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Cytokininy jsou dillezitymi rostlinnymi regulatory ristu a vyvoje
rostlin a jejich hladina je kontrolovana mimo jiné enzymy
zvanymi cytokinindehydrogenasy (CKX). Rostliny obsahuji CKX
rodiny o rizném poctu ¢lend. Genom kukufice (Zea mays L.)
obsahuje 13 ZmCKX gent. Jedina isoforma ZmCKX6 neni
aktivni v in vitro testech. Cilem diplomové prace bylo stanoveni
specifické aktivity cytokinindehydrogenas v pletivech kukufice v
ruznych stadiich vyvoje. Byly provedeny 2 druhy extrakei,
nejprve bez detergentu a nasledné s detergentem Triton X-100.
Prvotnim cilem bylo zjistit, jestli je moZzné vyextrahovat rtizné
isoformy ZmCKX (apoplastické a intracelularni), které bychom
byli schopni odlisit porovnanim s jejich expresnimi profily a na
zakladé jejich substratové preference. Funkénost tohoto
zvoleného piistupu byla nejlépe pozorovana u énélek s bliznami,
kdy se pravdépodobné podafilo vyextrahovat bez detergentu
predevsim apoplastickou isoformu ZmCKX1 a také ZmCKX12.
Pii pouziti detergentu doSlo k vyextrahovani mimo téchto
isoforem navic ziejmé také vakuolarni ZmCKXS5. Druhym cilem
této prace bylo provedeni heterologni exprese, purifikace a
nasledné biochemické charakterizace t#i variant enzymu
ZmCKX6. Podatilo se pripravit vSechny tfi varianty: nativni
variantu ZmCKX6 (WT, wild type) a dvou jeho mutovanych
variant, nesouci bodovou mutaci v konzervovanych motivech
HFG a PHPWLN. Tyto rekombinantni proteiny byly
exprimovany v expresnim systému Escherichia coli, purifikovany
pomoci afinitni chromatografie. Byla potvrzena nefunk¢nost
proteinu ZMCKX6-WT. U aktivnich forem ZmCKX6-HFG a
ZmCKX6-PHPWLN byla dale studovana substratova specifita
s vyuzitim metody vysokoucinné kapalinové chromatografie
(UHPLC). Bylo zjisténo, ze varianta ZmCKX6-HFG je az 150
krat aktivngj$i nez ZmCKX6-PHPWLN. Prefererovanym
substratem pro tento enzym byl N°-(2-isopentenyl)adeninribosid
(iPR) a také volné cytokininové base. Tyto vysledky prokazuji, ze
pro aktivitu CKX enzymi je zcela zasadni HFG motiv, ktery je
siln¢ konzervovany u vsech zbyvajicich kukufi¢nych isoforem.

Zea mays L., rekombinantni protein, cytokinin,
cytokinindehydrogenasa, substratova specifita,

konzervovany motiv
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Cytokinins are important regulators of growth and development
in plants and their level is controlled among others by enzymes
called cytokinin dehydrogenases (CKX). Plants contain small
CKX families with various numbers of members. The genome of
maize (Zea mays L.) encompases 13 ZmCKX genes. The only
isoform ZmCKX®6 is not active in in vitro assays. The aim of this
thesis was to determine the specific activity of cytokinin
dehydrogenases in maize tissues at different developmental
stages. Two extraction methods were performed, first without
detergent and then with the detergent Triton X-100. The primary
objective was to determine whether it is possible to extract
different ZmCKX isoforms (apoplastic and intracellular), which
we could distinguish based on their g°PCR expression profiles and
their substrate preferences. The functionality of this approach was
demonstrated best in silks. Apoplastic isoform ZmCKX1 and also
ZmCKX12 were extracted without detergent while using
detergent vacuolar isoform ZmCKX5 was isolated, most likely.
The second objective of this work was to perform heterologous
expression, purrification and then biochemical characterization of
three variants of ZmCKX6 enzyme. All three variants were
successfully prepared: native variant of ZmCKX6 (WT, wild
type) and two mutant variants in conserved motives HFG and
PHPWLN, respectively. The recombinant proteins were
expressed in a heterologous expression system Escherichia coli,
purified by affinity chromatography. The nonfunctionality of
native ZmCKX6-WT was confirmed. The substrate specificity of
functional ZmCKX6 variants was studied using high performance
liquid chromatography (UHPLC) method. The ZmCKX6-HFG
variant was up to 150 fold more active than ZmCKX6-PHPWLN.
Preferred  substrate  for  this enzyme was  N°-(2-
isopentenyl)adenine 9-riboside (IPR) and cytokinin free bases.
These results show that HFG motif is essential for CKX activity,
it is highly conserved in all the other maize isoforms.
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Cile prace

v

Vypracovani literarni reSerSe na téma cytokininy, shrnujici nejnovéjsi informace
zamé&fené predevsim na katabolismus cytokininli V jednodéloznych rostlinach
Stanoveni specifické aktivity cytokinindehydrogenas v pletivech kukufice v
ruznych vyvojovych stadiich

