu (Xie et al., 2007).

Vzhledem k tomu, Ze tRNA-IPT neni schopna vazat DMAPP bez tRNA substratu,
spojeni tRNA s tRNA-IPT prostfednictvim natoCeni baze As; do kanalku musi zpUsobit
dilezitou konformacni zménu v DMAPP vazebném misté enzymu, aby se substrat

DMAPP mohl pfipojit z opacné strany. Rozpoznani pyrofosfatové skupiny v DMAPP je
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dosazeno interakci s konzervovanou P — smy¢kou v tRNA-IPT a koordinaci s Mg®*
iontem. Zvlasté dulezité jsou vodikové vazby mezi postrannimi fetézci rezidui Thr 14 a
Arg 223 a kyslikem v DMAPP (Obr. 6). Moznou roli postrannich fetézct Thr 14 a
Arg 223 je stabilizovat odstupujici pyrofosfatovou skupinu a aktivovat uhlikovy atom,

ktery je b&€hem reakce pfimo spojeny s pyrofosfatem (Xie et al., 2007).

(037 W? N —1RNA
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2. krok |DMAPP
M92+

.;/"\N,,,mmn

Obrazek 6. Navrhovany mechanismus reakce katalyzované pomoci tRNA-IPT. Krok 1:
tRNA substrat se vaze na pravou stranu kanalku a baze Ajz; se preklopi smérem
do kanalu. Krok 2: DMAPP vstupuje do kanalu z levé strany a je stabilizovan interakci
sP - smyékou a Mg? iontem. Krok 3: Nukleofiini atak aminoskupiny v As;
na isopentenylovou skupinu DMAPP zpusobi, Ze je isopentenylova skupina pfipojena
na Az; tRNA. Atak je pravdépodobné umoznén aktivaci uhlikového atomu spojeného
s pyrofosfatem DMAPP vedlejSimi fetézci T14 a R223, stejné jako deprotonaci
aminoskupiny v Az; vedlejSim fetézcem D37 (Xie et al., 2007).

Pozdéji bylo zjisténo, ze struktura bakterialnich tRNA-IPT obsahuje kromé hlavni

domény také vlozenou doménu, ktera je tvofena svazkem péti helixd a k hlavni

doméné se pfipojuje pomoci dvou smy¢ek (Zhou a Huang, 2008).
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Jako dalSi dvé struktury IPT byly v PDB databazi zvefejnény struktury IPT
Staphylococcus epidermis a Bacillus halodurans (Seif a Hallberg, 2009).

Zhou a Huang v roce 2008 publikovali vysledky studia struktury tRNA-IPT
kvasinky Saccharomyces cerevisiae v komplexu s tRNA®® ve é&tyfech odlinych
formach, které poskytuji zabéry modifikacni reakce tRNA katalyzované tRNA-IPT.
Struktury ukazuji, Ze enzym nerozpoznava tRNA substrat diky pfimé interakci
aminokyselinovych zbytki se sekvenci tRNA, ale nepfimo. Struktura tRNA-IPT z S.
cerevisiae obsahuje kromé hlavni a viozené domény také prodlouzeny C-konec, jehoz
funkce je neznama (Zhou a Huang, 2008).

Celkova struktura komplexu tRNA-IPT s tRNA a s DMAPP v Saccharomyces
cerevisiae mize byt schematicky popsana jako pismeno L (tRNA), které je inverzné
vlozeno do prohlubné tvaru U (tRNA-IPT) (Obr. 7). Jedna strana U — tvaru tRNA-IPT je
sloZzena z hlavni domény a opacna strana je kombinaci vioZzené domény a Casti

C koncového prodlouzeni, které maji enzymy eukaryot (Zhou a Huang, 2008).

Obrazek 7. Struktura komplexu tRNA-IPT s tRNA a s DMAPP Saccharomyces
cerevisiae. tRNA - zelena, hlavni doména tRNA-IPT - modra, vioZzena domeéna
tRNA-IPT - Zluta, prodlouzeni na C konci - Cervena. Soucasti reakéniho kanalku jsou
znazornény jako kuligky: As; - zelena, DMAPP - &ervena, Mg®" ion - Zluta, Zn®" ion

v prodlouzeni na C konci - Seda (pfevzato z Zhou a Huang, 2008).

Seif a Hallberg (2009) zkoumali strukturu tRNA-IPT Escherichia coli v komplexu

s tRNA™™ a ziskané vysledky porovnavali se strukturou tRNA-IPT S. cerevisiae.
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tRNA-IPT E. coli se sklada ze dvou domén, vétsi hlavni domény, pfipominajici malé
domény kinas (rezidua 7-118; 191-311), a malé vlozené domény ve tvaru svazku
helixi (rezidua 119-190). Hlavni doména je velice podobna doméné tRNA-IPT z P.
aeruginosa (Seif a Hallberg, 2009). Struktura tRNA-IPT je homologni se tfidou malych
rozpustnych kinas, které se ucastni biosyntézy nukleotidovych prekurzort pro nukleové

kyseliny, coz naznaduje jejich spole€ny evolu¢ni pavod (Xie et al., 2007).

