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Souhrn

Naplni mé bakalarské prace byla pfiprava enzymu cytokinindehydrogenasy ze
sinice Nostoc PCC 7120 s mutaci v aktivnim misté. V teoretické ¢asti jsem se zabyvala
cyanobakteriemi, coz jsou globaln¢ rozsifené gramnegativni eubakterie a mozni
pfedchtdci rostlinnych chloroplasti. Mohou fotosynteticky asimilovat a fixovat
vzdusny dusik. Cyanobakterie Nostoc PCC 7120 ma gen pro cytokinindehydrogenasu
(CKX), tento enzym ireversibiln¢ degraduje rostlinné fytohormony cytokininy. Dale
jsou shrnuty obecné poznatky o metylotropni kvasince Pichia pastoris, ktera je
pouzivana jako expresni systém kviili vyznamné extracelularni expresi proteinti. Naplni
experimentalni ¢asti byla amplifikace genu NSCKX pomoci PCR, klonovani do vektoru
pTYB12/pGAPZaA a transformovani do E. coli. Vznikly rekombinantni plasmid
PGAPZoA::NSCKX byl pouzit pro expresi v Pichia pastoris. Enzymova aktivita se
vSak nepodarila naméfit. Protein byl také podroben SDS-PAGE elektroforéze, vysledky

vSak nebyly pfesné.



Summary

This thesis deals with a preparation of mutated cytokinin dehydrogenase from
the cyanobacterium Nostoc PCC 7120 with a mutation in the active site. The main focus
of the theoretical part are cyanobacteria, the globally widespread gram-negative
eubacteria and possible ancestors of plant chloroplasts. They can assimilate
photosynthetically and fix atmospheric nitrogen. Cyanobacterium Nostoc PCC 7120 has
a gene coding for cytokinin dehydrogenase (CKX), an enzyme irreversibly degrading
plant phytohormones cytokinins. Further there is a summary of informations about
methylotropic yeast Pichia pastoris that is used as an expression system due to its
significant extracellular expression of proteins. During the experimental part an
amplification of NsCKX gene by PCR was carried. Then the gene was cloned into
pTYB12/pGAPZaA vector and transformed into E. coli. Recombinant plasmid
PGAPZoA::NsCKX was subsequently used for the expression in Pichia pastoris.
However, no CKX activity was detected. The protein was also analalyzed by SDS-

PAGE but results were not accurate.



Obsah

Uvod
Cile prace

Teoreticka ¢ast

1. Cyanobakterie

1.1.  Obecna charakteristika
1.2.  Nostoc PCC 7120
2. Cytokininy
2.1.  Funkce a struktura
2.2.  Produkce cytokinini v buitkdch mikroorganismil
2.3.  Degradace cytokininti (CKX)

3. Expresni systém Pichia pastoris

3.1.  Obecna charakteristika
3.2.  Expresni vektory
3.3.  Extracelularni exprese (a-faktor)
3.4.  Selekce transformanti
Prakticka cast

4. Material
4.1.  Ptistrojové vybaveni
4.2.  Chemikalie
4.3.  Biologicky material a enzymy
4.4,  Piiprava chemikalii a roztok

5. Metody
5.1.  Amplifikace CKX genu pomoci PCR
5.2.  Izolace plasmidové DNA
5.3.  Restrikce plasmidu pGAPZoA a pTYB12 a genu NsCKX
54. Izolace DNA z agarosového gelu
55. Ligace DNA
5.6.  Transformace Escherichia coli
5.7.  Selekce transformovanych bunék
5.8.  Restrikce rekombinantniho vektoru pGAPZaA obsahujiciho gen NSCKX
5.9.  Izolace a linearizace plasmidové DNA

10
11
11
13
14
14
17
19
23
23
27
30
30
32
33
33
33
33
34
34
34
35
35
36
36
36
37
37
37



5.10. Transformace Pichia pastoris
5.11. Exprese NsCKX v Pichia pastoris
5.12. SDS-PAGE elektroforéza
5.13. Stanoveni aktivity CKX
. Vysledky a diskuze
6.1.  Konstrukce rekombinantnich plasmidi pGAPZaA obsahujicich
cyanobakterialni gen CKX (NsCKX) s mutaci v aktivnim misté
6.2.  Exprese rekombinantnich plasmidi
. Zaver

. Seznam pouzitych zkratek

. Seznam pouzité literatury

38
38
39
39
40

40
44
46
47
48



Uvod

Hormony cytokininy jsou derivaty adeninu dulezité pro rlst a vyvoj rostlin.
Nekteré tasy a sinice dokazi produkovat hormony stejné rostlinnym s podobnym
ucinkem. Tyto rostlinné hormony ireversibilné $tépi cytokinindehydrogenasa (CKX),
flavoenzym ze skupiny oxidoreduktas.

Ve své bakalaiské praci jsem se zabyvala amplifikaci genu NSCKX
z cyanobakterie Nostoc PCC 7120, ktery byl diive mutovan v aktivnim mist¢, kde chybi
ncktera residua dualezitd pro spravny katalyticky mechanismus. Po restrikénim Stepeni
plasmidid a genu, které bylo ovéfeno agarosovou elektroforézou, nasledovala jejich
ligace. Dale probéhla transformace do E. coli, kde byla selekce transformantd
uskute¢néna pomoci antibiotik. Pfitomnost rekombinantniho plasmidu byla ovéfena na
agarosovém gelu. DNA vybraného transformanta byla izolovana, sekvenovana a poté
linearizovana pro transformaci do Pichia pastoris. Po nasledné expresi byl protein

izolovan a zkouman molekularné-biologickymi technikami.



Cile prace

Teoreticka cast:

1. Shrnuti zdkladnich poznatkii o cyanobakteriich, cytokininech a CKX

2. Charakteristika expresniho systému Pichia pastoris

Prakticka cast

1. Piiprava expresnich vektora

2. Exprese NsCKX mut v Pichia pastoris
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1. Cyanobakterie

1.1. Obecna charakteristika

Cyanobakterie neboli sinice nalezi do skupiny gramnegativnich eubakterii
dosahujicich velikosti 1-10 pm. Patfi knejstarSim organismim (prokdzany
v prekambriu pted 3 — 2,5 miliardami let), které mohou diky své stavbé fotosynteticky
asimilovat (Madigan et al., 2008). Tyto jsou jednobunécné ¢i vlaknité, nabyvaji také
kolonialniho uspotadani (Urban & Kalina, 1980). Skupina cyanobakterii je rozdélena na
4 tady (Citajici pfiblizné 111 rodd a 1000 druhil), témi jsou Chroococcales —

ey

jednobunécné koky ¢i tyCinky zijici volné ¢i v koloniich, vlaknité Oscillatoriales,

Stigonemateles s pravym vétvenim vldken a Nostocales (Anagnostidis & Komarek,
1985).

Chroococcus Oscillatoria Stigonema
Obr. 1 Zastupci fadi Chroococcales, Oscillatoriales, Stigonemateles

Jedna se o prokaryotické buiky ohrani¢ené cytoplasmatickou membranou
tvofenou fosfolipidovou dvojvrstvou a bunécnou sténou z mukopolymert, ktera je
degradovéana lysozymem. V centralni ¢asti buniky je neohrani¢ena nukleoplasmaticka
oblast tvotend vlakny DNA. Genetickd informace je uloZzena v kruhové molekule DNA
— genoforu, pfipevnéném pomoci RNA a proteint k plasmatické membrané. V1aknité
cyanobakterie se rozmnozuji oddélovanim nékolikabunéénych pozdé¢ji dorustajicich
vldken od vlakna matetského, nazyvaji se hormogonie. Ostatni typy cyanobakterii se
rozmnozuji délenim bunék.

Z vegetativnich bunék mohou vznikat akinety. Diky této struktufe tvofené

Z jedné nebo dvou bunék, cyanobakterie piezivaji neptizniva obdobi, napt. sucho ¢i
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mraz. U specifickych planktonnich druhii se nachazeji takzvané gasvezikuly. Jedna se o
plynové méchyiky nepravidelného tvaru slouzici ke vznaseni ve vodnim prostiedi, jez
pfi vysokém tlaku zanikaji. U cyanobakterii se mohou také nachéazet slizové pochvy
tvofené pektinovymi kyselinami a mukopolysacharidy inkrustované uhli¢itanem
vapenatym a slouzici k ukladani raznych latek.

Vyzivuji se heterotrofn€, autotrofn€ i mixotrofné. Na vyziveé zavisi i barva, ktera
se méni napfiklad pfi nedostatku dusiku v prostiedi, jelikoz se builka zacne zivit
vlastnimi fotosyntetickymi barvivy. Cyanobakterie produkuji mnoho raznych latek,
napf. hormony, enzymy, peptidy, polysacharidy, organické kyseliny, aj. Za urcitych
podminek mohou byt dokonce metabolity vyuzity také jako cytostatika ¢i virocidni
latky. Produkuje mj. také trans-1, 10—dimethyl-trans-9-dekalol neboli geosmin
zpusobujici typicky pidni zapach. Nékteré produkuji také velmi silné neurotoxiny, ty
mohou byt dale nebezpecné pro jiné organismy, napiiklad tvorba vodniho kvétu na
rybnicich a jinych vodnich nadrzich velmi ohrozuje vodni Zzivocichy. Velkd c¢ast
cyanobakterii zamotuje a zneciStuje zasobarny pitné vody, které maji pak u lidi za
nasledek zna¢né zdravotni problémy.