Heterologni exprese a purifikace nativni (WT) a mutovanych verzi enzymu
ZmCKX6 v expresnim systému Escherichia coli BL21 STAR DE3 a jejich

nasledna biochemicka charakterizace



Uvod

Cytokininy (CK) patii vedle auxinu, giberelinu, strigolaktont, kyseliny abscisové a
ethylenu k rostlinnym rastovym regulatorim (fytohormontm), které hraji dtlezitou roli
ve vyvoji a rustu rostlin. V této diplomové praci se zabyvam pravé cytokininy,
respektive jejich degradacnimi enzymy. Cytokininy byly objeveny jako latky
ovlivitujici bunécné déleni (cytokineze) a odtud dostaly nazev. Prvnim izolovanym
cytokininem byl kinetin (6-furfurylaminopurin), ktery byl nalezen ve spermatu sled¢ a
brzliku telete (Miller et al., 1955). Prvni rostlinny cytokinin byl izolovan z nezralych
semen kukufice (Zea mays L.) proto dostal nazev zeatin. Byl izolovan ve velmi malém
mnozstvi, pouze 0,7 mg z 60 kg rostlinného materialu (Letham, 1963). Cytokininy tedy
reguluji bunécné déleni, a tim hraji dalezitou roli v mnoha fyziologickych procesech
rostlin. Podileji se na kli¢eni semen, zpomaluji senescenci, potlacuji apikalni

dominanci, reguluji tvorbu a velikost cilovych organd, ovliviiuji velikost semen a vynos

(Mok a Mok, 1994).



TEORETICKA CAST

10



1 Kukufice seta (Zea mays L.)

Kukufice je velmi rozSifenou potravinou a ma Velky ekonomicky vyznam
Vv celosvétovém méftitku. K nejvetsim producentlim kukufice patii bezesporu USA, které
vypéstuji az 32 % z celkové svétové produkce. Dalsimi vyznamnymi producenty jsou
pak Cina (24 %) a Brazilie (8 %), staty EU pfispivaji ke svétové produkci 6 %. Podobna
situace je i u konzument kukufice, kdy na prvnim misté je opét USA, dale Cina, staty
EU, Brazilie a Mexiko. Svétova produkce kukutice za rok 2013 ¢inila 967 mil. tun. Ve
vyspélych zemich se kukufice pouziva predevsim jako krmivo pro dobytek. Naopak
Vv rozvojovych, zejména africkych zemich, se kukutice pouziva pro ptimou konzumaci.
Kukufice se v potravinaiském pramyslu pouziva jako zdroj oleje, skrobu, glukosy,
fruktosového sirupu a bioethanolu.

Podle Ceského statistického tufadu (CSU) se v roce 2013 na tizemi Ceské republiky
vyprodukovalo 753 000 tun kukufiénych zrn.

Kukufice seta (Zea mays L.) patii mezi jednodélozné rostliny z ¢eledi lipnicovitych
(Poaceae). Jedna se o jednodomou rostlinu, tzn., Ze se na téze rostliné vyskytuji zaroven
sam¢i i sami¢i kvéty (Obr. 1). Saméi kvétenstvi je tvofeno vrcholovou latou klas,
produkujici pylova zrna. Samici kvétenstvi (palice) vyrustaji z Gzlabi listu. Cely samici
klas je uzavien v pochvach listenli (obalové listy klasu) a na vrcholu vyrtstd choma¢
¢nélek s bliznami (tzv. vlasky), které slouzi k zachyceni pylovych zrn. Zrajici plodnice
kukufice (palice) se sklada ze stovek zrn (semen) uspotfadanych ve sloupcich, které jsou
vysledkem samostatného oplozeni. Zrno kukufice obsahuje 62 % Skrobu, 19 %

proteint, 15 % vody a 4 % kukufi¢ného oleje.
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sam¢i kveéty

Obr. 1. Organova stavba kukufice seté (Zea mays), (upraveno podle http://www.biology-
resources.com/drawing-plant-flower-15-maize-plant.html, 22. 5. 2014).
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2 Cytokininy

Chceme-li charakterizovat cytokininy (CK) po jejich chemické strance, jsou to derivaty
adeninu, které maji v poloze N°® atomu dusiku navézany substituent. Podle povahy
tohoto substituentu délime cytokininy na isoprenoidni a aromatické. Mezi zastupce
isoprenoidnich cytokinint patii N°-(A-isopentenyl)adenin (iP), cis-zeatin (cZ), trans-
zeatin (tZ) nebo dihydrozeatin (DHZ), (Obr. 2). Aromatické cytokininy nejsou zdaleka
tak rozsifeny jako isoprenoidni, vyskytuji se vzacné a neni o nich mnoho zndmo
(Strnad, 1997; Tarkowska et al., 2003), patii mezi n& napiiklad N°-benzyladenin (BA),
kinetin (K), meta-topolin (mT) nebo ortho-topolin (oT), (Obr. 3).

Cytokininy se v rostlinnych organech nevyskytuji pouze jako volné baze
(nukleobase), ale vétsinou ve formé nukleotidd, nukleosidi a N- a O-glukosidi. Tyto
vSak vykazuji obecné nizsi biologickou aktivitu nez volné base. Dfivéjsi i soucasné
studie cytokininovych receptorti ukazuji, Ze mezi nejaktivnéjsi cytokininy patii tZ a iP,
naopak cZ je obecné povazovan za méné aktivni (Spichal et al., 2004). Mezi dalsi
skupinu latek s cytokininovou aktivitou patii syntetické derivaty odvozené od
fenylmocoviny, které se ovSem nevyskytuji v rostlinach, ale byly pfipraveny uméle.
K témto derivatim patii difenylmocovina (DPU), vysoce aktivni thidiazuron (TDZ) a

N-fenyl-N’-(2-chloro-4-pyridyl)moc¢ovina (CPPU) (Obr. 4) (Mok et al., 1982).