3.2 Porovnani sekvenci tRNA-IPT

Sekvence tRNA isopentenyltransferas Escherichia coli, Haemophilus influenzae,
Agrobacterium tumefaciens, Mycobacterium leprae a Saccharomyces cerevisiae
obsahuje pét velmi konzervovanych regionu (Gray et al., 1992; Moore a Poulter, 1997).
Jedna z konzervovanych oblasti zahrnuje domnélé vazebné misto ATP/GTP
(aminokyseliny 17-27 v enzymu E. coli) (Moore a Poulter, 1997). ATP/GTP vazebné
misto (Obr. 8) je shodné s konzervativni sekvenci nukleotidového vazebného mista,
které bylo pozorovano ve vzdalené pfibuznych sekvencich ATP synthasy, myosinu,
kinasy a dalSich enzymech zavislych na ATP (Walker et al., 1982). ATP nebo GTP
v8ak nejsou substraty pro tRNA-IPT. ATP a ADP navic inhibuji vazbu DMAPP
k enzymu, coz naznacuje, ze se DMAPP vaze do vazebného motivu ATP/GTP (Moore
et. al.,, 2000). Vazebné misto nukleotidu hraje dulezitou roli v rozpoznani As;
v antikodonové oblasti prenylované tRNA. tRNA""™ E. coli obsahuje adenosin v poloze
37 a je enzymem pevné vazana. Naproti tomu, tRNA"® E. coli, ktera ma vysoky stupef
sekvenéni podobnosti (60%) k tRNA"™, ale neobsahuje adenosin v poloze 37, neni
substratem a je velmi slabé vazana k enzymu tRNA-IPT. Domnéla vazebna doména
DMAPP (aminokyseliny 206-234 v enzymu E. coli) byla pavodné urCena v
kvasinkovém proteinu srovnanim s jinymi prenyltransferasami (Moore a Poulter, 1997).
Nékolik téchto enzymu obsahuje isoprenoidni difosfatovou vazebnou doménu sloZzenou
ze sekvence bohaté na aspartat (DDXXD), kde X mize byt jakakoliv aminokyselina
(Ashby a Edwards, 1990). A¢koliv je vazebna doména DMAPP lokalizovana ve Ctvrtém
konzervovaném regionu, motiv DDXXD byl nalezen pouze u S. cerevisiae (DDRVDD;
Obr. 8) (Moore a Poulter, 1997). O konzervovanych zbytcich aspartatu se pfedpoklada,
Ze usnadnuji vazani isoprenoidnich difosfatovych substratd pomoci solného mustku
hof¢iku mezi negativné nabitymi karboxylaty asparagové kyseliny a ligandy difosfatu
(Moore a Poulter, 1997).
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Obrazek 8. Porovnani sekvenci péti tRNA-IPT: Escherichia coli (gi|1790613),
Saccharomyces cerevisiae (Qi|1419759), Physcomitrella patens (gi|145666462),
AtIPT9 (gi|75308785) a ZmIPT10 (gi|197209976).

konzervovanych oblasti.

Ramecky je vyznaCeno pét
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4 Material

4.1 Pristroje

= UV-VIS spektrofotometr UV-2401PC, Shimadzu, Japonsko

= Spektrofotometr NAS-99, ACTGene, USA

= Nizkotlaky kapalinovy chromatograf BioLogic LP, Bio-Rad, USA

= Stfednétlaky kapalinovy chromatograf BioLogic Duo Flow, Bio-Rad, USA

= Kapilarni elektroforéza HP 3D Agilent, Waldbronn, Némecko

= Hmotnostni spektrometr Microflex MALDI-TOF LRF20, Bruker Daltonics,

Némecko

4.2 Enzymy a chemikalie

K imunobarveni byly pouzity protilatky Anti-chitin binding domain serum od firmy
New England Biolabs (UK) a Anti-Rabbit IgG s konjugovanou alkalickou fosfatasou
od firmy Sigma (USA). Substraty nitrotetrazoliova modi (NBT), 5-brom-4-chlor-3-
indolylfosfat-p-toluidin (BCIP) byly ziskany od firmy Sigma (USA). Substrat DMAPP a
cHMBDP byly darem od L. A. Wessjohanna z Leibnitz Institute of Plant Biochemistry
(Halle, N&mecko). Substraty AMP a ATP byly dodany firmou Fluka (Svycarsko). Gel
Filtration Standard pro purifikaci na High Q koloné byl ziskan od firmy Bio-Rad (USA).

5 Metody

5.1 Transformace Escherichia coli

K transformaci bunék Escherichia coli byly pouzity chemicky kompetentni burky
E. coli TOP 10. K 50 uyl E. coli TOP 10 byl pfidan 1 pl plasmidové DNA
(pTYB12::ZmIPT10), smés byla promichana Spic¢kou pipety a inkubovana na ledu
1 hodinu. Poté byla smés podrobena teplotnimu Soku (1 minutu pfi 42°C), a po kratkém
ochlazeni bylo pfidano 0,5 ml SOC (Super optimal broth with catabolite repression)
média a buriky byly regenerovany 1 hodinu pfi 37°C a 150 ot/min.

5.2 Selekce transformovanych bunék E. coli TOP 10

Po kultivaci byly buriky inokulovany na LB (Luria-Bertani) médium s 2% agarem a

ampicilinem (AMP, 100 pg/ml) a inkubovany do dalSiho dne pfi 37°C. Nahodné
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vybrané kolonie E. coli nesouci plasmid byly pfeneseny do zkumavek s tekutym LB
médiem s ampicilinem (100 pg/ml) a kultivovany pfes noc pfi 37°C a 150 ot/min.

Z téchto kultur byla izolovana plasmidova DNA.

5.3 lzolace plasmidové DNA

1,5 ml kultury inkubované pfes noc bylo centrifugovano v mikrozkumavkach
pfi 5.000 g 1 min pfi 4°C. Po odliti média bylo pfidano 0,3 ml roztoku P1 (50 mM
Tris/HCI, pH 8, 10 mM EDTA, 0,1 mg/ml RNasa A) a bakterialni pelet byl suspendovan
pomoci vortexu. Bylo pfidano 0,3 ml roztoku P2 (0,2 M NaOH, 1% SDS), smés byla
promichana nékolikerym pfevracenim zkumavky a ponechana 5 min pfi laboratorni
teploté. Nakonec bylo pfidano 0,3 ml roztoku P3 (3 M CH3;COOK, pH 5,5), obsah byl
promichan nékolikerym pfevracenim zkumavky a ponechan 5 min na ledu. Poté byla
smés centrifugovana pfi 14.000 g 10 min pfi 4°C a supernatant byl odpipetovan
do novych mikrozkumavek. K supernatantu bylo pfidano 0,5 ml isopropanolu, smés
byla centrifugovana pfi 14.000 g 20 min pfi 4°C a supernatant byl odlit. Srazenina DNA
byla promyta 0,5 ml 70% ethanolu vychlazeného na -20°C. Po centrifugaci pfi 14.000 g
(5 min, 4°C) byl supernatant odlit, jeho zbytky byly kratce odstfedény na dno
mikrozkumavky a odpipetovany. Po vysu$eni byla srazenina DNA resuspendovana
ve 40 pl sterilni destilované vody. Koncentrace DNA a jeji Cistota byly stanoveny
spektrofotometricky pfi vinovych délkach 260 nm a 280 nm (Axo/Azso)
na spektrofotometru NAS-99 (ACTGene, USA).