K fotosyntetické asimilaci dochazi v tylakoidech. U vétSiny cyanobakterii je
barvivem chlorofyl a, méné casto chlorofyl b, pomocnym barvivem je -karoten (pfi
zachycovani zafeni v modré ¢asti spektra) a karotenoidy, které ochraiuji pfed volnymi
radikéaly. Mezi cyanobakterialni barviva patii také fykobiliny uloZené ve fykobilisomech
(Obr. 2), jenz se nachazi na povrchu tylakoidl a maji svétlosbérnou funkci. RozliSujeme
modry fytocyanin a cerveny fykoerythrin, jejichz pomér v buiice miize cyanobakterie
meénit podle svételnych podminek tak, aby vzdy pfijimala maximum zafeni. Tomuto
jevu se fikd chromatickd adaptace, zdrojem uhliku je oxid uhli¢ity, voda donorem
elektrontl a odpadnim produktem kyslik (Madigan & Martinko, 2006).

Fykoandhrin

Fykocyanin

Allofykocyamin

Mermbridna thylakoidu fotnsystém il

Obr. 2 Struktura a popis fykobilisomu
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V soucasné dobé jsou Cyanobakterie globaln¢ rozsifeny, dokéazi ptrezit i
nepfiznivé podminky, ke kterym patfi mj. velmi vysoké i nizké teploty okolniho
prostiedi. Jsou schopny symbidzy s kapradinami, jaterniky, cykasy a liSejniky, kde
pusobi jako fotosynteticka slozka. Napi. Anabaena a vodni kapradinka z rodu Azolla
zaopattuji v tropech na ryzovych polich vétsinu dusiku, ktery ryze potfebuje (Kaneko et
al., 2001). VIaknité cyanobakterie totiz fixuji molekularni dusik pomoci heterocytt,
ktery je redukovan za vzniku amoniaku a ve formé glutaminu jej mohou piedavat
sousednim bunikdm. Proto mohou byt vyuzivany také jako biologicka hnojiva. Tato
reakce je  katalyzovana  nitrogenasovym  komplexem  (dinitrogenasa a
dinitrogenasareduktasa) obsahujicim zelezo a molybden. Redukce dusiku na amoniak je

energeticky naro¢na a vyzaduje ptenos 8 elektronti.
N, + 8H" +8¢ +16 ATP —» 2NH;3 +H, + 16 ADP + 16 P,

Obr. 3 Stechiometricka rovnice fixace dusiku

1.2. Nostoc PCC 7120

Cyanobakterie Nostoc patii do fadu Nostocales, coz jsou cyanobakterie majici
vldkna piiméa nebo s nepravym vétvenim, kdy jsou vldkna spojena pouze slizovou
pochvou. Mohou se vyskytovat v kolonich ¢i1 Zit jednotlivé (Anagnostidis & Komarek,
1985). Z vegetativnich bun€k tvofi heterocyty, v nichz probiha fixace vzdusného No.
Tyto utvary jsou tlustosténné, jejich bunécénd sténa obsahuje mj. glykolipidy zpomalujici
difazi kysliku dovnitt buiiky. Nostoc vytvaii také akinety pro pteziti za nepiiznivych
vlivi.

U cyanobakterie Nostoc probiha fotosyntéza stejné jako u vyssich rostlin. Fixace
dusiku pomoci enzymu nitrogenasy méa misto v anaerobnim prostiedi. Tyto dva dgje je
vSak nutné oddélit, nebot’ produktem fotosyntézy je pravé kyslik, ale také energie
potiebna k fixaci (Regelsberg et al., 2004).

Cyanobakterie Nostoc ma velmi rozdilny soubor geniti v porovnani s
genomovymi sekvencemi jinych cyanobakterii — 37 % oproti Synechocystis sp.
PCC6803. Jeji genom je jiz plné sekvenovany a je slozen z jednoho chromozomu a Sesti
plasmidt (Kaneko et al, 2001).

13



Obr. 4 Nostoc (John et al., 2002)

2. Cytokininy

2.1.  Funkce a struktura

Cytokininy jsou derivaty adeninu, jejich aktivita zalezi na chemické struktufe,
zejména substituci na aminoskupiné v poloze 6. Postranni fetézec muze byt aromaticky
nebo isoprenoidni, ale nejvétsi biologicka aktivita je zajiSténa praveé iSoprenoidnim
fetézcem s dvojnou vazbou (Obr. 5). Nyni je znamo pies 30 pfirozenych cytokinind.
Byly objeveny v 50. letech 20. stoleti a jako prvni byl izolovan Kinetin (6-
furfuryladenin) ze slediho spermatu, dale zeatin ze Zea mays (Prochéazka et al., 1998).

Jsou to fytohormony dulezité pro rist a vyvoj rostliny, proto je také jejich
koncentrace nejvyssi v délicich se a rostoucich pletivech (zde je jejich aktivita
ovlivnéna dal§imi hormony, pfedev§im auxiny). Pomahaji také rostlin¢ odolavat
vnéjsim vliviim, stimuluji nebo naopak tlumi expresi genti a tvorbu enzymd, pigmentt a
metabolitli. Maji mnoho riznych regulacnich funkci jako je napt. stimulace bunééného
déleni ¢i aktivace proteosyntézy (Kudo et al., 2010), uplatiiuji se také pii fyziologickych
déjich, ke kterym patii tvorba casti rostlin, klieni semen, zrani plodii, oddaleni
senescence aj. (Schmilling et al., 2003). Ptitomnost pfislusnych druhl cytokinint se
muze znacn¢ liSit mezi rostlinnymi druhy tkani (Hirose et al., 2008), vyvojovymi stadii

(Quesnelle & Emery, 2007), dle environmentalniho stavu organismu (Vyroubalova et
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al., 2009). Hladina CK kolisa béhem bunéc¢ného cyklu, jejich koncentrace je nejvyssi
v pozdni S fazi a béhem M faze (Redig et al., 1996). Je také ovlivnéna faktory vnéjsiho
prostiedi, kde pozitivné koreluje s mnozstvim minerdlnich zivin a to pfedevSim
dusikatych latek (Sakakibara & Takei, 2002) a negativn¢ reaguje na vodni stres (Yang
et al., 2001). Vyskyt cytokinini byl Siroce zkouman u ruznych organismi (Stirk van
Standen, 2010).

NA‘:‘\N
N =
N7 N Iy NH
é'l ? |CRRe
N
a) N
N°-benzyladenin (BAP) m-topolin
CH, CHg
HO N
HN/\-/)\CHg \')\/\NH
e :\I )
N N N N
b) H H

isopentenyladenin (iP) trans-zeatin (tZ)
Obr. 5 Zastupci cytokinint ) aromatickych b) isoprenoidnich

Cytokininy existuji v rostlindich nejen jako volné baze, ale také v podobé
nukleosidil a nukleotidi. CK baze mohou byt dale konjugovany na glukézu v N° N’ a
N® na adeninovém kruhu a na hydroxyl v postrannim fetézci. Hydroxyl na postrannim
fetézci muze byt dale také konjugovan na xylosu (Turner et al., 1987). Dusik na adeninu
v poloze N® mize byt modifikovan s L-alaninem (Entsch et al., 1983), uhlik v poloze C?
s 2-methylthio skupinou (Pertry et al., 2009). Glykosilace CK byla pozorovana na
dusiku v pozici N3 N’ a N° na purinovém derivatu jako N-glykosidy, hydroxylova
skupina na bo¢nim fetézci u trans-zeatinu, cis-zeatinu a dihydrozeatinu jako O-glykosid
(resp. O-xylosid). O-glykosylace je reversibilni dé&j, kdy je deglykosylace katalyzovana
B-glukosiddzou, kterd na druhé strané velmi neefektivné Stépi N-glykokonjugaty, coz

v disledku znamena, ze je N-glukosylace prakticky nevratna. Fyziologické dusledky
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rozdili N-glykosidii a O-glykosidii jesté nejsou v celé Sifi urCeny. Jako neaktivni
skladovaci formy cytokinind se uzivaji O-glykosidy (Sakakibara, 2006).

Metabolicky tok z CK nukleotidii k aktivnim nukleobdzim je pravdépodobné
kruhovy a ne jednosmérny, jak se dfive piedpokladalo. Exogenné aplikované CK
nukleobaze jsou rychle metabolizovany do odpovidajicich nukleotidi a nukleosida
Vv rostlinnych tkanich. Enzymy na purinové draze u rostlin jsou kdédovany malymi
multigenovymi rodinami. Predpokladd se, ze nékteré isoenzymy maji Sirokou
substratovou aktivitu, ktera jim umozni pracovat s cytokininy stejné¢ jako v ptipadé
autentick¢ho adeninu. Napf. u Arabidopsis vyrazné preferuji dva isoenzymy adeninu
APT2 a APT3 na rozdil od ostatnich isoenzymi CK nukleosidy. Na druhou stranu
enzymy pro N-glykosylaci na adenin, hydroxylaci a O-glykosylaci na bo¢nim fetézci
jsou velmi specifické pro jednotlivé substraty (Sakakibara, 2006).

V soucasné dobé jsou navrzeny dvé mozné cesty biosyntézy CK trans-
zeatinového typu, isopentenyladenin-dependentni draha, kde jsou nukleotidy
isopentenyladeninu produkovany jako prvni a pozdé&ji hydroxylovany cytochromem
P450 monooxygenasou (Takei et al., 2004), a isopentenyladenin-independentni draha,
kde se CK trans-zeatinového typu tvoii pfimo pfevodem hydroxylovaného postranniho
fetézce z prekurzoru hydroxymethylbutenyldifosfatu (HMBDP) na adeninovém kruhu
(Sakakibara et al., 2005). Otazkou je, kterym zptsobem vznika postranni isoprenoidni
fetézec, prvni je pres mevalonat (vyskytujici se také u zvitat, hub, aj.), jeZ se nachazi
V cytosolu a mitochondriich a produkuje prekurzory pro vyrobu steroldi, nckteré
seskviterpeny a postranni fetézec ubichinonu. Pifi druhé varianté je wuzit
methylerythritolfosfat lokalizovany v plastidech zodpovédny za vyrobu monoterpent,
nekterych seskviterpentl, diterpentl, karotenoidu a postrannich fetézct chlorofyl (Laule
et al., 2003).