CHj CHj OH OH
OH
/%\ CH, /%\/ /%icm CHs
HN HN HN HN
NT X N\ N7 X N N N N
X
@g DO NN S
N H N N N H N N
H H
N°-(isopentenyl)- cis-zeatin trans-zeatin dihydrozeatin
adenin (iP) (c2) (t2) (DHZ)

Obr. 2: Strukturni vzorce isoprenoidnich CK s jejich trivialnimi nazvy.
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H HN HN
N\ N N N
N\ N N7 N7
(LY @& SIS
H H
N°-benzyladenin Kinetin meta-topolin ortho-topolin
(BA) (K) (mT) (oT)

Obr. 3: Strukturni vzorce aromatickych CK s jejich trivialnimi nazvy.

NH__NH
|| N, N’-difenylmocovina
o
(DPU)
NH__NH \K\
| N N-fenyl-N’~(1,2,3-thidiazol-5-yl)mocovina;

thidiazuron (TDZ)

‘ N-fenyl-N"-(2-chloro-4-pyridyl)mocovina
(CPPU)

Obr. 4: Strukturni vzorce derivati mocoviny.

2.1 Biosyntéza cytokinint
Cytokininy mohou byt syntetizovany bud’ pomoci pfimé (de novo), nebo nepiimé
(tRNA) drahy (Obr. 5).

Dominantni drahou biosyntézy cytokinini je de novo syntéza, kterou vznikaji
isoprenoidni  cytokininy. Tato draha zacind pienosem prenylové skupiny
z dimethylallylpyrofosfatu (DMAPP) na N® pozici AMP (ADP, AMP) za katalyzy
enzymu isopentenyltransferasy (IPT, EC 2.5.1.27). Primarnimi produkty této reakce
jsou isopentenyladenosin-5-fosfaty, tedy iPRMP, iPRDP nebo iPRTP (Kakimoto, 2001).

Aktivita biosyntetického enzymu IPT byla jako prvni detekovana (in vitro) ve slizu
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hlenky Dictyostelium discoideum. Casteéné vygistény enzym katalyzoval pienos
isopentenylového zbytku z DMAPP na AMP. Piekvapivé ATP, ADP ani cCAMP zde
nefungovaly jako isoprenylové akceptory (Taya et al., 1978).

V roce 1984 byla nezavisle na sobé dvéma skupinami védcu Akiyoshi et al. (1984) a
Barry et al. (1984) potvrzena existence enzymu IPT také v bakterii Agrobacterium
tumefaciens, ktera infikuje rostliny a tvofi na nich nadory. Bakterie nese v Ti-plasmidu
(tumor inducing) T-DNA (transfer), ktera obsahuje nékolik gend, mimo jiné tmr (tumor
morphology root) zodpovédny za produkci cytokinini. Pfenosova T-DNA se integruje
do hostitelského (rostlinného) chromozomu. Tento gen tmr byl naklonovan a
exprimovan v Escherichia coli. Nasledné bylo prokazano, ze gen tmr koéduje enzym
IPT, ktery katalyzuje prvni krok cytokininové biosyntézy, tedy — produkci iPRMP
z DMAPP a AMP (Akiyoshi et al., 1984; Barry et al., 1984).

Na zaklad¢ téchto vysledka se tedy usuzovalo, ze biosyntéza cytokinint V rostlinach
vychdzi zDMAPP a AMP. Dalsi studie nicméné ukazaly, ze rostlinné IPT
upiednostiuji jako akceptory isoprenylové skupiny ADP a ATP (Takei et al., 2001;
Kakimoto et al., 2001).

Cytokininy tZ-typu jsou syntetizovany dvéma drahami: iP-zavislou drahou a iP-
nezavislou drahou. V prvni draze dochazi k hydroxylaci isopentenylového postranniho
fetézce 1P-nukleotidli cytochrom P450 monooxygenasami CYP735A1 a CYP735A2 a
vznikaji tak derivaty tZ (tZ-nukleotidy), tato reakce byla popsana v Arabidopsis
thaliana (Takei et al., 2004). Druha draha je nezavisla na iP a derivaty tZ se tvori
pifenosem hydroxylovaného postranniho fetézce z (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-
enyldifosfatu (HMBDP) na adeninovy kruh do polohy N® (Sakakibara et al., 2005). De
novo syntéza cytokinind je ukonéena hydrolytickou aktivaci, pfi niz jsou iP-nukleotidy
a tZ-nukleotidy pfeménény na biologicky aktivni volné baze. Enzym, ktery hraje v této
reakci klicovou roli je ribosid-5"-monofosfat-fosforibohydrolasa LOG (lonely guy),
ktera katalyzuje Sté€peni cytokinin ribosid-5"-monofosfatu za uvolnéni biologicky
aktivni cytokininové nukleobase a ribosy-5"-monofosfatu. Geny kodujici tyto enzymy
LOG byly nalezeny i v dalsich rostlinach, napt. v ryzi (Kurakawa et al., 2007).