5.4 Transformace plasmidové DNA do expresnich bunék
E. coliBL21 (DE3) STAR

K 50 ul chemicky kompetentnich expresnich bunék E. coli BL21 (DE3) STAR byl
pfidan 1 pl 10x nafedéné plasmidové DNA (koncentrace nenafedéné DNA byla
337 ng/ul), smés byla promichana Spi¢kou pipety a inkubovana na ledu 1 hodinu. Poté
byla smés podrobena teplotnimu Soku (1 minutu pfi 42°C), po kratkém ochlazeni bylo

pfidano 0,5 ml SOC média a buriky byly regenerovany 1 hodinu pfi 37°C a 150 ot/min.

5.5 Selekce transformovanych bunék E. coli BL 21 (DE3) STAR

Po regeneraci byly buriky inokulovany na agarové LB médium s AMP (100 pg/ml)

a inkubovany do dalSiho dne pfi 37°C. Nahodné vybrané kolonie byly pfeneseny
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do zkumavek se 2 ml tekutého LB média s AMP (100 ug/ml) a kultivovany pfes noc
pfi 37°C a 150 ot/min.

5.6 Exprese genu ZmIPT10 v E. coli

20 ml LB média s carbenicilinem (CAR, 100 pug/ml), 1% glukosou a 400 pl kultury
inkubované pres noc bylo kultivovano pfi 37°C a 150 ot/min tak dlouho, dokud opticka
hustota (ODeggo) kultury nedosahla pozadovanych hodnot (0,5; 1; 1,5). Po ochlazeni
média byla exprese ZmIPT10 indukovana 0,3 mM nebo 0,5 mM isopropyl-B-D-1-
thiogalaktopyranosidem (IPTG, Duchefa) a kultivace pokraCovala 16 hodin pfi 18°C,
15°C nebo 12°C, pfi 150 ot/min.

Jako kontroly byly pouzity jednak buriky E. coli BL21 (DE3) STAR bez plasmidu a
bunky E. coli s rekombinantnim plasmidem (pTYB12::ZmIPT10), které byly kultivovany
v LB médiu s 1% glukosou, CAR (100 ug/ml), ale bez pfidavku IPTG. Kontrolni buriky

E. coli bez plasmidu byly kultivovany bez pfidavku carbenicilinu a IPTG.

5.7 Priprava bunééného lyzatu

Po inkubaci bylo z kazdé kultury odebrano 0,5 ml do mikrozkumavek a
supernatant byl odstranén centrifugaci pfi 13000 ot/min (5 min pfi 4°C). Zbytek kultur
byl centrifugovan pfi 4600 ot/min 10 minut pfi 4°C.

Buriky byly resuspendovany v lyzacnim pufru (20 mM Tris/HCI, pH 8, 500 mM NaCl,
1 mM EDTA, 0,1 % Triton X-100 a 10 mM MgCl,) o objemu 40 ul lyzaéniho pufru na
1 ml kultury. K lyzi bunék byla pouzita vysokotlakd metoda pomoci pfistroje French
Press (pfi vétSim objemu kultury) nebo metoda stfidavého zmrazovani v kapalném
dusiku a rozmrazovani pfi 42°C (celkem 5 cykll; pfi malém objemu kultury). Zbytky
bunék byly odstranény centrifugaci a supernatant byl pfepipetovan do novych

mikrozkumavek.

5.8 Stanoveni proteinti v lyzatech metodou Bradfordové

Byly pfipraveny standardy hovéziho sérového albuminu (1 mg/ml BSA, Sigma)
o vhodnych koncentracich (0 — 15 ug/ml). K 0,8 ml roztoku kazdého standardu nebo
vzorku bylo pfidano 0,2 ml ¢inidla Bradfordové (Bio-Rad). Po inkubaci (5 min)

pfi laboratorni teploté byla zméfena absorbance standardl a vzorku pfi vinové délce
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595 nm. Hodnoty koncentrace proteina v lyzatech byly stanoveny metodou kalibraéni

kfivky.

5.9 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu a prenos proteint

na nitrocelulosovou membranu

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za denaturujicich podminek (SDS-
PAGE) byla provedena metodou podle Laemmliho et al. (1970) v 10 % délicim gelu.
Jako marker byl pouZit PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific,
Fermentas). Zcentrifugované bufky v mikrozkumavce byly suspendovany v 0,1 ml
destilované vody a bylo pfidano 10 ul vzorkovaciho pufru (5x koncentrovany,
bez merkaptoethanolu) a vzorky byly inkubovany 10 min pfi 95°C. K lyzatu vhodné
zfedéném destilovanou vodou byl pfidan vzorkovaci pufr (5x koncentrovany,
bez merkaptoethanolu) v poméru 4:1 a smés byla inkubovana 10 min pfi 95°C. Pfenos
na nitrocelulosovou membranu probihal 2 h pfi 250 mA v blotovacim pufru (12,12 g

Tris, 57,6 g glycin). Proteiny na membrané byly obarveny 0,2% Ponceau S.

5.10 Imunobarveni

Po odbarveni 0,2% Ponceau S destilovanou vodou byla membrana blokovana
2 h v TBS pufru (20 mM Tris/HCI, pH 7,5, 500 mM NaCl) s 3% Zelatinou a poté byla
promyta dvakrat po 10 minutach v TBS pufru s 0,05% Tween-20 (Tween-TBS, Sigma).
Nasledné byla membrana inkubovana 2 h s primarni protilatkou (Anti-chitin binding
domain Serum; New England Biolabs) v TBS pufru obsahujicim 1% Zelatinu. Protilatka
byla pfidana v poméru 1:5000. Nasledovalo promyti v roztoku Tween-TBS (2 x 10 min)
a inkubace se sekundarni protilatkou (Anti-Rabbit 1IgG s konjugovanou alkalickou
fosfatasou, Sigma) 2 h v TBS pufru s 1% Zelatinou. Po promyti v Tween-TBS byla
membrana kratce promyta v pufru pro stanoveni alkalické fosfatasy (100 mM Tris/HCI
pH 9,5, 100 mM NaCl; 5 mM MgCl,). Navazana sekundarni protilatka byla
vizualizovana barevnou reakci alkalické fosfatasy se substraty nitrotetrazoliovou modfi
(6,75 mg ve 20 ml, NBT, Sigma) a 5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat-p-toluidinem (3,5 mg
ve 20 ml, BCIP, Sigma).
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5.11 Purifikace afinitni chromatografii na chitinové koloné