Prvnim krokem biosyntézy isoprenoidnich cytokininti je N-prenylace adenosin-
5’-fosfatu (AMP, ADP nebo ATP) na pozici N6 s dimethylallyldifosfatem (DMAPP) ¢i
hydroxymethylbutenyldifosfatem (HMBDP). Tato reakce je katalyzovédna
adenosinfosfat-isopentenyltransferasou (IPT; EC 2.5.1.27). Védci si dlouho mysleli, ze
DMAPP a AMP jsou jen substraty pro biosyntézu cytokinind, ale dnes je jiz znamo, ze
substratova specifita IPT se 1i$i dle ptivodu a druhu. K prvni identifikaci substrati pro
isoprenoidni CK doslo u Dictyostelium discoideum produkujiciho discadenin — inhibitor
klic¢eni spor. Jelikoz je de novo biosyntéza cytokininti katalyzovana IPT specificka pro
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tkan¢ 1 buiiky, musi byt CK pfeneseny do cilové buitky pomoci difuze ¢i selektivnim
transportnim systémem, coz je podpofeno tim, Ze jsou rostlinné bunky schopny
absorbovat CK nukleobaze a nukleosidy, dale ze se tZ a iP akumuluji v Xylemu a
floemu. V kultivovanych kulturach Arabidopsis bylo prokazano, Ze jsou adenin a CK
nukleobaze ptenaSeny pomoci stejného vysoce afinitniho transportniho systému.
Ackoliv jsou CK ribosidy obsazeny stejné v Xylemu i floemu, hlavni cytokininovou
formou v xylemu jsou nukleosidy jako trans-zeatin. Kromé toho mobilita kinetin
ribosidu ptesahuje rychlost benzyladeninu i1 kinetinu. Proto jsou také povazovany
nukleosidy za hlavni transloka¢ni formu CK. Hlavnimi subcelularnimi kompartmenty
pro biosyntézu cytokininti jsou plastidy. Neni vSak prozatim znama forma CK ani

transportni systém z plastidi do cytosolu (Sakakibara, 2006).

2.2.  Produkce cytokinint v buiikach mikroorganismi

Nékteré tasy a sinice dokazi produkovat hormony stejné rostlinnym s podobnym
ucinkem. Cyanobakterie do pidy uvolnuji rustové regulatory, to patii k hlavnim
schopnostem symbiotickych, rhizosferickych a epifytickych bakterii, které podporuji
rist rostliny. Syntéza cytokinini patii také k vlastnostem methylotrofnich a
methanotrofnich bakterii (napt. Aminobacter, Methylobacterium), cyanobakterii (rody
Anabaena a Chlorogloeopsis) a nékterych kvasinek (Schizosaccharomyces a
Saccharomyces) (Tsavkelova et al., 2006).

Riizné druhy mikroorganismii jako napf. Rhizobium, Bacillus ¢i Pseudomonas
syntetizuji isopentenyladenin, zeatin, kinetin aj. Bakterie Agrobacterium tumefaciens
zijici v ptid¢ a zplisobujici tvorbu a rlist nadori na naruSenych ¢astech rostliny ma gen,
ktery urCuje syntézu cytokinin, v Ti - plasmidu. Jeho cast (t-DNA) je po infekci
zalen€na mezi rostlinné chromozomy — praveé na této ¢asti se nachdzi geny s promotory
eukaryotického typu ovliviiujici syntézu cytokininti (Tsavkelova et al., 2006).

K nejzndméjSim a nejrozsifenéjSim cytokininlim patii kinetin, ten ma u riznych
mikroorganismii rozdilné funkce, napt. u kvasinek zrychluje riist a bunééné délenti,
podporuje vyvoj gram-pozitivnich 1 gram-negativnich bakterii, ke kterym patii m,j.
Clostridium, Streptomyces, Mycobacterium. U diazozrofnich bakterii ovliviiuje
nitrogenasovou aktivitu, u hub rodu Verticillium a Fusarium stimuluje rist mikromycet
(Tsavkelova et al., 2006). V ptipadé cyanobakterii napomaha rdstu, tvorbé pigmenti
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potiebnych k fotosyntéze i fixaci dusiku (Anabaena doliolum) (Kapoor & Sharma,
1981). Pozitivni vliv na transkripci ma benzylaminopurin a trans-zeatin (Synechocystis)
(Suzuki et al., 2004). Cytokininy mohou pro houby rodu Aspergillus a Penicillium
slouzit jako zdroj dusiku, dale jsou schopny regulovat mnoZeni viru tabakové mozaiky,
exogenni podporuji biosyntézu enzymt, aminokyselin a antibiotik (Tsavkelova et al.,
2006).

Nékteré bakterie vyrabi cytokininy, aby je dale mohly pouzivat pro chemickou
signalizaci pii komunikaci s rostlinou nebo také jako nastroj pii napadeni hostitele.
Prvni CK biosyntetizovany gen se nazyva Tmr a primarné byl zjiStén u patogenni
bakterie A. tumefaciens (Sugawara et al., 2008). Pozd¢ji byl objeven také gen Tzs, lisici
se od Tmr substratovou specifitou (Chu et al., 2010). Stejné geny byly nalezeny i u
jinych bakterii rodu Agrobacterium, napf. A. vitis , A. rhizogenes a dalSich rostlinnych
patogennich bakterii (Takei et al., 2001). U patogennich bakterii (napf. Pseudomonas
syringae, Erwinia herbicola) je mozno de novo syntetizovat cytokininy
z isopentenylpyrofosfatu za katalyzy isopentenyltransferasou (IPT) (Tsavkelova et al.,
2006). Cytokininy lze prokazat pomoci biotesti ¢i papirovou chromatografii
bakteridlnich extraktl purifikovanych na iontoménici (Stirk et al., 2006).

V tRNA se casto nachazeji 2-methylthio derivaty cytokinind, které jsou
syntetizovany pomoci genu miaB (Persson et al., 1994). Produkt tohoto genu, MiaB, je
bifunkéni protein, ktery je zapojen v thiolaci i metylaci isopentenyladeninu v tRNA
(Pierre et al., 2004). Dali gen miaE kéduje tRNA 2-methylthio-N°-isopentenyladenosin
cis-hydroxylasu a byl zjistén u Salmonella typhimurium. Tento gen je velmi vzacny a
nenachazi se u eukaryot (Person & Bjork, 1993).

Interakce bakteridlniho patogenu s hostitelem se zaméfenim na cytokininy byla
podrobné studovana u fytopatogennich aktinomycet Rhodococcus fascians kmene D188
(Pertry et al., 2009). Bakterie je virulentni diky linearnimu plasmidu kédujicimu fas
operon, kdy Sest sekretovanych CK bazi synergicky pfesmérovava vyvoj tak, aby byla
stimulovana proliferace mladych vyhonki (Pertry et al., 2010). Proteiny podobné jako u
Rhodococcus fascians CKX (FasE) byly zjistény u mnoha dalSich bakterialnich druhd,
jako napt. Streptoalloteichus hindustanus, Myxococcus xanthus, Saccharopolyspora
erythrae, Herpetosiphon aurantiacus, Stigmatella aurantiaca a  Streptomyces
pristinaespiralis, jejich funkce vSak zlstava nejasna (Pertry et al., 2010). Sekvence
vztahujici se k CKX jsou pfitomny také v genomech nekolika druhi Legionella.
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Bylo také navrZzeno, ze cytokininy maji urcitou roli v interakci rostlin s jinymi
organismy (jako jsou napf. hmyz ¢i houby), tyto teorie vSak nejsou podporovany
stavajicimi genetickymi informacemi. Bylo zjisténo, ze plisnovy fytopatogen Ustilago
maydis syntetizuje cytokininy a Kyselinu abscesovou pro potencialni regulaci vzniku
nadort u kukufice (Bruce et al., 2010). To je vSak v rozporu s doposud zjisténymi
informacemi (tblastn), ze v genomu U. maydis ani jinych dostupnych genomech neni

sekven¢ni homologie k adenylatu IPT A. tumefaciens.

2.3.  Degradace cytokinint (cytokinindehydrogenasa)

Mnoho enzyml metabolizuje hormony cytokininy, jejichz odbourani probiha
pomoci cytokinindehydrogenasy (CKX, E. C. 1.5.99.12). Jedna se o enzym oxidativné
stepici NP-postranni fetézec, piidemz vzniké aldehyd a adenin. Takto degradovany jsou
zeatin, isopentenyladenin a ribosidy snenasycenym bocnim fetézcem, aromatické
cytokininy se degraduji velmi pomalu (Werner et al., 2006).

Cytokinindehydrogenasa slouzi v podstaté jako kontrola koncentrace cytokinini
V jednotlivych ¢astech rostlin, ktera se méni pravé s aktivitou CKX, tzn. reguluje také
procesy na cytokininech zavislé¢ (Schmiilling et al., 2003). Nejvyssi aktivity dosahuje
CKX v mistech syntézy cytokinint, kterymi jsou kli¢ici semena a kotfeny (Emery et al.,
2000). Napt. u kukufice je nejvyssi koncentrace ve floemu kli¢icich vyhonkd,
aleuronové vrstveé zrn a apoplastu bunck (Galuszka et al., 2005).