Dals$i moznosti biosyntézy CK je drahou zavislou na tRNA, kdy nékteré tRNA
obsahuji adenin s N® prenylovanymi zbytky. Tato prenylace adeninu je katalyzovana
tRNA-isopentenyltransferasou (tRNA-IPT; EC 2.5.1.8). Isopentenyl-pyrofosfat se vaze
na 3" konec antikodonu tRNA (Golovko et al., 2002). Naslednou hydrolytickou
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degradaci dochazi k uvolnéni prenylovaného adeninu (tedy cytokininu). Prenylovana
tRNA obsahuje hlavné iP a c¢Z. Tato drdha je zatim jedinym prokdzanym zdrojem cZ-
cytokinint (Kasahara et al., 2004).

Biosyntéza aromatickych cytokininti zistdva prozatim neobjasnéna.

s

ATP —» iPRTP > tZRTP *
tRNA

| )
preny-tRNA
DMAPP +< ADP — iPRDP — tZRDP

cis-prenyl-tRNA

\ AMP —» iPRMP —p tZRMP DZRMP cZRMP
iPR E tZR LOG DZR LOG c¢ZR | LOG

aktivni forma CK P tZ DZ cZ
OH

H
HN HN HN HN Z
N/ N N7 N N7 N N7 N
N OH NOH NH NTH

Obr. 5: Model biosyntézy isoprenoidnich cytokininii v rostlinach. Modré Sipky znazormuji
znamé enzymy. Sedé Sipky znazoriuji enzymy, které nebyly doposud identifikovany. AMP -
adenosin monofosfat, ADP - adenosin difosfat, ATP - adenosin trifosfat, cZ - cis-zeatin, cZR -
cis-zeatin ribosid, cZRMP - cis-zeatin ribosid monofosfat, DMAPP - dimethylallyldifosfat, DZ -
dihydrozeatin, DZR - dihydrozeatin ribosid, DZRMP - dihydrozeatin ribosid monofosfat, iP -
N®-isopentenyladenin, iPR - NC-isopentenyladenin ribosid, iPRMP - N®-isopentenyladenin
ribosid monofosfat, iPRDP - N°-isopentenyladenin ribosid difosfat, iPRTP - N°-
isopentenyladenin ribosid trifosfat, tZ - trans-zeatin, tZR - trans-zeatin ribosid, tZRMP - trans-
zeatin ribosid mono-fosfat, tZRDP - trans-zeatin ribosid difosfat, tZRTP - trans-zeatin ribosid
trifosfat. Dalsi zkratky jsou vysvétlené v textu (upraveno podle Hirose et al., 2008).
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2.2 Degradace cytokinini

Distribuce a koncentrace cytokinini Vv rostlinnych pletivech a bunikach je regulovana na
nékolika Grovnich, a sice jejich syntézou, inaktivaci (glykosylace), nevratnou degradaci
a také bunéfnou kompartmentaci (Hare a van Staden, 1994). Jedinym znamym
enzymem nevratné degradujicim cytokininy je cytokinindehydrogenasa (CKX; EC
1.5.99.12). CKX je klicovym enzymem, ktery S$tépi vazbu mezi dusikem N° a
postrannim fetézcem cytokininti. Reakce probiha pies iminovy meziprodukt, ktery je
nasledn¢é hydrolyzovan na adenin a pfislusny aldehyd. V ptipad¢ degradace substratu iP
jsou tak katabolickymi produkty adenin a 3-methyl-2-butenal (Brownlee et al., 1975)
(Obr. 6). CKX hraje dileZitou roli v kontrole lokalni hladiny cytokinind, a pfispiva tak
k regulaci metabolickych procesit zavislych na cytokininech. Bylo prokazano, zZe
nadexprese AtCKX gent v transgennim tabaku vede k redukci endogenni hladiny
cytokininl a zasadné ovliviiuje vyvoj nadzemni ¢asti rostliny a kofene. Jedna se o tzv.
cytokinin deficientni fenotyp, kdy nadzemni cast je zakrsld a kofeny naopak extrémné
vyvinuté (Werner et al., 2001).

Aktivita cytokinindehydrogenasy byla poprvé detekovana jiz v roce 1971 Pacesem.
Tento védec zkoumal bunécéné extrakty z tabaku, ve kterych popsal pfeménu zna¢eného
1P na adenin. Timto bylo prok4zano oxidativni §t€peni postranniho fetézce cytokininli
(Paces et al., 1971). O tii roky pozdé&ji byla aktivita CKX charakterizovana také
v zrnech kukufice, kdy byl tento enzym pojmenovan jako cytokininoxidasa (Whitty a
Hall, 1974). Gen kodujici CKX enzym byl jako prvni isolovan z kukuftice (Zea mays) a
dostal nazev ZmCKX1. Nejprve byla stanovena aminokyselinova sekvence enzymu a
nasledné klonovana odpovidajici cDNA. Funk¢nost enzymu byla prokézana transientni
expresi ZmCKX1 v protoplastech mechu Physcomitrella patens (Houba-Hérin et al.,
1999).
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Obr. 6: Degradace substratu iP enzymem cytokinindehydrogenasou (CKX) s kovalentné
vazanym FAD (upraveno podle Werner et al., 2006).