Chitinova vazebna doména (CBD) v inteinové znacce umoznuje afinitni purifikaci
fuzniho proteinu na koloné s chitinovymi kuliCkami.
Chitinova kolona o objemu 15 ml byla ekvilibrovana 150 ml kolonového pufru
(20 MM Tris/HCI, pH 8, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1 % Triton X-100 a 10 mM
MgCl,) pfi prdtoku 1 ml/min a poté byl na kolonu nanesen lyzat (0,5 ml/min).
Nenavazané proteiny byly vymyty 150 ml kolonového pufru (2 ml/min) a nasledné byla
kolona rychle promyta 45 ml kolonového pufru s 50 mM dithiotreitolem (DTT, Fluka)
pritokem 2 ml/min. Po promyti byla kolona uzaviena a protein byl stépen 48 hodin
pfi 4°C. Odstépeny protein byl eluovan 30 ml kolonového pufru bez DTT (1 ml/min).
Purifikace probihala pomoci nizkotlakého kapalinového chromatografu BioLogic LP
(Bio-Rad, USA).
Regenerace chitinové kolony byla provedena nasledovné: kolona byla promyta
45 ml 0,3 mM NaOH, ktery pusobil 30 min, poté byla promyta 105 ml 0,3 mM NaOH,
300 ml destilované vody a 75 ml kolonového pufru.
Proteiny vyeluované z chitinové kolony byly zakoncentrovany ultrafiltraci
(10 kDa) na 1,1 ml a vzorek byl odsolen opakovanou vyménou pufru (20 mM Tris/HCI,
pH 8, 1 mM EDTA) v ultrafiltracni centrifugaéni zkumavce (10 kDa; Amicon, Merck

Millipore).

5.12 Purifikace proteinu ZmIPT10 na High Q koloné

Na pfedem promytou kolonu Macro-Prep High Q (Bio-Rad) o objemu 35 ml byl
nanesen na chitinové koloné procistény a zakoncentrovany protein v pufru bez soli
(20 mM Tris/HCI, pH 8, 1 mM EDTA). Kolona byla promyta 70 ml pufru bez soli a
proteiny byly eluovany gradientem stejného pufru s 1 M NaCl (175 ml) a nasledné
70 ml pufrus 1 M NaCl.

Béhem celé purifikace byly sbirany frakce po 4 ml do zkumavek pfi prutoku
1,5 ml/min a v kazdé frakci byla zméfena absorbance pfi 280 nm na UV-VIS
spektrofotometru UV-2401PC (Shimadzu, Japonsko).

Na zakladé ziskaného zaznamu ze spektrofometru byly sesbirany Ctyfi frakce,
které byly zakoncentrovany ultrafiltraci (10 kDa) a metodou SDS-PAGE byla ve
frakcich zjisténa pfitomnost ZmIPT10. Frakce, v niz byl protein ZmIPT10 nalezen, byla
dale purifikovana na koloné Superdex 200 HR 10/30.
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5.13 Purifikace proteinu ZmIPT10 na koloné Superdex 200 HR 10/30

Na kolonu Superdex 200 HR 10/30 promytou pufrem (50 mM Tris/HCI, pH 8,
0,15 mM NaCl) bylo pomoci injekéni stfikacky nadavkovano do smycky 200 pl
standardu (Gel Filtration Standard, Bio-Rad) pfi pritoku 0,7 ml/min. Po skonceni
analyzy byla smyCka pro davkovani vzorku promyta stejnym pufrem. Poté bylo
do smycky nadavkovano 200 pl proteinu purifikovaného na High Q a nasledné byl
protein eluovan pufrem (50 mM Tris/HCI, pH 8, 0,15 mM NaCl) pfi pratoku 0,7 ml/min.
Purifikace probihala pomoci stfednétlakého kapalinového chromatografu BioLogic Duo
Flow (Bio-Rad, USA).

5.14 Stanoveni aktivity enzymu ZmIPT10

Aktivita enzymu pro substraty DMAPP a cis-HMBDP (oba substraty dar od L. A.
Wessjohanna z Leibnitz Institute of Plant Biochemistry, Halle, Némecko) byla
stanovena v reakéni smési o objemu 200 ul, ktera byla sloZzena ze 100 ul pufru
(100 mM Tris/HCI, pH 7,5, 10 mM MgCl,), 100 uM substratu 1 (DMAPP nebo cis-
HMBDP), 100 yM substratu 2 [AMP nebo ATP (Fluka)], 20 pl enzymu precisténého
na chitinové koloné (o koncentraci 30,24 ug ve 20 pl) nebo 30 yl enzymu pfecisténého
na High Q (33,45 pg) a vody. Jako negativni kontrola slouzila reakce bez substratu 1.
Smés byla inkubovana 16 hodin pfi 25°C. Reakce byla zastavena inkubaci reakéni
smési pfi 95°C 10 min.

Produkty reakce isopentenyl mono- a trifosfaty (iPMP, iPTP), cis-zeatin mono- a
trifosfaty (cZMP, cZTP) byly analyzovany kapilarni zénovou elektroforézou podle
metody Béres et al. (2012).