CKX je flavoenzym ze skupiny oxidoreduktas, nebot’ vyuziva jako elektronovy
pfenase¢ koenzym flavinadenindinukleotid (FAD), ktery je pfitomen jako kovalentné ¢i
nekovalentné vazany kofaktor redukovany v prib&hu katalytické reakce na FADH,,
pozdé&ji reoxidovan zpét pomoci elektronového akceptoru (Galuszka et al., 2001). Je tu
také vSak moznost, vytvaret elektronové akceptory z rostlinnych fenold in vivo jinymi

enzymy (Galuszka et al., 2005).
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Obr. 6 Obecna rovnice degradace cytokininti (Frébortova, 2008)

Aktivita CKX byla poprvé zaznamendna roku 1971 pii pfeméné znaceného
isopentenyladeninu na adenin v extraktu nezralého tabaku, o tii roky pozdé&ji byla stejna
aktivita prokazdna u kukuficnych zrn, kdy byl zodpovédny enzym nazyvan
cytokininoxidasou (CKO) ze skupiny aminoxidas (Hare & Van Staden, 1994), ktery ma
v aktivnim misté¢ méd’ a kyslik vystupuje jako elektronovy akceptor (Schmiilling et al.,
2003). To bylo vSak mnohokrat prokdzano jako chybné teorie - silngjsi elektronové
akceptory nez kyslik (Frébortova et al., 2004), nepfitomnost médi v aktivnim misté
(Bilyeu et al., 2001) aj., proto byla roku 2001 cytokininoxidasa reklasifikovana na
cytokinindehydrogenasu (Galuszka et al., 2001). V homogenni form¢& byla poprvé
izolovéna ze Zea mays, proto byla pojmenovana ZmCKX1 (Houba & Herin et al.,
1999).

Jedna se o glykosylovany enzym s moZnosti vyskytu ¢tyt glykosylaénich mist (dle
elektronové hustoty ZmCKX1) s péti navazanymi sacharidovymi residui (Malito et al.,
2004). Samotna glykosylace ovliviiuje lokalizaci enzymu, napomaha regulaci aktivity
CKX a stabilizuje protein (Schmiilling et al., 2003). Gen ZmCKX1 je jeden z vice nez
péti  ¢lent  genové rodiny u kukufice (Massonneau et al., 2004).
Cytokinindehydrogenasa je kodovana rliznym poctem genli v zavislosti na genové

rodin€ urc¢itého druhu, napf. :

Ryze: OSCKX1-OsCKX11.............. 11 gent (Werner et al., 2006)
Je¢men: HVCKX1-HVCKX7.............. 7 gent (Galuszka et al., 2004)
Kukufice: ZmCKX1-ZmCKX12......13 gent (Vyroubalova et al., 2009)
Arabidopsis thaliana: AtCKX1-AtCKX7......7 genti (Werner et al., 2006)
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Struktura ZmCKX1 byla vyfeSena v nativnim stavu a také v komplexu tvofeném se
substratem a reakénim produktem (Malito et al., 2004). Jedna se o monomerni protein
velikosti 57 kDa slozeny ze dvou domén a 534 aminokyselin. Vazebné misto pro
kofaktor vytvaii doména FAD (residua 40-244, 492-534) tvofena paralelnimi a
antiparalelnimi B-skladanymi listy ohrani¢enymi a-helixy. FAD je propojen s His105
8-methylovou skupinu flavinového kruhu a nachdzi se v piipadé vSech znamych
sekvenci v N-terminalni ¢asti (Malito et al., 2004). Tato vazba a motiv GHS jsou velice
konzervované (Werner et al., 2006). Druha doména je slozena z antiparalelnich f-
skladanych listl lemovanych a-helixy a jedna se o vazebnou doménu substratu (residua
245-491). V ZmCKX1 dochazi k absenci N-terminalnich residui z dtvodu jejich
odstépeni pti syntéze novych bilkovin (Malito et al., 2004).

Obr. 7 Celkova struktura ZmCKX1

Vazebna doména FAD modfe, vazebna doména substratu cervena, kofaktor FAD je vyznacen zelené a

substrat (iP) ¢erné (Malito et al., 2004)

Dalsi zndmou strukturou je AtCKX?7. Jako v pfedchozim ptipadé€ je sloZzena ze
dvou domén — FAD, ktera vytvati vazebné misto kofaktoru (residua 34-237, 480-514) a
vazebnou doménou substratu (residua 238-479). Podle krystalové struktury bylo uréeno,

ze nedochazi ke glykosilaci (Bae et al., 2007).

21



Jak je samotnd CKX ze dvou domén, tak 1 jeji aktivni misto je slozeno ze dvou
&asti, které jsou propojeny porem z Asp169, Leu458 a Trp397, kterd mé v priméru 4 A.
Prvni ¢ast je na povrchu proteinu a pfipomina tvar nalevky. Druha ¢ast je dutinka
ohranicena flavinovym kruhem, do této Casti je za katalytické reakce vlozen postranni
fetézec substratu a adenin tento prostor kryje a oddé€luje jej od okolniho prostiedi
(rozpousteédla). Pravé adenin je rozeznan Glu381 a alifatickymi postrannimi fetézci.
V této katalytické reakci vznikaji vodikové vazby, na jejichz vzniku se podili atomy
dusiku cytokininu (s vyjimkou dusiku Nl), dalsi vznika navazanim karboxylové skupiny
Aspl69 pies jeden kyslik na substrat v poloze N6, ptfes druhy kyslik dochézi
k propojeni s Glu288 (Malito et al., 2004).

Obr. 8 Povrch cytokinindehydrogenasy

Isopentenyladenin ¢erny (isopentenylovy substituent skryt v dutiné, adeninovy kruh nad povrchem — styk

s rozpoustédlem) (Malito et al., 2004)

Homologie ke genim CKX byly zjistény také u cyanobakterii Nostoc (PCC
7120) (Kaneko et al., 2001) a Anabaena variabilis (PCC 7937), u které je
zakonzervovan motiv GYT (v misto GHS), kdy miZze FAD kovalentné vazat i tyrosin a
threonin je podobny serinu (Rambouskova, 2006). Do téchto byly vlozeny s nejvétsi
pravdépodobnosti endosymbioticky (Schmiilling et al., 2003). FAD vaze kovalentn¢ 1
cystein, jak je tomu u cyanobakterie Acaryochloris marina obsahujici GCS motiv. U
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cyanobakterii Nodularia spumigena a u bakterie Rhodococcus fascians se nachazi motiv
GHS, ktery se taktéz nachazi v pozici 104-106 sekvence ZmCKX1 (Mewies et al.,
1998). Katalyticka baze Asp169 (GAC) se taky vyskutuje v aminokyselinové sekvenci u
bakterie Rhodococcus fascians, ne vSak u cyanobakterii — u Nostoc PCC 7120 se
Vv tomto aktivnim misté nachazi Leul27 (CTC). Atom kysliku karboxylové skupiny
Aspl69, je povazovan za dulezité residuum jelikoz tvoii vodikovou vazbu s atomem
substratu N®, coZ usnadiiuje oxidaci a ma vliv na stabilizaci komplexu enzym-substrat.
Absence Glu381 nezbytného pro rozpoznani adeninového kruhu postihuje také dalsi
cyanobakterie. Srovnanim CKX proteini cyanobakterii vyplyva rozdilné slozeni
aminokyselin, které jsou v ptipadé¢ ZmCKX1 nezbytné pro katalyticky mechanismus a

vazhbu kofaktoru.

3. Expresni systém Pichia pastoris

3.1. Obecna charakteristika

Pichia pastoris je metylotropni kvasinka. Radi se do tiidy Saccharomycet, ¢eledi
Saccharomycetaceae. Tato kvasinka je hojné vyuZivdna pro expresi rekombinantnich
proteinli. Nenabyvd mycelidlnich struktur, vyskyt pouze jako pseudomycelium.
P. pastoris $patn¢ snasi kvaSeni cukru, preference téchto kvasinek pro respiracni rust
vyrazn¢ usnadiiuje jeji kultivaci pii vysokych hustotach bunék, jelikoz nevytvaii
vyznamné mnozstvi toxického fermenta¢niho produktu — etanolu. Tato kvasinka dokéze
rist na metanolu jako na jediném zdroji uhliku a energie, k ¢emuZ je potfebna indukce
specifickym souborem metabolickych enzymil, dva ztéchto enzymi jsou
alkoholmonoaminoxidasa AOX a dihydroxyacetonsyntasa (DHAS). Regulace AOX a
DHAS hladiny proteint je fizena primarné na Urovni transkripce v genech, AOX1 a
DAS. Kromé produkce rekombinantnich proteinti je P. pastoris pouzivana také jako
modelovy a kontrolni organismus, ktery muze provéfit problémy Vv bunééné biologii
veetné peroxizomalni biogeneze a sestaveni, proteinové a organelové regenerace po
autofagii a organizace a funkci Golgiho aparatu.

P. pastoris je eukaryotni organismus ohraniceny tfivrstvou bunécnou sténou,
jejiz vngjsi ¢ast obsahuje mannanproteiny propojené disulfidovymi miustky, stiedni ¢ast

23



tvotfi B-1,6-glukan, glukanproteiny a mannanproteiny. Vnitini ¢ast, ktera ptiléha na
endoplasmatickou membranu, je slozena z mikrokrystalického f-1,3-glukanu.
V bunécné stén¢ se dale nachazi polysacharid - proteinové komplexy spojené
fosfodiesterovymi vazbami a hydrolytick¢é enzymy glykoproteinového typu.
K polysacharidovym komponentim bunétné stény patii chitin, glukan a mannan.
Plasmatickda membrana (plazmalema) ma pro bunky funkci osmotické bariéry, kontroly
transportu latek a vystupuje jako elasticky obal protoplastu. Sklada se predevsim
Z protein a fosfolipidii a u kvasinek jsou pro ni charakteristické invaginace do

cytoplasmy, obsahuje také volné steroly. Dale kvasinka obsahuje napft. strukturni

proteiny (histony, aktin, tubulin, ribozomalni pr.) a hormony (alfa a, feromony).