2.2.1 Klasifikace a struktura cytokinindehydrogenasy

Enzym cytokinindehydrogenasa patii do skupiny tzv. flavoproteind (tfida
oxidoreduktas), které obsahuji jako kofaktor FAD (flavinadenindinukleotid). FAD se
béhem reakce redukuje na FADH, a pomoci elektronového akceptoru je znovu
reoxidovan na FAD, aby mohlo dojit k dal$i enzymatické reakci. Molekulové hmotnosti
CKX enzymd, které byly studovany, se pohybuji kolem 60 kDa (Bilyeu et al., 2001).
Postranslacni modifikace rostlinnych CKX isoenzymti mohou zpusobit kolisani jejich
molekulové hmotnosti od 56 do 65 kDa. Kukuficnd ZmCKX1 ma teoretickou
molekulovou hmotnost 57,4 kDa, obsahuje vSak 8 glykosylaénich mist, proto byla
experimentalné zjisténa molekulova hmotnost vyssi (Bilyeu et al., 2001). Naproti tomu
ZmCKX3 ma pouze 3 glykosylacni mista. Neplati ovSem, ze vSechny CKX enzymy
jsou glykosylované. Mira glykosylace by mohla byt zodpovédné za rozdilnou stabilitu
proteinu (Schmiilling et al., 2003; Massonneau et al., 2004). Dlouhou dobu byl tento
enzym klasifikovan jako cytokininoxidasa (CKO), protoze se ptedpokladalo, Ze kyslik
je jedinym elektronovym akceptorem (oxida¢nim cinidlem), (Whitty a Hall, 1974).
Pozd¢jsi poznatky ukdzaly, Ze jsou preferovany jiné elektronové akceptory nez kyslik,
pfedev§im rizné chinonové derivaty, proto byl enzym piejmenovan na
cytokinindehydrogenasu (CKX), (Galuszka et al., 2001).

Krystalova struktura kukuficné ZmCKX1 byla stanovena pomoci rentgenové
strukturni analyzy pomérné nedavno a patii mezi nejvice prostudované CKX (Malito et
al., 2004). ZmCKX1 se sklada ze dvou doménovych topologii flavoenzymu patiici do
rodiny vanillylalkohol oxidoreduktas. Prvni doménou CKX enzymu je FAD-vazebna
doména, ktera se nachdzi vaminokyselinové sekvenci 40-244 a 492-534 tohoto
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proteinu. Kofaktor FAD je kovalentné vazan pies 8-methylovou skupinu na His 105 na
N-terminalnim konci proteinu (Bilyeu et al., 2001). Druhou doménou je pak substratova
doména sestavajici z rezidui 245-491. Aktivni misto enzymu je tvoieno dvéma oblastmi
— vnitini dutinou lemovanou flavinovym kruhem a ndlevkovou oblasti na povrchu
proteinu. Tyto dvé oblasti tvofi vazebné misto pro alifaticky fetézec substratu, ktery je
umistén do vnitini dutiny, a pro adeninovy kruh, ktery vy¢niva z ndlevkové oblasti

(Malito et al., 2004), (Obr. 7).

Obr. 7: A) Pohled na proteiny tvofici aktivni misto. B) Struktura monomeru CKX z kukufice.
Modie je znazornéna — FAD-vazebna doména; Cervené — substratovd doména; zZluté — FAD;
¢erné — oxidovany iP (pfevzato z Malito et al., 2004).
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Bylo prokazano, Zze enzymy CKX jsou v rostlinich koédovany genovymi rodinami
s riznym poctem ¢lenti (Obr. 8). V Arabidopsis thaliana bylo analyzou celého genomu
a cCDNA odhaleno 7 riznych CKX genui (AtCKX1-AtCKX7). Aminokyselinova sekvence
AtCKX proteint je ve zhruba 40 % totozna s kukuficnymi CKX (Schmiilling et al.,
2003). Stejny pocet CKX gent jako v Arabidopsis se nachazi v jeémeni HVCKX1-
HvCKX7 (Galuszka et al., 2004). U ryze bylo identifikovano 11 genid (OsCKX1-
OsCKX11) (Werner et al., 2006), vkukufici pak 13 geni ZmCKX1-ZmCKX12
(Vyroubalova et al., 2009).
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Obr. 8: Fylogeneticky strom CKX rodin vybranych jednodéloznych rostlin. Strom obsahuje

CKX z kukufice, ryZe, jemene, psenice a Brachypodia. Cervené je vyznageno 13 isoforem
enzymu CKX z kukutice (ZmCKX1 - ZmCKX12).
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2.2.2 Elektronové akceptory

Jako elektronové akceptory u CKX Ize pouzit pouze nizkomolekularni latky, jako je
napt.  prekurzor ubichinonu Qo nebo umélé barvivo DCPIP (2,6-
dichlorofenolindofenol), naopak mensi molekuly, jako je cytochrom c, nejsou pfilis
vhodné. U vSech AtCKX isoforem je preferovan elektronovy akceptor DCPIP pied Qo
(Galuszka et al., 2007). Experimentalné bylo také prokazano, ze kukufiéna ZmCKX1
v kombinaci se substratem iP upiednostiiuje vice DCPIP a rtizné elektronové akceptory
Qo (2,3-dimethoxy-5-methyl-1,4-benzochinon nebo 1,4-naftochinon) pted kyslikem.
Ptirozen¢ se vyskytujici elektronové akceptory v rostliné by mohly byt zfejmé rtizné
formy p-chinonu. P#i reoxidaci redukovaného enzymového kofaktoru FADH, na
oxidovany FAD je pouze v malé mife vyuzivin molekuldrni kyslik jako findlni
elektronovy akceptor, coz potvrzuje zafazeni CKX do dehydrogenas (Frébortova et al.,
2004).