5.15 Identifikace a sekvencni analyza proteinti hmotnostni spektrometrii

Z SDS-PAGE gelu byly vyfiznuty poZzadované pasy, které byly v mikrozkumavce
rozsekany skalpelem na kousky krychlovitého tvaru o rozméru 1x1x1 mm. Zkumavky
s kousky gelu byly kratce zcentrifugovany pfi 13 000 ot/min. Ke kouskim gelu bylo
pfidano 150 pl 100 mM NHsHCO; a 150 pl acetonitrilu. Smés byla promichana
na vortexu a inkubovana 1 h pfi laboratorni teploté, kdy doslo k odbarveni kousku gelu.
Nasledné byla odebrana veskera kapalina a ke kouskum gelu bylo pfidano 170 pl
acetonitrilu. Po 10 — 15 min byl acetonitril odpipetovan a dehydratované kousky gelu
byly redukovany v roztoku 10 mM DTT ve 100 mM NH4,HCO; 30 min v termostatu
pfi 60°C. Po 2 min centrifugaci (13 000 ot/min) byla odstranéna kapalina a opét byly
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kousky vysuSeny 170 ul acetonitrilu. Po skon&eni dehydratace byl acetonitril nahrazen
50 pl roztoku 55 mM jodacetamidem ve 100 mM NH4,HCO;. Smés byla promichana na
vortexu a inkubovana ve tmé 30 min pfi laboratorni teploté. Po odpipetovani roztoku
jodacetamidu byly kousky gelu promyty 150 pl 100 mM NHsHCO; (15 min).
Po opétovné centrifugaci nasledovala dehydratace acetonitriiem a po odstranéni
acetonitrilu byly kousky gelu rehydratovany pfidavkem 50 pul vychlazeného pufru
(50 mM NH4HCO,), ktery obsahoval trypsin o koncentraci 2 uM. Rehydratace probihala
45 min v lednici a po uplynuti daného ¢asového intervalu bylo ke kouskim gelu pfidano
40 ul 50 mM NH,HCO; bez trypsinu. Stépeni probihalo v termostatu 2 h pfi 60°C.
Nasledné byly vzorky analyzovany na mikrodesticce Anchor Chip 600 um (Bruker
Daltonics, Némecko), na kterou bylo napipetovano 0,5 ul standardu (Peptide
Calibration Standard Il, Bruker Daltonics, Némecko) a 0,5 ul vzorku. Na kapi¢ky vzorku
bylo poté opatrné napipetovano 0,5 pul roztoku matrice (kyselina a-kyano-4-
hydroxyskoficova, 2,5% kyselina trifluoroctova, acetonitril) a smés byla volné odpafrena
pfi laboratorni teploté. Analyza hmotnostnich spekter proteind byla provedena na
pFistroji Microflex MALDI-TOF LRF20 (Bruker Daltonics, Némecko).

6 Vysledky a diskuze

6.1 Optimalizace podminek exprese fuzniho proteinu

Rekombinantni plasmid pTYB12::ZmIPT10 byl transformovan do expresnich
bunék E. coli BL 21 (DE3) STAR metodou tepelného Soku. Buriky byly selektovany
na LB médiu s agarem a ampicilinem.

Bé&hem optimalizace podminek probihala exprese fuzniho proteinu za rdznych
teplot (18°C, 15°C nebo 12°C), pfi riznych koncentracich indukéniho €inidla (0,3 mM
nebo 0,5 mM IPTG) a ruznych hustotach kultury (ODggo = 0,5; 1 nebo 1,5) pfi indukci.
Po vizualizaci sekundarni protilatky barevnou reakci alkalické fosfatasy se substraty
NBT a BCIP byla prokazana exprese fuzniho proteinu (100,9 kDa).

Porovnanim vysledkl imunobarveni (Obr. 9 a 10) pomoci protilatky proti
chitinové vazebné doméné bylo zjisténo, ze k nejsilngjSi expresi dochazi pfi 18°C a
pfi koncentraci indukéniho €inidla IPTG 0,3 mM (Obr. 9). Co se tyCe hodnot hustot
kultury (ODego), bylo vidét, Ze pfi zvySujici se hodnoté ODgyy dochazi ke slabsi expresi
fuzniho proteinu, coz je nejlépe patrné na Obr. 10 B.

Na zakladé vysledkl imunobarveni byla exprese fuzniho proteinu provedena
v LB médiu s 1% glukosou a carbenicilinem, tak Ze bunfky byly inkubovany pfi teploté

37°C do hodnoty ODgpo = 0,5 a exprese byla indukovana pfidavkem IPTG
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o koncentraci 0,3 mM. Kultivace pokra¢ovala 16 hod pfi 18°C a pfi 150 ot/min. Z bunék

byl pomoci pfistroje French Press pfipraven lyzat, z néhoz byl ZmIPT10 dale
purifikovan.

fazni
protein

Obrazek 9. Analyza exprese fuzniho proteinu v lyzatu pomoci protilatky proti chitinové
vazebné doméné za ruznych podminek. Exprese byla indukovana pfi ODgy = 0,5.
1 - marker; 2 - kontrolni bunky E. coli BL 21 (DE3) STAR bez plasmidu, 18°C;
3 - exprese ZmIPT10 bez indukce, 18°C; 4 - exprese ZmIPT10 indukovana 0,3 mM
IPTG, 18°C; 5 - exprese ZmIPT10 indukovana 0,5 mM IPTG, 18°C; 6 - kontroIni buriky
E. coli BL 21 (DE3) STAR bez plasmidu, 15°C; 7 - exprese ZmIPT10 bez indukce,
15°C; 8 - exprese ZmIPT10 indukovana 0,3 mM IPTG, 15°C; 9 - exprese ZmIPT10
indukovana 0,5 mM IPTG, 15°C. Do vSech jamek bylo naneseno 5 ug proteinu.
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Obrazek 10. Analyza exprese fuzniho proteinu v lyzatu pomoci protilatky proti
chitinové vazebné doméné pfi teplotach 12°C a 15°C a raznych ODgy pfi indukci.
A) Analyza exprese pfi 12°C. B) Analyza exprese pfi 15°C. 1 - marker; 2 - kontrolni
bunky E. coli BL 21 (DE3) STAR bez plasmidu, ODgy = 1; 3 - exprese ZmIPT10
bez indukce, ODgy = 0,5; 4 - exprese ZmIPT10 indukovana 0,3 mM IPTG, ODgq = 0,5;
5 - exprese ZmIPT10 bez indukce, ODgyy = 1; 6 - exprese ZmIPT10 indukovana
0,3 mM IPTG, ODegy = 1; 7 - exprese ZmIPT10 bez indukce, ODgog = 1,5; 8 - exprese
ZmIPT10 indukovana 0,3 mM IPTG, ODgg = 1,5. Do v8ech jamek bylo naneseno 5 ug
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6.2 Purifikace ZmIPT10 z lyzatu

Pomoci chitinové vazebné domény v inteinové znacce doslo k navazani fuzniho
proteinu na kolonu s chitinovymi kulickami, pomoci DTT pak do$lo k odstépeni proteinu
ZmIPT10 (45,9 kDa) od inteinu (55 kDa).