VALY
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Obr. 9 Pichia pastoris (snimek z elektronového mikroskopu)

Do sekre¢ni drahy jsou zahrnuty i organely jako endoplasmatické retikulum,
které vytvaii lamely, cisterny a tubuly a syntetizuji peptidy a proteiny. Zde jsou
aplikovany 1 poststranslacni upravy, k cilovému mistu jsou proteiny transportovany
pomoci sekrecnich méchyikti Golgiho aparatu. Respirace a oxidativni fosforylace
probiha v mitochondriich, které maji vlastni genetickou informaci a proteosyntézu.
K rozkladu funkéné naruSenych organel dochdzi ve vakuolach za pfitomnosti enzymu
hydrolaz, protedz, ribonukledz a esterdz. Vakuola obsahuje az 90% rozpustnych
aminokyselin kvasinky a zasobni komponenty jako polyfosfaty. K dalsim zasobnim
latkam bunky patii lipidy (sterolové estery, triglyceridy) a polysacharidy (glykogen,
trehalosa). Prostiedi buiiky je vyplnéno cytosolem o pH 6,2 — 6,4.

Jadro je ohranieno jadernou membrdnou a je tvoifeno komplexem dsDNA,

histontl a proteinti nehistonové povahy. VétSina gent je soustfedéna v chromosomech
24



tvofenych molekulou dsDNA s velikosti 1,107 Mbp. VétSina DNA je genomova (asi 80
%) a zbytek mitochondrialni. RNA je obsazena ve form¢ rRNA, mRNA(v cytosolu,
endoplasmatickém retikulu, mitochondriich) i tRNA. Pfi déleni jadra dochazi
k endomitdze, coz znamena, Ze nedochazi k rozruSeni jaderné membrany, na které se
nachazi polarni télisko, které je klicové pro iniciaci tvorby pupene. Kvasinky pfi svém
rozmnozovacim cyklu netvoii plodnice, probiha predevsim nepohlavni rozmnozovani
zpusobem deleni bunék — pucenim. Dochézi i k sexudlni tvorbé viecek neuzavienych
Vv plodnicich — askokarpech (Barnett et al., 2000).

Systém Pichia pastoris se 1isi od bakterialnich a mnoha dalSich expresnich
systémi v tom, Ze jsou vektory integrovany do genomu hostitele. Stejné jako u
Saccharomyces cerevisiae se takové integrace déji v priabéhu transformace a protoze ma
organismus dominantni homologni rekombinantni systém, jsou tedy prakticky vSechny
integraéni d&je mezi ¢astmi s vyznamnou homologii (> 0,5 kb) u jedné nebo vice
sekvenci vektoru a hostitelského genomu, napt. AOX1 promotorové sekvence (Cregg et
al., 1985). Vyhodou homologni rekombinace je to, Ze se da snadno zjistit, kde je
expresni vektor integrovan. Prozatim nebylo ovéfeno, zda misto integrace vektoru hraje
vyznamnou roli v urovni transkripce.

Pro expresi v Pichia pastoris je pouzivano mnoho rtiznych kmend. VSechny
P. pastoris kmeny jsou derivaty wild-type (WT) kmene Y-11430 nebo X-33. Tyto
kmeny nevyzaduji Zadné piidavky pro riist na médiich. Mnoho expresnich kmeni je
odvozeno od his4 auxotrofniho kmene. N¢kolik dalsich kment ma rizné kombinace
jedné nebo vice auxotrofnich mutaci v ARG4, ADE1, HIS4, URA3 a URAS5
biosyntetickych genech Pichia pastoris. Tyto kmeny umoziuji vybér expresnich
vektorl, které obsahuji pfislusné selekéni markery pro transformaci. Pfestoze vybér
Z vice nez jedné expresni kazety vyZaduje sekvencni informace, dostupnost vice
markert umoznuje exprimovat soucasné né€kolik heterolognich gend.

Kmen MS105 je také his4 auxotrofni, ma vSak dal§i mutace v genu P. pastoris
formaldehyd dehydrogenasy, coz vede k neschopnosti riistu na metanolu jako zdroji
uhliku nebo metylaminu jako zdroji dusiku (Shen et al., 1998). P. pastoris fld1 mutanti
maji zvysenou citlivost na formaldehyd oproti WT bunkam. Vektory obsahujici FLD
markery pak mohou byt vyuzity k selekci ,,multicopy expresnich kment pro screening
transformovanych kmeni s vysokou urovni odolnosti vic¢i formaldehydu (Sunga &
Cregg, 2004). Vétsina kment Pichia pastoris roste na metanolu stejné dobie jako WT.
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Kmen Genotyp
Y-11430 WT

X-33 WT
Auxotrofni

GS115 his4

GS190 argd

JC220 adel

JC254 ura3d

GS200 arg4 his4
JC227 adel arg4
JC304 adel his4
JC305 adel ura3
JC306 arg4 ura3
JC307 his4 ura3
JC300 adel arg4 his4
JC301 adel his4 ura3
JC302 adel arg4 ura3
JC303 arg4 his4 ura3
JC308 adel arg4 his4 ura3
YJIN165 urab

Proteasa-deficientni

KM71 his4 arg4 aoxIA: :ScARG4

MC100-3 his4 arg4 aoxIA: : ScARG4 aox2A: : Pphis4
SMD1 168 his4 Apep4: : URA3 ura3

SMD1 165 prbl his4

SMD1 163 pep4 prbl his4

SMD1 168 kex1 : : SUC2

Apep4: : URA3 A kex1: : SUC2 his4 ura3

Jiné
GS241 fld1
MS105 his4 fld1

Tab. 1 : Prehled kment Pichia pastoris (Cregg, 2007)
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Kmeny s mutacemi AOX jsou vsak nékdy schopny produkovat vys$i tGrovné
heterolognich proteinti (Chiruvolu et al., 1997), k dispozici jsou také kmeny s deleci
jednoho ¢i obou AOX genil. Dalsi vyhodou pouziti téchto kmeni je to, Ze neni potiebné
velké mnozstvi metanolu bézné pouzivané pro velkokapacitni fermentace kmena Mut".
KM71 (his4 arg4 aoxIA: :ScARG4) je kmen s ¢aste¢nou deleci AOX1, jenz je nahrazen
genem Saccharomyces cerevisiae ARG4 (Cregg & Madden, 1987). Tento kmen Mut®
roste na metanolu pomalu, jelikoz ma jen slabsi AOX2 pro metabolismus metanolu.
Dalsim kmenem je MC100-3 (his4 arg4 aoxIA: : ScCARG4 aox2A: : Pphis4) s deleci
AOX1 i AOX2, proto je zcela neschopen péstovani na metanolu (Mut) (Cregg et al.,
1989). Mut® a Mut" kmeny jsou schopny indukovat expresi z AOX1 promotoru
(Chiruvolu et al., 1997).

3.2. Expresni vektory

Zasadni pro vytvafeni heterolognich proteini v Pichia pastoris je konstrukce
expresnich bunék. To vyzaduje vybér vhodného expresniho vektoru a odpovidajiciho
kmenu. Ackoliv v minulosti bylo stémito kvasinkami jiz mnohokrat pracovano za
vyuziti bézné dostupnych kment a vektort (Cereghino et al., 2001), n€kolik novych
alternativ bylo vyvinuto teprve v poslednich letech. Jako nové nastroje byly pouzity
selekéni markery, auxotrofni kmeny zalozené na biosyntetickych genech — ARGA4,
ADE1, URA3 a URAS5 z P. pastoris, které umoznuji expresi n¢kolika heterolognich
gentl soucasné. Také byl objeven novy marker rezistence na Blasticidin Aspergillus
terreus a novy systém selekénich markerd zalozeny na dehydrogenaci formaldehydu
genu P. pastoris (FLD1) pro DNA-zprostiedkovanou transformaci a vybér ,,multicopy*
expresnich kmenli (Sunga & Cregg, 2004). Dal§i kmeny zahrnuji také zmutované
Pichia pastoris kmeny, které zvySuji sekreci heterologniho proteinu, tim nadmérnou
expresi eukaryotického proteinu disulfidické isomerasy (PD1) (Tsai et al., 2006) a
kmeny snizujici hypeglykosylaci (Callewaert et al., 2001) nebo konstrukei in vivo lidské
glykosyla¢ni drahy (Hamilton et al., 2003).

V soucasné dob¢ je znam velky pocet expresnich vektort, které jsou k dispozici.
Vsechny expresni vektory jsou E. coli / P. pastoris vektory obsahujici pivod replikace

pro plasmid E. coli a markery funkéni vjednom ¢i obou organismech. VétSina
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expresnich vektorii obsahuje expresni kazetu skladajici se z klonovacich mist (multiple
cloning site — MCS) pro inzerci cizi kédujici sekvence ohrani¢ené promotorem a
terminacni sekvenci odvozené z AOXI1. Dosazeni optimalnich vysledkii exprese je
pravdépodobnéjsi po vlozeni heterologni kodujici sekvence do prvniho restrikéniho
mista ve vétSiné MCS oblasti (Ellis et al., 1985). Pro sekreci heterolognich proteinti
obsahuji vektory sekvence navrzené tak, aby bylo mozné dosahnout fize mezi cizimi
proteiny a riznymi sekrecnimi signaly (Lin Cereghino & Cregg, 2001).