Bylo zjisténo, ze u enzymu ZmCKX1 doslo po piidavku DCPIP v in vitro
podminkach ke zvySeni reakéni rychlosti 4000 krat v porovnani s oxidasovou reakci
(Laskey et al., 2003). Také Smehilova et al. (2009) potvrdili, Ze u enzymu ZmCKX1 je
nejvhodnéjsim elektronovym akceptorem DCPIP (390krat lepsi nez kyslik). U enzymu
ZmCKX10 se v pritomnosti testovanych elektronovych akceptorti nedosahlo takového
zvySeni enzymové aktivity jako v pfipadé ZmCKX1. U ZmCKX10 doSlo pouze
Kk mirnému zvySeni aktivity, a to 7,5krat v ptitomnosti DCPIP a 8,5krat v pfitomnosti

FK v porovnani s reakei s kyslikem (Smehilova et al., 2009).

2.2.3 Substratova specifita
Obecné¢ plati, Ze vSechny CKX enzymy maji nejvétsi afinitu k isoprenoidnim
cytokininim. Tato afinita miZe byt ovlivnhéna zménou pH. Rlzné isoformy CKX
vykazuji riznou substratovou specifitu. Pfi stanoveni substratové specifity CKX
(v extraktu) pomoci riznych testi mize nékdy dochazet k interakcim s jinymi latkami
(fenoly), které mohou narusovat stanoveni aktivity (Bilyeu et al., 2001).

V jedné studii byla provedena nadexprese sedmi isoforem AtCKX v tabaku,
u kterych byla zkoumana substratova specifita. AtCKX1 a AtCKX7 dosahly pfi slabé
kyselém pH (pH 5) nejvyssi relativni aktivity s testovanymi substraty (vztazeno k iP
jako 100%). Nejlepsim substratem pro tyto dvé isoformy byl iP9G, ktery byl vyrazné
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lepSim substratem nez iP (25 az 29krat). Druhym preferovanym substratem pro
AtCKX1 byl tZR, ktery je 21krat efektivnéjsi nez iP. Ve zvoleném pH 5,0; 6,5 a 8,0 byl
vzdy v ptipad¢ enzymu AtCKX1 preferovanym substraitem iPR nez samotné iP. Co se
tyCe specifické aktivity, ktera nam poskytne o enzymu konkrétni udaje, tak
nejaktivn&j§imi enzymy byly AtCKX2 (136 pkat'mg™) a AtCKX4 (84 pkat-mg™)
k substrat iP. Apoplastické enzymy AtCKX2 a AtCKX4 vykazuji nejvyssi substratovou
preferenci k volnym basim (iP, ¢Z a tZ) a k jejich ribosidim v neutralnim az slabé
zasaditém prostiedi (Galuszka et al., 2007). Tato aktivita byla srovnatelna s jiz dobie
prostudovanym kukufiénym enzymem = ZmCKXI1 (Frébortova et al., 2004).
Preferovanym substratem enzymu AtCKX3 byl nukleotid iPRMP, jehoZ degradace byla
vice nez tiikrat efektivnéj$i v porovnani s volnou basi iP, a to ve vSech testovanych pH
(Galuszka et al., 2007). V dalsi studii bylo také potvrzeno, Ze nejlepSim substratem pro
AtCKX1 a AtCKX7 je iP9G, zatimco isoforma AtCKX3 preferuje iPRMP (iPRDP,
IPRTP), (Kowalska et al., 2010).

Vyrazné rozdily v aktivitich jednotlivych AtCKX mohou byt zpisobeny
usporddanim aktivniho mista enzymu a mirou glykosylace. Dusledkem raznych
substratovych preferenci jednotlivych isoforem tohoto enzymu mohou byt pravé
nepatrné, ale zasadni strukturni zmény aktivniho mista. Glutamat v pozici 381 (Glu
381) tvofici vodikovou vazbu s N° atomem iP je zachovan jak v komplexu iP -
ZmCKX1 (Malito et al., 2004), tak pravé v aminokyselinové sekvenci vysoce aktivnich
enzymi AtCKX2 (Glu 348) a AtCKX4 (Glu 371). Kdezto mén¢ aktivni enzymy
AtCKX (1, 3, 5, 6 a 7) maji v této dulezité pozici jiné aminokyseliny (Galuszka et al.,
2007).

V roce 2004 bylo poprvé zjisténo, ze ZmCKX1 degraduje také aromatické CK
(kinetin nebo benzyladenin), ovSem pii nizkych reak¢nich rychlostech (Frébortova et
al., 2004).