Protein ZmIPT10 byl §tépen 48 hodin pfi 4°C a poté byl eluovan 30 ml lyzaéniho
pufru a zakoncentrovan pomoci ultrafiltracnich zkumavek Amicon (10 kDa, Millipore)
na 1,1 ml (Tab. 1). Zakoncentrovany vzorek byl analyzovan pomoci SDS-PAGE
(Obr. 11). Vysledky elektroforézy po purifikaci prokazaly, Ze b&hem promyti kolony
nedochazi ke ztraté fuzniho proteinu, Ze dochazi k u¢innému stépeni inteinu (Obr. 11,

draha 4 a 5), a ze je protein eluovan z kolony.

120 kDa
100 kDa
85 kDa

= 70 kDa
Sam -'-:- e 60 kDa
@ 50 kDa
40 kDa

protein

ZmIPT10 25 kDa
20 kDa

Obrazek 11. Analyza frakci ziskanych béhem purifikace na chitinové koloné metodou
SDS-PAGE. 1 - lyzat; 2 - pratok; 3 - promyti; 4,5 - chitinové kulicky (intein, 20 pl);
6 - eluce proteinu ZmIPT10; 7 - kontrolni vzorek eluatu proteinu ZmIPT10 poskytnuty
Mgr. Zalabakem; 8 - marker. Do vSech jamek (kromé 4 a 5) bylo naneseno 5 ug

proteinu.

Nasledné byl protein precistén na koloné High Q pomoci gradientu 1 M NaCl, kdy
byly sbirany frakce o objemu 4 ml, v nichZ byl zmé&fen obsah proteind jako absorbance
pfi 280 nm. Na z&kladé zdznamu zméfené absorbance (Obr. 12) byly oddélené
shromazdény tyto frakce: 6 - 20 (1. frakce), 36 - 39 (2. frakce), 44 - 47 (3. frakce) a
49 - 57 (4. frakce).

Jednotlivé spojené frakce byly zakoncentrovany ultrafiltraci (10 kDa) a metodou
Bradfordové bylo v kazdé frakci stanoveno mnozZstvi proteind (Tab. 1). Pomoci
SDS-PAGE (Obr. 13) bylo zjisténo, Ze frakce 36 - 39 obsahuji spolu s dalSimi proteiny
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protein ZmIPT10, a proto byla tato frakce dale purifikovana na koloné Superdex 200
HR 10/30.

3 - - 1,2
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Obrazek 12. Purifikace ZmIPT10 na koloné High Q. Eluce proteinu z kolony byla
mérena jako absorbance pfi 280 nm v jednotlivych frakcich. 1 - frakce 6 - 20; 2 - frakce
36 - 39; 3 - frakce 44 - 47; 4 - frakce 49 - 57.
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Obrazek 13. Analyza frakci ziskanych béhem purifikace na chitinové a High Q koloné
metodou SDS-PAGE. 1 - frakce 49 - 57 (High Q); 2 - frakce 44 - 49 (High Q); 3 - frakce
36 - 39 (High Q); 4 - frakce 6 - 20 (High Q); 5 - eluce proteinu ZmIPT10 (chitinova
kolona); 6 - chitinové kuli€ky (20 pl); 7 - lyzat; 8 - marker. Do v8ech jamek kromé jamky
6 bylo naneseno 5 g proteina.
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Tabulka 1. MnoZstvi protein( ve frakcich eluovanych z chitinové kolony, kolony High Q

a Superdex.

Celkovy objem Mnozstvi

Vzorek po zakoncentrovani protein(

[mi] [ug/ml]

Chitinova kolona 1,1 1512,00
HighQ 6-20 1,9 173,83
High Q 36 - 39 0,6 1115,00
High Q 44 - 47 0,7 1160,00
High Q 49 - 57 1,0 153,20
Superdex 1 0,6 n. d.
Superdex 2 0,4 11,93
Superdex 3 0,6 39,59

n. d. = nedetekovano

Frakce obsahujici protein ZmIPT10 byla purifikovana na koloné Superdex
200 HR 10/30, ze které byl protein ZmIPT10 eluovan na zakladé porovnani
chromatogramu ZmIPT10 frakce z High Q s chromatogramem standardu mezi 23 - 27
minutou (Obr. 14).

Proteiny eluované mezi 21 - 28 minutou byly sbirany do tfi rdznych frakci
(Obr. 14 B), jednotlivé frakce byly zakoncentrovany ultrafiltraci (10 kDa), metodou
Bradfordové bylo v kazdé frakci stanoveno mnozstvi proteind (Tab. 1) a poté byly
frakce analyzovany metodou SDS-PAGE (Obr. 15).

U vzorku ziskanych purifikaci na koloné Superdex je na gelu SDS-PAGE patrna
slaba detekce proteint (Obr. 15, drahy 5 - 7). To mUze byt zplsobeno tim, Ze béhem
purifikace doSlo ke ztratam protein(. Taktéz je vidét, Zze u vzorku ,Superdex 3“ (draha
5), ve kterém se nachazi protein ZmIPT10 (45,9 kDa), nedoslo k jeho uplné izolaci

od proteinu o velikosti ~ 75 kDa.