Vétsina expresnich vektor uzivd AOX1 promotor pro fizeni exprese, tento
promotor vSak nemusi byt optimalni. K alternativnim promotorim patii glukosou
indukované silné konstitutivni P. pastoris glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasy (GAP)
jako genové promotory a mirné exprimujici promotory z gent P. pastoris pro PEX8 a
YPT1 (Sears et al.,, 1998). FLD1 gen koduje glutation-dependentni formaldehyd
dehydrogenasu, kli¢ovy enzym pro metabolismus etanolu a metylovanych amini.
Pouziti FLD1 genového promotoru vede ke stejnym urovnim exprese jako u AOX1
promotoru pomoci B-laktamasy reportérového genu, Prp; vSak nabizi flexibilni
indukéni moznosti, napt. indukce bud’ metanolem jako jedinym zdrojem uhliku (siran
amonny jako zdroj dusiku) nebo metylaminem jako jedinym zdrojem dusiku (glukosa

jako zdroj uhliku) (Shen et al.,1998).
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Nazev vektoru

Selektivni markery

Vektory pro intracelularni expresi

pHIL-D2 HIS4
pA08015 HIS4
pPIC3.5K HI S4 a kan'
pPICZ ble'
pPIC6 bsd"
pGAPZ ble'
pFLD ble'
pJLIX FLDI
pBLHIS-IX HIS4
pBLARG-IX ARG4
pBLADE-IX ADE1
pBLURA-IX URA3
Vektory pro sekrecni expresi

pHIL-S1 HIS4
pPICIK HIS4 a kan'
pPICZa. ble'
pPIC6a bsd"
pGAPZa ble'
pFLDa ble'
pJL1-SX FLD1
pBLHIS-SX HIS4
pBLARG-SX ARG4
pBLADE-SX ADE1
Poura-SX URA3

Tab. 2: Nejznamé;jsi vektory pro Pi

chia pastoris (Cregg, 2002)
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3.3. Extracelularni exprese (a-faktor)

Exprese heterolognich proteintu v Pichia pastoris probihd bud’ intracelularné
nebo extracelularné. Protoze tato kvasinka Casto vylucuje nizké hladiny endogennich
proteinli, vylucované rekombinantni proteiny c¢asto predstavuji vétSinu celkové
bilkoviny v médiu (Romano et al., 1992). Pomoci vhodného expresniho vektoru muze
byt klonovan cizi gen v ramci se sekvenci kodujici bud’ nativni sekre¢ni signal a-MF (a
mating factor) prepro peptid pochazejici ze S. cerevisiae, nebo signal kyselé fosfatasy
(PHO1) (Raemaeker et al., 1999). S. cerevisiae a-MF prepro peptid, ktery je k dispozici
napt. na vektorech jako pPICa (série A, B 1 C), byl pouzit zatim s nejvetsi uspéSnosti.
Pro konstrukci expresni kazety s o-MF prepro peptidem je potieba pouze klonovat
heterogenni geny vramci se sekreCnim signdlem pomoci restrikénich enzymut
zastoupenych v MCS pfislusného vektoru. V nékterych ptipadech poskytuje a-MF lepsi
sekre¢ni signal pro expresi v Pichia pastoris nez sekvence nativniho heterologniho
proteinu (Brocca et al., 1998). Signal a-MF je ten nejcastéji pouZivany a byl velmi
uspésny v sekreci celé fady proteinti u Pichia pastoris a pravé proto byl zaélenén do
mnoha jejich expresnich vektora.

Signal a-MF se jevi jako silny sekre¢ni signal, nebot” sméfuje sekreci vétSiny
rekombinantnich proteini do kultivaéniho media. Problematické je vSak proteolytické
zpracovani toho signalu, N-konec je oddélen s rliznymi ¢astmi stale navazaného a-MF
signalu (pro znacny pocet rekombinantnich proteinii nedochédzi k plnému zpracovani
o-MF signalu endoproteinazou Kex2 v misté Glu-Lys-Arg). Stdpeni mize byt
efektivngjsi diky ptidani sekvenci Glu-Ala-Glu-Ala ke konstruktu za Kex2 misto (jejich
normalni pozice v a-MF), coz vede k fadnému zpracovani proteazou Stel3 v oblasti
Arg-Glu (Lin Cereghino & Cregg, 2001)

3.4. Selekce transformantt

Jednou z nejvice uzivanych strategii pro zvyseni exprese urcitého genu v Pichia
pastoris je zvySeni poctu expresnich vektori nebo expresnich kazet v hostitelském
kmeni (Scorer et al., 1994). Tato strategie vSak neni univerzalni, byly identifikovany i
geny, jejichz exprese se nezvySovala s rostoucim poctem kopii expresniho vektoru
(Thill et al.,1991). Pro zvySeni exprese byly popsany tfi zédkladni metody, prvni je

konstrukce vektoru s mnohocetnymi ,,head to-tail* kopiemi expresni kazety (Brierley,
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1998), druhym zptsobem je konstrukce vice expresnich vektord s riznymi selekénimi
markery a transformace kazdého vektoru do vhodného hostitele Pichia pastoris. Tteti a
nejcastéji vyuzivanou metodou je konstrukce expresni kazety do vektoru, ktery ma,
stejné jako selekéni marker, rezistenci k antibiotikim (Scorer et al., 1994). K témto
markerim patii zeocin (Zeo®) (Higgins et al., 1998), blasticidin (Bla®) nebo geneticin
(G418) (Scorer et al., 1994) resistenéni geny & gen Pichia pastoris formaldehyd
dehydrogenasa (FLD1) (Sunga & Cregg, 2004). Vsechny tyto Ctyfi geny funguji
obdobnym zptsobem, buriky P. pastoris jsou transformovany vhodnym vektorem a
naneseny na agarové misky s médiem obsahujicim vysokou koncentraci odpovidajiciho

antibiotika.
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4. Material

4.1. Ptistrojové vybaveni

Vzorky byly centrifugovany v centrifuze ROTANTA 460R od firmy Hettich
Zentrifugen (Némecko), koncentrace DNA a proteina a také aktivita CKX byla métfena
na spektrofotometru s diod. polem UV-VIS 8453 firmy Agillent (USA), PCR reakce
probihaly v termocykleru T-personal od firmy Biometra (Némecko), k elektroporaci byl
pouzit elektroporator ECM 399 firmy BTX (USA).

4.2. Chemikalie

Isopropanol byl zakoupen od firmy MACH (CR), etanol od firmy Penta (CR),
BSA od firmy Acros Organics (Belgie), phenol-chloroform-isoamylalcohol pH 8, p-
aminofenol a ampiliclin byly dodany od firmy Sigma-Aldrich (USA), 2,3-dimethoxy-5-
methyl-p-benzochinon (Qo), isopentenyladenosin (iPR) a isopentenyladenin (iP) dodala
firma Olchemim (CR), 2,6-dichlorfenolindofenol (DCIP) vyrabi firma Fluka (USA),
zeocin byl ziskan od firmy Duchefa (Nizozemsko), na pteciSténi DNA z gelu byl pouZit

MInELUTE Gel Extraction Kit od firmy QIAGEN (USA).

4.3. Biologicky materidl a enzymy

Polymerasa Phusion a pufr 5x Phusion HF byli ziskany od firmy Finnzymes
(Finsko), T4DNA ligasa pochazela od firmy NEB (Velké Britanie), pouzité restrikéni
endonukledzy Pstl, Xbal, Spel, Sac II a BInl a pfislusné pufry dodala firma TaKaRa
(Japonsko), enzym EcoRIl a jeho pufr a také DNA marker GeneRuler 1 kb byly
zakoupeny od firmy Fermentas (Kanada). Pichia pastoris X-33 byla ziskana od firmy
Invitrogen (USA).
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4.4. Ptiprava chemikalii a roztoka

TAE pufr — 70 mM Tris/kyselina octova, 1 mM kyselina ethylendiamintetraoctova
(EDTA)

LB medium — 1 % tryptone, 1 % NaCl, 0,5 % kvasni¢ny extrakt

LB low salt — 1 % tryptone, 0,5 % NacCl, 0,5 % kvasni¢ny extrakt

Roztok P1 — 50 mM Tris/HCI pH 8, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNasa A

Roztok P2 — 200 mM NaOH, 1 % SDS

Roztok P3 — 3 M octan draselny pH 5,5

YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium) pro kultivaci — 1 % kvasni¢ny extrakt,
2% peptone, 2 % D-glukosa

YPDS — 1 % kvasniény extrakt, 2 % peptone, 2 % D-glukosa, 1 M sorbitol, 2 % agar
S.0.C.medium — 2 g tryptone, 0,55 g kvasni¢ny extrakt, 1 ml 1 M NaCl, 1 ml 1 M KClI,
1 ml 2 M Mg**, 1 ml 2 M glukosa, neionizovana H,O do 100 ml

Mcllvainuv pufr — 0,2 M Na;HPO,/ kyselina citronova

5. Metody

5.1. Amplifikace CKX genu pomoci PCR

PCR reakce probéhla v objemu 50 pl a skladala se z 35,5 pl sterilni H,O, 10 ul
pufru (5x Phusion HF), 1 pul 10mM nukleotidi, 1 pl primeru forward, 1 pl primeru
reverse, 1ul templatu a 0,5 pl polymerasy Phusion. Reakce méla 24 cyklu.

Teplota (°C) Cas (s)
Pocatecni denaturace 94 180
Denaturace 94 30
Nasednuti primert 72-73 30 2
Elongace 72 90
Zavérecna elongace 72 600

Pozn. : pro pGAPZoA teplota pro nasednuti primert 72 °C
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Usp&sna amplifikace CKX genu pomoci techniky PCR byla ovéfena agarosovou
elektroforézou. Do jamek jsem nanaSela vzorek s 5,5 ul barviva Loading Buffer (10x
konc.). Dle nasledné UV detekce ethidium bromidu byla ovéfena velikost vyraznych

fragmentd.