Pro studium substratové specifity kukuficného enzymu ZmCKX10 byl exprimovan
tento rekombinantni protein Vv kvasinkach Pichia Pastoris. V porovnani s dobie
prostudovanym enzymem z kukutice ZmCKX1, ktery upfednostiiuje tZ, iP a iPR jako
substraty, ZmCKX10 nejlépe degradoval cZ a N-glukosidy (iP9G a tZ9G), (Smehilova
et al., 2009), (Obr. 9). Preference k riznym substratim (iP, tZ, cZ, iPRMP, tZRMP,
cZRMP, 1P9G, tZ9G, cZ9G) byly také stanoveny i u dalSich kukufi¢nych isoforem
(ZmCKX1, 2, 3, 4a, 4b, 5, 8, 9, 10 a 12). Nejvyssi specificka aktivita byla opét
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potvrzena u enzymu ZmCKX1 Kk substratu iP (890 nkat/mg), ostatni zkoumané isoformy
mély az o 2 tady niz$i specifickou aktivitu k tomuto substratu i k jinym substratim
(iPRMP nebo iP9G). Bylo také provedeno stanoveni relativni aktivity téchto isoforem k
substratu iP (100%). Vétsina isoforem vykazovala relativné vysokou aktivitu K substratu
cZ, nejvice ovsem ZmCKXS8, 9, 10 a 12 (Zalabak et al., 2014). Sloupcovy graf
popisuyjici substratovou specifitu riaznych isoforem enzymu ZmCKX je znazornén na
obrazku nize (Obr. 10). Opacna situace byla pozorovana u diive zkoumanych AtCKX
isoforem z Arabidopsis thaliana (AtCKX2, 3, 4, 5 a 6), které jsou s ¢Z méné aktivni
(Gajdosova et al., 2011). Jak se dalo ocekavat, zadna z kukufi¢nych isoforem
nedegradovala DHZ. Jedina ze studovanych isoforem, ZmCKX6, nemohla byt
charakterizovana, protoze nevykazovala ani v bakterialnim bunééném lyzatu Zzadnou

aktivitu (Zalabak et al., 2014).
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Obr. 9: Porovnani substratove preference enzymii ZmCKX1 a ZmCKX10 (upraveno podle
Smehilova et al., 2009).
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Obr. 10: Substratové preference riznych isoforem enzymu ZmCKX. Relativni aktivita enzymu
je vztazena k substratu iP jako 100% (upraveno podle Zalabak et al., 2014).

2.2.4 Subcelularni lokalizace CKX

Jak jiz bylo zminéno, prvni klonovany ¢len kukufi¢éné CKX rodiny (ZmCKX1) patii
k nejlépe biochemicky charakterizovanym enzymim. Na zakladé exprese ZmCKX1
Vv protoplastech mechu ¢i v rekombinantni kvasince bylo zjisténo, zZe dochézi k sekreci
ZmCKX1 do média. Tyto vysledky naznacily, Ze apoplastické ZmCKX obsahuji
signalni sekvenci odpovédnou za sekreci ven z buiiky (Houba-Hérin et al., 1999; Morris
etal., 1999).

Isoformy enzymu CKX se odliSuji v téchto N-terminalnich signalnich sekvencich,
které nasmérovavaji proteiny CKX do cilovych ¢asti bunky - vakuoly nebo apoplastu.
Zpravidla se v rostlinné burnice nachazi pouze jedna isoforma, ktera neobsahuje zadnou
signalni sekvenci a ziistava tak v cytoplasmé. Co se tyCe subcelularni lokalizace
isoenzymi ZMCKX z kukufice, bylo prozatim prokazano, ze isoforma ZmCKXI1 je
sekretovana do apoplastu a isoforma ZmCKX10 se nachazi v cytosolu (Smehilova et
al., 2009). Dalsi isoformy ZmCKX3, 4a, 4b, 11 a 12 jsou pravdépodobné lokalizovany
Vv apoplastu. Domné¢lé vakuolarni isoformy kukuti¢né CKX jsou ZmCKX2, 5, 6, 7, 8 a
9.

Analyzou AtCKX-GFP exprimovanych gent transformovanych v A. thaliana bylo
zjisténo, Ze enzymy AtCKX1 a AtCKX3 jsou lokalizovany ve vakuolach, kam jsou tyto
proteiny sméfovany jejich vakuolarnimi signaly. VétSina isoforem AtCKX (AtCKX2,
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AtCKX4, AtCKX5 a AtCKX6) byla sekretovana do apoplastu. Jedinym AtCKX
enzymem bez signalniho peptidu je AtCKX?7, ktera se nachazi v cytoplasmé (Werner et
al., 2003).

2.2.5 Exprese CKX v kukufi¢nych pletivech

Distribuce ZmCKX1 byla zkoumana v riznych pletivech kukufice pomoci western
blotové analyzy. Nejvyssi hladina ZmCKX1 byla detekovana v nezralych zrnech 17.
den po opyleni (17 DAP). Vysoka enzymova aktivita CKX byla naméfena
Vv proteinovych extraktech ze zrn a neopylenych klast. Podstatné nizsi aktivity CKX
byly méfeny v kofenech, stoncich, listech, saméich kvétech a ve ¢nélkach s bliznami
(Bilyeu et al., 2001).