-35-



A Standard

0,3 -
1,35 kDa
0,25 -
£ 17 kDa ”
o
& % 44 kDa
s 158 kDa
Q 0,15 -
C
@®
o]
o 01 -
n
2 670 kDa
0,05 - U L
O T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40
Retenéni ¢as [min]
B ZmIPT10 frakce z kolony High Q
0,01 -
e 0,008 -
c
D
0,006 -
'a
9 3
= 0,004 - 5
£
?
2 0,002 -
<
1
0 _M "
-0,002 5 10 15 20 25 30 35 40

Retenéni ¢as [min]

Obrazek 14. Déleni standardu a purifikace frakce 36 - 39 z kolony High Q na koloné
Superdex 200 HR 10/30. A) Separace standardu: 1 - thyroglobulin (670 kDa);
2 - hovézi gama-globulin (158 kDa); 3 - kufeci ovalbumin (44 kDa); 4 - konsky
myoglobin (17 kDa); 5 - vitamin B12 (1,35 kDa). B) Separace proteinl frakce 36 - 39 z
kolony High Q: 1 - ,Superdex 1% 2 - smés ,Superdex 1“ a ,Superdex 3% 3 - ,Superdex

3“. Barevnymi body jsou ohrani¢eny asti, které byly jimany.
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Obrazek 15. Analyza frakci ziskanych béhem jednotlivych purifikacnich krokd pomoci
SDS-PAGE. 1 - marker; 2 - lyzat; 3 - eluce ZmIPT10 z chitinové kolony; 4 - frakce
36 - 39 z kolony High Q; 5 - Superdex 3 (20 pl); 6 - Superdex 2 (20 pl); 7 - Superdex 1
(20 pl). Do jamek 2 - 4 bylo naneseno 5 ug proteina.

6.3 Analyza ZmIPT10 pomoci hmotnostni spektrometrie

Z SDS-PAGE gelu byly vyfiznuty dva pasy odpovidajici molekulové hmotnosti
45,9 kDa a ~ 75 kDa z kolony High Q (Obr. 15, draha 4). Pas odpovidajici molekulové
hmotnosti ~ 75 kDa byl rozdélen na dvé horizontalni poloviny a pas odpovidajici
45,9 kDa byl rozdélen na tfi horizontalni Casti, aby bylo zjiSténo, zda nedochazi
k pfekryti s jinym proteinem, a jednotlivé Casti byly Stépeny trypsinem 2 h pfi 60°C.
Identita téchto pasu byla stanovena analyzou MALDI-TOF.

V obou ¢astech pasu odpovidajictho molekulové hmotnosti ~75 kDa byl
pfi identifikaci nalezen chaperon E. coli Hsp70 (DNAK) (gi|237640373). V horni &asti
pasu bylo dosazeno vysoké hodnoty pravdépodobnostniho skére (339), s pfifazenou
sekvenci se shodovalo 33 peptidl a pokryti sekvence témito peptidy bylo 60% (Obr. 16
a 17). Heat shock proteiny o velikosti 70 kDa (Hsp70) se Ucastni Siroké Skaly procest,
které se tykaji skladani nové syntetizovanych proteini, opravy Spatné sloZenych
agregatl proteinli, membranové translokace organelovych a sekrecnich proteind a
kontroly aktivity regulacnich proteint. V8echny aktivity Hsp70 jsou zaloZzeny na
interakci s hydrofobnim peptidovym segmentem proteind, které jsou kontrolovany
pomoci ATP (Mayer a Bukau, 2005).

-37 -



1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601

MGKIIGIDLG
GQPAKRQAVT
AWVEVKGQKM
RQATKDAGRI
DISIIEIDEV
DLRNDPLAMQ
TRAKLESLVE
KKVAEFFGKE
IETMGGVMTT
NKSLGQFNLD
IKASSGLNED
EEAGDKLPAD

IAQQQ

TTNSCVAIMD
NPONTLFAIK
APPQISAEVL
AGLEVKRIIN
DGEKTFEVLA
RLKEAAEKAK
DLVNRSIEPL
PRKDVNPDEA
LIAKNTTIPT
GINPAPRGMP
EIQKMVRDAE
DKTAIESALT

GTTPRVLENA
RLIGRRFQDE
KKMKKTAEDY
EPTAAALAYG
TNGDTHLGGE
IELSSAQQTD
KVALQDAGLS
VAIGAAVQGG
KHSQVFSTAE
QIEVTFDIDA
ANAEADRKFD
ALETALKGED

EGDRTTPSII
EVQRDVSIMP
LGEPVTEAVI
LDKGTGNRT I
DFDSRLINYL
VNLPYITADA
VSDIDDVILV
VLTGDVKDVL
DNQSAVTIHV
DGILHVSAKD
ELVQTRNQGD
KAATEAKMQE

AYTQDGETLV
FKIIAADNGD
TVPAYFNDAQ
AVYDLGGGTF
VEEFKKDQGI
TGPKHMNIKV
GGQTRMPMVQ
LLDVTPLSLG
LQOGERKRAAD
KNSGKEQKIT
HLLHSTRKQV
LAQVSQKLME

Obrazek 16. Vysledky analyzy neznamého proteinu o molekulové hmotnosti ~ 75 kDa
pomoci MALDI-TOF. Proteinova sekvence byla pokryta z 60 %. Cervené jsou
oznaCeny peptidy neznamého proteinu, které jsou identické s d&asti proteinové

sekvence v databazi.
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Obrazek 17. Hmotnostni spektrum chaperonu E. coli Hsp70 (DNAK). m - relativni

molekulova hmotnost vzniklého iontu [M+H]"; z - pocet naboju vzniklého iontu.
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Pas odpovidajici molekulové hmotnosti 45,9 kDa, u kterého se pfedpokladalo, Ze
se jedna o enzym ZmIPT10, byl ve vSech tfech ¢astech pasu identifikovan jako enzym
isopentenyltransferasa Zea mays (gi|197209976). Ve ftfeti Casti pasu bylo dosazeno

hodnoty pravdépodobnostniho skére 236, s pfifazenou sekvenci se shodovalo 36

peptidu a pokryti sekvence témito peptidy bylo 69% (Obr. 18 a 19).