5.2. Izolace plasmidové DNA

Do mikrozkumavek bylo pfeneseno 1,5 ml no¢ni kultury E.coli, ty byly
centrifugovany jednu minutu pii 5000xg, supernatant byl odpipetovan. K peletu bylo
pfidéno 0,3 ml roztoku P1 a nésledné zvortexovdno. Nasledné bylo ptidano 0,3 ml
roztoku P2 a po jemném promichédni se nechala mikrozkumavka stat 5 min pii bézné
laboratorni teploté. Posléze bylo pfidano 0,3 ml roztoku P3, ktery se opét jen velmi
opatrné vmichal n€kolikaterym pfevracenim zkumavky, néasledovala inkubace na ledu
po dobu 5 min. Poté byla smés centrifugovana 10 min pii 14 000xg. Supernatant byl
odpipetovan do ¢istych mikrozkumavek, bylo knému pfipipetovano 0,6 ml
isopropanolu laboratorni teploty a centrifugovano 20 min pii 14 000xg. Supernatant byl
odlit a vznikly pelet DNA promyt 0,5 ml 70% etanolem (uchovéavan pii -20°C) a
centrifugovan 5 min pii 14 000xg. Poté byl supernatant opét odpipetovan a pelet byl po
suSeni ve flowboxu po dobu asi 15 minut resuspendovan pfidavkem 30 pl sterilni vody.
Koncentrace a Cistota plasmidové DNA byla zjiSténa spektrofotometricky pti vinovych
délkach 260 nm a 280 nm dle vzorce pro koncentraci cpna = Azeo * 50 * 10 a Cistotu
A0/ Azgo.

5.3. Restrikce plasmidu pGAPZoA a pTYB-12 a genu NSCKX
Pro restrikéni Stépeni pTYB12 byla pfipravena smés celkového objemu 20 pl
skladajici se z 2 pl pufru EcoRI, 10 pl templétu, 0,5 pl obou restrikénich endonukleaz
(Pstl a EcoRI) a 7 pl sterilni vody pro doplnéni do celkového objemu. Inkubace smési

probihala pfes noc za teploty 37°C.
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V ptipadé restrikniho St€peni pGAPZaA byly pouzity restrikéni endonukleazy Sacll a
Xbal, pufr 10xT a navic 2ul BSA, doplnéno sterilni vodou do shodného objemu.

5.4. Izolace DNA z agarosového gelu

Skalpelem byly vyfezany a pfeneseny potiebné useky DNA (plasmid ¢i gen) do
mikrozkumavky a nasledné zvazeny (objem V; lg=1ml). Do mikrozkumavky byl
piidan pufr QG o objemu 3*V a celd mikrozkumavka byla inkubovana 10 min pfi
teploté 50 °C kvili rozpusténi gelu obsahujiciho DNA. Nasledné byl ke smési pridan
100% isopropanol o objemu V (tzn. o stejné hmotnosti jakou méla DNA) a jemné
promichén trojim pfevracenim zkumavky. Obsah této mikrozkumavky byl pfepipetovan
do QIAGEN spin kolonek, které se nechaly nasledovné centrifugovat 1 min pii 13 000
g. Zbytky pufru byly odlity a bylo opét ptidano 0,5 ml QG pufru, jehoz zbytky byly po
minutové centrifugaci opét odlity. Tento krok se opakoval i s pouzitim 0,75 ml pufru PE
(s ptfidavkem ethanolu). Kolonky byly pfemistény do €istych mikrozkumavek a DNA
eluovana 10 pl EB pufru.

5.5. Ligace DNA

Pro ligaci DNA byla pouzita smés 0 celkovém objemu 10 pl tvofena 1 ul T4
DNA ligasy, 1 pl liga¢niho pufru, DNA genu NsCKX a vektoru pGAPZaA v poméru
1:1, kde mnozstvi bylo uréeno dle intenzity fragmentl DNA na agarosovém gelu.
Reakce probihala pfes noc za teploty 16 °C, a ligaza byla poté inaktivovana 10 min za

teploty 70 °C.

5.6. Transformace Escherichia coli

Pro transformaci byly pouzity elektrokompetentni bunky Escherichia coli TOP
10. K t€émto bunikam byl pipetou ptfidan a promichan 1 pl rekombinantni plasmidové
DNA, tato smés byla inkubovana 5 min na ledu a poté prenesena do kyvet pro
elektroporaci. Transformace probéhla impulsem 1 800 V po dobu 5 ms. Okamzité na to
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bylo pomoci Pasteurovy pipety do této elektroporacni kyvety vstiiknuto 1 ml S.O.C.
média a nésledné byla vSechna smés touto pipetou nasata a prepipetovana do Cistych
mikrozkumavek, které byly presunuty na tfepacku, kde byly ponechany alesponi jednu

hodinu pii teploté 37 °C.

5.7. Selekce transformovanych bun¢k

Transformované buiiky byly po inkubaci v 37 °C inokulovany na Petriho misky
s LB agarem s pfidavkem antibiotika ampicilinu v koncentraci 100 pl/ml ¢i zeocinu
Vv koncentraci 50 pl/ml. Pomoci sterilni hokejky bylo vzdy v kazdé sad¢ misek rozetieno
30 pl a 100 pl vzorku a nésledné inkubovano ptes noc pfi teploté 37 °C. Druhého dne
byly ndhodné vybrané kolonie (vzdy po 10) sterilnim péaratkem pieockovany do
zkumavek s 2 ml tekutého LB media s pfidavkem antibiotika a takto inkubovany opét
ptes noc pii 37 °C. Po inkubaci byla ztéchto vzorkid izolovana plasmidova DNA,
provedena restrikéni analyza s nasledovnym ovéfenim spravnosti transformace pomoci

agarosov¢ elektroforézy.

5.8. Restrikce rekombinantniho vektoru pGAPzaA obsahujiciho gen NSCKX

K restrikci byly pouZity dvé smési o objemu 20 pl, v kazdé bylo obsaZeno 10 pl
DNA. V prvni smési se nachazely restrikéni endonukleasy Sac II a Xbal (obé v objemu
0,2 pl), 2 pl pufru T, 2 pl BSA a 5,6 ul sterilni vody pro doplnéni do celkového
objemu. V druhé smési bylo obsazeno 0,2 ul restrikéni endonukleasy Spel, 2 ul pufru M
a 7,8 ul sterilni vody. Vysledné produkty byly podrobeny agarosové elektroforéze.

5.9. Izolace a linearizace plasmidové DNA

Plasmidy byly nejdiive namnoZeny v LB mediu s ptfidavkem antibiotik a nasledné
izolovany jak v bod¢ 5.2. Dale probihélo $tépeni plasmidové DNA enzymem Blinl (2 pl)
s ptidavkem 4 pl pufru K v celkovém objemu 40 pl. Kdyz byl vektor kompletné
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linearizovan (24 h v teplot¢ 37 °C), byla provedena fenol/chloroformova extrakce a
vznikly pelet byl promyt 70 % etanolem a vysuSen. Po resuspendovani v 3 ul vody byla

zjisténa koncentrace DNA.

5.10. Transformace Pichia pastoris

Pro transformaci byly pouzity kvasinky Pichia pastoris X-33, které byly nejprve
namnoZzeny pies noc ve 2 ml YPD media (pfidano 5 pl kvasinkové kultury) a odebrany
1 ml z této kultury opét pfes noc namnozen ve 200 ml média. Po kultivaci byly kultury
centrifugovany 5 min pii 1500xg za chlazeni na 4 °C, pelet opakované promyt ledovou
(0 °C) sterilni vodou a centrifugovan. Supernatant byl odlit a bylo piidano 20 ml
ledového 1 M sorbitolu. Buiikky byly opét centrifugovany a k peletu pfidan 1 ml
ledového 1 M sorbitolu. 80 pl téchto kompetentnich bunék bylo smichdno s5 pg
linearizované DNA a napipetovano do elektroporacni kyvety, kterd byla inkubovéana na
led¢ 5 min. Kvasinky byly transformovany impulsem 1500 V po dobu 4 ms a poté
inkubovany 120 min pfi teploté 30 °C.

Transformované buiiky byly v objemu 50 pl, 100 pl a 200 pl naneseny na Petriho
misky s YPDS s piidavkem zeocinu (100 pg/ ml), které byly po inokulaci inkubovany
2 - 3 dny pfi teploté 30 °C. Z narostlych kolonii bylo ndhodné vybrano vzdy pét, které

byly pteockovany do 1 ml YPD media se zeocinem.

5.11. Exprese NsCKX v Pichia pastoris

Exprese probihala v rotacnim inkubatoru v teploté 30 °C, pfi ota€kach 230 rpm po
dobu 48-72 h. Kultura o objemu 50 ml byla nasledné centrifugovana 20 min pii 2 000xg
a supernatant byl pfepipetovan na ultrafiltracni aparaturu Amicon, kde byla pouzita
membrana cut-off 10 kDa pro separaci NSCKX z média. Tento proces probihal za
stalého chlazeni.

Pomoci spektrofotometru byla zhotovena ze smési ¢inidla Bradfordové (5x zt'.) a
BSA (2, 4, 6, 8 a 10 pg/ul) kalibracni kiivka a dale zmétena absorbance pro kazdy
vzorek.
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5.12. SDS-PAGE elektroforéza

SDS-PAGE elektroforéza byla provedena podle Laemmli (1970) s pouzitim 10 %
déliciho a 5 % zaostfovaciho gelu. Proteiny po elektroforéze byly detekovany pomoci
barveni stfibrem nebo Coomasie Brilliant Blue R-250.

Pfi immunoblottingu (IB) byly proteiny pieneseny na povrch PVDF membrény,
kde byly detekovany specifickymi protilatkami.

5.13. Stanoveni aktivity CKX

Aktivita CKX se méfi metodou zaloZenou na reakei aldehydu (produkt degradace
substratu) a p-aminofenolu v kyselém prostiedi za vzniku Schiffovy baze, ktera
absorbuje pii 352 nm. Aktivita proteinti byla méfena v pritomnosti Mcllvainova pufru
pH 5 a 6,5, jako elektronovy akceptor byl pouzit 10 mM Qg ¢i DCIP, substratem byl 10
mM iP ¢i iPR (u blanku DMSO). Smés o objemu 600 pl se skladala vzdy z 300 pl
pufru, 30 pl elektronového akceptoru, 15 pl substratu, 30 pl enzymu a vody. Pro kazdy
vzorek byly tedy napipetovany tyto sady:

1. 0 ip

° _ oH 5
2. o) iPR
3. DCIP ip oH
4. DCIP iPR 6.5

Jejich inkubace probéehla ptes noc pii 37 °C, pro zastaveni reakci bylo pouzito
300 pl 40 % kyseliny trichlorooctové (TCA) a piidan 200 ul 2 % p-aminofenol (v 6 %
TCA). Tato smés byla centrifugovana pii 14 000Xg 5 min a nasledné byla méfena

absorbance.
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6. Vysledky a diskuze

6.1. Konstrukce rekombinantnich plasmidi pPGAPZoA obsahujicich

cyanobakterialni gen CKX (NSCKX) s mutaci v aktivnim misté

V piipadé¢ NsCKX se v aktivnim misté nachazi Leul27 (CTC) misto Aspl169

(GAC). Proto byla jiz diive navrzena cilena mutageneze Leul27—Asp. Jednalo se o
dvoubodovou mutaci, pii které byly zaménény CT za GA (Smékalova, 2010).

Nejdiive byl mutovany gen NSCKX amplifikovan PCR reakcei, pfi niz byly

pouzity primery o sekvencich, které mohly byt nésledné specificky rozpoznany a

Stépeny restrikénimi endonukleasami. Byly navrzeny primery:

pTYB_EcoRI_fw
5’- GGAATTCATGAGTAAACCAAAAAACAATTCTC -3’

NosCKXPstl_rev
5’- AAAACTGCAGCTAGCTCAGAACATGGCTCGG - 37

NsCKX_Sacll_fw
5’- TCCCCGCGGGGATGAGTAAACCAAAAAACAAT -3’

NSCKXHis_rev
5'- GCTCTAGAGTAGCTCAGAACATGGCTCGG - 37

pPBINNSCKX_Xbal rev
5’- GCTCTAGACTAGCTCAGAACATGGCTCGG - 37

Pro Stépeni byly pouzity restrikéni endonukleasy Pstl a EcoRI, které vytvotily
lepivé konce. Stejnymi endonukleasami byl §t€pen také plasmid pTYB12 obsahujici gen
rezistence na ampicilin. Amplifikace genu CKX i restrik¢éni analyza plasmidu pTYB12

byly ovéfeny pomoci agarosové elektroforézy. Fragmenty ptislusné velikosti (NSCKX
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ma velikost 1344 bp, pTYB-12 7417 kbp) byly z gelu vyfezany a nasledné

purifikovany.

Obr. 10
1. marker (1 kb), 2. - 3. Gen NsCKXmut,5. vektor pTYB 12, 6. — 7. vektor pGAPZoA

Dal$im postupem byla ligace pro spojeni genu a vektoru za vzniku
rekombinantniho plasmidu. Pro ligaci byla pouzita T4 ligasa, mnozstvi genu CKX a
vektoru bylo urceno dle intenzity fragmentii na agarosovém gelu. Plasmid vznikly
ligaci byl transformovan do elektrokompetentnich bun¢k E. coli TOP 10, jenz byly
nasledné kultivovany na LB agaru sobsahem ampicilinu. Bohuzel pftiprava
rekombinantniho vektoru pTYB12 nebyla uspésnd, prestoze byla n¢kolikrat opakovana.

Proto byl zvolen expresni systém Pichia pastoris a plasmid pGAPZoA(His)1o (Obr. 11).
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[ctactors 1ochis [e mye epitope. oxHis |9°2)]

Obr. 11 : Mapa plasmidu pGAPZoaA (His1o)

S pouzitim tohoto plasmidu je mozné produkovat rekombinantni proteiny
s histidinovou kotvou na N-konci ¢i na obou koncich. NSCKX gen byl tedy
amplifikovan pomoci riznych reverse primert (jeden se STOP kodonem, u obou
sekvence Xbal) a stejného forward primeru (sekvence Sacll). Po ligaci s vektorem
nasledovala transformace E.coli TOP10 a selekce transformanti probihala na LB mediu
se zeocinem. Ptitomnost rekombinantniho plasmidu byla ovéfena restrikéni analyzou
endonukleasami Sacll a Xbal (velikost fragmenti asi 1400 bp a 3200 bp) a také Spel
(asi 4600 bp, restrikéni misto v sekvenci NSCKX). Po agarosové elektroforéze (Obr. 12)
bylo pozitivné vyhodnoceno Sest a devét vzorku z deseti, respektive pro gen se STOP
kodonem a bez ngj. Jeden z plasmidl v obou variantach byl poslan na sekvenaci, kde
bylo potvrzeno, Ze obsahuje gen NSCKX. Rekombinantni plasmidy byly pak

linearizovany pro transformaci expresnich bunék Pichia pastoris.
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Sl 3000 bp

Y. 1000 bp

b)

— 6000 bp
3000 bp

— 1000 bp

Obr. 12: Kontrolni restrikce plasmidu pGAZaA (His)10::NSCKX (bez STOP kodonu)
a) Restrikéni endonukleasy Sacll a Xbal
b) Restrikéni endonukleasa Spel
1. Marker (1 kb), 2. -10. Plasmid
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6.2. Exprese rekombinantnich plasmida

Pro transformaci byly pouzity elektrokompetentni bunky Pichia pastoris X-33. Poté
byly kvasinky kultivovany na YPDS mediu s pfidavkem zeocinu za ucelem selekce
transformatti. Z kazdé skupiny vzorka bylo vybrano pét kolonii, jenz byly pfeockovany
do zkumavek s tekutym médiem a zeocinem a dale exprimovany v YPD médiu bez
pridavku antibiotika v objemu 50 ml. Proteiny exprimované s pouzitim pGAPZoA jsou
sekretovany, proto bylo médium po dokonceni exprese piefiltrovano pfes membranu
cut-off 10 kDa. Ziskany protein byl dale pouzit pro stanoveni aktivity. Reakce byla
navrzena pro substraty iP a iPR s elektronovymi akceptory Qo a DCIP. Nepodaftilo se
vsak zaznamenat zadnou aktivitu. Je mozné, ze protein neni aktivni nebo byly Spatné
zvoleny podminky méfeni. Vzorek byl dale testovan na SDS-PAGE, ale vzhledem
k velkému mnozstvi podobné velkych proteinti se nedalo urcit, zda je pfitomen NSCKX
(49,8 kDa). Nasledny immunoblotting s protilatkami HvCKX1 a HvCKX2 také
neprokazal pfitomnost hledané¢ho proteinu, ale homologie mezi NSCKX a rostlinnymi

CKX je opravdu nizk4, proto vysledek nemusi byt spravny.
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Obr. 12 : Nukleotidova a proteinova sekvence NSCKX genu (Cervené¢ oznaceno misto
mutace)
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1. Zavér

Teoretickd Cast této bakalarské prace prezentuje cyanobakterie, jejich bunécnou
stavbu, zplisob Zivota, schopnost fixace vzdu$ného dusiku a fotosyntézy, s dalSim
zaméfenim na konkrétni cyanobakterii Nostoc PCC 7120. Nasledujici kapitola
teoretické Casti pojednava o rostlinnych fytohormonech cytokininech, jejich syntéze u
mikroorganismil a jejich nasledném zpétném vlivu na tyto mikroorganismy. Pfedmétem
z4jmu je cytokinindehydrogenasa, flavoenzym skupiny oxidoreduktas, ktera
zprostiedkovava ireversibilni degradaci cytokinind. Posledni kapitola teoretické ¢asti
shrnuje zékladni poznatky o methylotropni kvasince Pichia pastoris, jejim pouziti jako
expresni systém, jelikoz je schopna v kombinaci s vhodnym vektorem extracelularné a
ve velkém mnozstvi exprimovat rekombinantni proteiny.

V praktické Casti byla provedena amplifikace CKX genu (NsCKX) pomoci PCR,
nasledné specifické restrikéni §tépeni genu a vektorti pTYB12 a pGAPZoA. Plasmidy
po ligaci poslouzily k transformaci E. coli a selekce transformantd prob&hla na médiu
s ampicilinem ¢i zeocinem. Pfiprava rekombinantniho plasmidu pTYBI12 nebyla
uspésna a proto byl prednostné zvolen expresni systém P. pastoris. Restrikéni analyzou
byla ovéfena piitomnost rekombinantniho plasmidu pGAPZoA::NSCKX, ktery byl
izolovan, sekvenovan a nasledné transformovan do P. pastoris. Proteiny po expresi
byly od media oddéleny ultrafiltraci a byla u nich spektrofotometricky méfena
enzymova aktivita. Aktivita CKX vSak nebyla naméfena. Vzorek byl tedy pouZit pro
SDS-PAGE elektroforézu a immuniblotting, vysledky byly ale nepfesné. Nebyl ziskan

piimy dikaz, zda exprese proteinu vabec probéhla.
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8. Seznam pouzitych zkratek

BAP N®-benzyladenin

CK cytokininy

CKX cytokinindehydrogenasa
DCIP 2,6-dichlorfenolindofenol
FAD flavinadenindinukleotid

iP isopentenyladenin

iPR isopentenyladenosin

NsSCKX CKX gen z Nostoc PCC 7120
PCR polymerazova fetézova reakce
Qo 2,3-dimethoxy-5-methyl-p-benzochinon
tZ trans-zeatin

WT wild-type
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