1 MRRAIWRSWP ILCLQSQHRL LPSFCASTKA ATMAASSLPP PTHHKKKDTV

51 IVISGPTGAG KSRLALEVAR RLGGEIISAD SVQVYRGLDV GSAKPSAAEM
101 SLVPHHLIDI LDTSDDYSAG AFFRDARRAT QDVLDRGCVP VIAGGTGLYL
151 RWYIYGKPNV PQSSMESTLA VWSELADFRE NGQWEEAVEL VVQAGDPRAR
201 DLSVNNWNRL SRSLEIIRSS GSPPSAFALP YDAFCEQHDT DLTEAPSSAG
251 NYEAREMEYD FFCIFLASPR IELYRSIDLR CEEMLVDTGG LLSEASWLLD
301 IGLQPRMNSA SSAIGYKQAM EYLLHCRQNG GESTPQEFLD FLAKFQRTSR
351 NFAKRQLTWF RNEKIYHWVD GSKPFEALVQ FVCDAYHGCS ARMVPESLEM
401 KRENCVLKSR DLKTYRSMNR VFLGGDDCSH VLNWIRRTQS K

Obrazek 18. Vysledky analyzy proteinu ZmIPT10 o molekulové hmotnosti 45,9 kDa
pomoci MALDI-TOF. Proteinova sekvence byla pokryta z 69 %. Cervené jsou
oznaceny peptidy proteinu ZmIPT10, které jsou identické s Casti proteinové sekvence

v databazi.
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Obrazek 19. Hmotnostni spektrum proteinu ZmIPT10. m - relativni molekulova

hmotnost vzniklého iontu [M+H]"; z - pocet nabojli vzniklého iontu.
6.4 Meéreni aktivity enzymu ZmIPT10

Aktivita enzymu ZmIPT10 byla méfrena z precisténého vzorku z chitinové kolony
a ze vzorku precisténého na High Q koloné. Aktivita byla stanovena jako vznik
produktl (iPMP, iPTP, ¢cZMP a cZTP), které byly analyzovany metodou kapilarni
elektroforézy podle studie Béres et al. (2012). Reakce pro urCeni aktivity byla
nastavena se substraty DMAPP a cHMBDP jako donory isoprenoidniho fetézce a se
substraty AMP a ATP jako akceptory. Zadna aktivita véak nebyla zaznamenana, coz je
v souladu s doposud publikovanymi vysledky, protoze ani bakterialni ani rostlinna
tRNA-IPT nekatalyzuji pfenos DMAPP na ATP nebo AMP (Kakimoto, 2003). Dokonce
je vaznost DMAPP kompetitivné inhibovana ATP nebo ADP, coz naznaluje, ze se
DMAPP muze vazat na konzervovany  vazebny motiv  ATP/GTP
v isopentenyltransferase (Moore et al., 2000). DalS$i moznosti, pro¢€ enzym nevykazoval
aktivitu, je pfitomnost chaperonu Hsp70, ktera indikuje problémy se skladanim
proteinu, coz muaze ovlivnit jeho aktivitu. Pfi pokusu o oddéleni tohoto chaperonu
od enzymu béhem purifikace na koloné Superdex byly pfi nasledném provedeni

elektroforézy SDS-PAGE na gelu pozorovatelné velmi slabé jednotlivé pasy
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odpovidajici jak enzymu ZmIPT10 tak chaperonu Hsp70 (Obr. 15), coz napovida tomu,
Ze protein mize byt bez chaperonu nestabilni. Navic mohla byt aktivita enzymu
ZmIPT10 postupné ztracena v pribéhu precisténi na kolonach. Pfedmétem dalSich
studii bude ur€eni aktivity enzymu ZmIPT10 pouzitim nemodifikované tRNA nebo

syntetizovaného tRNA oligoribonukleotidu jako akceptorovych substrata.
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7 Zaver

V teoretické Casti bakalarské prace byla vénovana pozornost biosyntéze
cytokinint prostfednictvim degradace tRNA a enzymu tRNA-isopentenyltransferase,
ktery tuto degradaci katalyzuje.

V praktické d&asti byla provedena transformace chemicky kompetentnich
expresnich bunék E. coli BL 21 (DE3) STAR plasmidem pTYB12::ZmIPT10. Podminky
exprese proteinu ZmIPT10 (45,9 kDa) byly uspédné optimalizovany, kdy exprese
fuzniho proteinu (100,9 kDa) byla detekovana imunobarvenim po vizualizaci
sekundarni protilatky reakci alkalické fosfatasy se substraty nitrotetrazoliovou modfi a
5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat-p-toluidinem. Fuzni protein byl purifikovan a Stépen
na chitinové koloné. Samotny protein ZmIPT10 byl dale precistén na koloné High Q a
koloné Superdex 200 HR 10/30. Pfitomnost proteinu ZmIPT10 byla prokazana
SDS-PAGE a hmotnostni spektrometrii. Aktivita enzymu méfena jako schopnost
prenylovat nukleotidy AMP a ATP pomoci DMAPP nebo cHMBDP a detekovana jako
produkce cytokininovych nukleotidd pomoci kapilarni elektroforézy s UV detekci
zaznamenana nebyla. DalSi studie proto budou zaméfeny na ur€eni aktivity enzymu
ZmIPT10 a jeho purifikaci od chaperonu E. coli Hsp70 (DNAK).
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8 Seznam pouzitych zkratek

ADP
AMP
AtIPT
ATP

BA
BCIP
cAMP
cHMBDP
cisZ0G1
CPPU
cZ
cZMP
cZR
cZTP
DHZ
DMAPP
DPU
GTP
HMBDP
iP

iPA
iPMP
IPT
iPTP
MEP
ms%PA
MVA
NBT
OslIPT
PpIPT1
TDZ
tRNA-IPT
tz

tZR
ZmIPT10

adenosindifosfat

adenosinmonofosfat
isopentenyltransferasa z Arabidopsis thaliana
adenosintrifosfat

N°-benzyladenin
5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat-p-toluidin
cyklicky adenosinmonofosfat
cis-hydroxymethylbutenyldifosfat
cis-zeatin O-glukosyltransferasa
N-fenyl-N"-(2-chlor-4-pyridyl)mocovina
cis-zeatin

cis-zeatinmonofosfat

cis-zeatin ribosid

cis-zeatintrifosfat

dihydrozeatin

dimethylallyldifosfat

difenylmocCovina

guanosintrifosfat
hydroxymethylbutenyldifosfat
isopentenyladenin

isopentenyladenosin
isopentenylmonofosfat
isopentenyltransferasa
isopentenyltrifosfat
methylerythritolfosfat
2-(methylthio)-N°-(dimethylallyl)adenosin
mevalonat

nitrotetrazoliova modf
isopentenyltransferasa z Oryza sativa
isopentenytransferasa z Physcomitrella patens
thidiazuron

tRNA isopentenyltransferasa
trans-zeatin

trans-zeatin ribosid

tRNA isopentenyltransferasa ze Zea mays
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