Pii exogenni aplikaci CK na kalusové kultury n¢kolika druhti rostlin bylo prokéazano,
ze podporuji produkci CKX (Motyka a Kaminek, 1992). K indukci exprese ZmCKX1
v zrnu dochazi ve stejnou dobu, kdy se také zvySuje hladina CK (Jones et al., 1992).
Brugiére et al. (2003) zjistili, ze po exogenni aplikaci BA (benzyladeninu) dochazelo
K nartistu ZmCKX1 transkriptd v listech kukutice. Pfedpoklada se tedy, ze endogenni
hladina CK urc¢uje miru exprese CKX. Genova exprese ZmCKX1 byla lokalizovana
V cévnich svazcich zrn, mladych kofenech a koleoptilu a byla indukovana cytokininy,
kyselinou abscisovou a abiotickym stresem. Mira exprese byla tiikrat vyssi ve
vyvijejicich se zrnech nez v mladych kofenech (Brugicre et al., 2003).

V dalsi studii byla sledovana lokalizace nativni ZmCKX1 prostfednictvim
imunochemického barveni. Jednalo se o viibec prvni pletivovou lokalizaci ZmCKX1
¢lena rodiny ZmCKX. Byla potvrzena sekrece ZmCKX1 v t€sné blizkosti bunécné
stény do apoplastu, a to bez ohledu na typ pletiva. Nejvétsi hustota zbarveni byla vSak
v aleuronové vrstvé, embryu a perikarpu kukufi¢ného zrna (Galuszka et al., 2005).

Massonneau et al. (2004) klonovali dva nové geny ZmCKX2 a ZmCKX3, které
izolovali z cDNA nezralych zrn. Oba dva geny (s 93% homologii) patii fylogeneticky
k jiné podskupiné nez ZmCKXI1. Expresni profily ZmCKX1 - ZmCKX5 v rtiznych
pletivech kukufice zkoumali pomoci semikvantitativni RT-PCR. Geny ZmCKX2 -
ZmCKX5 byly exprimovany hlavné ve vegetativnich pletivech, zatimco ZmCKX1 byl
nejhojnéji exprimovan v raném stadiu zrna. Ve vyspélych listech byla zjiSténa silna

exprese genu ZmCKX3 a ZmCKX2, kdy ZmCKX2 byl také hlavné exprimovan
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V dospélych samcich kvétech. Gen ZmCKX4 byl nejvice exprimovan v nezralych
samcich kvétech, naopak ZmCKXS5 Vv nezralych samicich kvétech. Riznd mira genové
exprese Vv riznych pletivech zodpovida za specifické funkce v celém rostlinném téle. Po
expresi v kvasince a ziskani ZmCKX3 rekombinantniho proteinu bylo také prokazano,
ze je tento enzym aktivni. Semikvantitativni RT-PCR byla tedy také provedena ve
vyvojovych stadiich zrna mezi 0. a 30. dnem po opyleni. Transkripty ZmCKX3, 4 a 5
byly detekovany jiz pfed opylenim, nybrz ZmCKX1 a 2 aZ po opyleni. Nejvétsi exprese
ZmCKX1 a 3 byla zaznamenana sedmy a tficaty den po opyleni, ZmCKX2 5. a 12. den
po opyleni a ZMCKX4 1. a 7. den po opyleni. Transkript ZmCKX5 nebyl v zrnu témért
exprimovan a lze tedy usuzovat, Ze pfi vyvoji zrna nehraje tento gen vyznamnou roli

(Obr. 11), (Massonneau et al., 2004).
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Obr. 11: Semi-kvantitativni RT-PCR analyza genové exprese ZmCKX1-ZmCKXS5 v riznych
pletivech kukufice (upraveno podle Massonneau et al., 2004).
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Smehilova et al. (2009) jako prvni izolovali a naklonovali ZmCKX10 gen
z kukufice. Fazni proteiny ZmCKX10-GFP a ZmCKX1-GFP byly nadexprimovany
Vv kofenovych pletivech rajCete metodou “tomato hairy root transformation® a pomoci
byla pfitomnost ZmCKX1 potvrzena v apoplastu a ZmCKX10 byla zjisténa v cytosolu.
Je zajimavé, ze koteny se zvySenou expresi ZmCKX1-GFP mély vétsi hmotnost, kdezto
kofeny s nadmérnou expresi ZmCKX10-GFP mély mensi hmotnost s porovnanim
s kontrolou. Pomoci RT-PCR byly také stanoveny expresni profily (resp. hladiny
transkriptl) ZmCKX1 a ZmCKX10 v riznych organech kukufice (Obr. 12). Obecné
byly transkripty obou geni detekovany ve vSech testovanych organech. Nejvétsi
exprese ZmCKX1 byla detekovana ve vyvijejicich se zrnech, naproti tomu ve
vegetativnich pletivech (kofen, stonek, list) byla zjisténa mnohem mensi exprese tohoto
enzymu. Opacnd situace byla zjisténa u enzymu ZmCKX10, ktery je nejvice
exprimovan ve vegetativnich buiikach, kdezto nejmensi mnozstvi transkriptl bylo
nalezeno ve vyvijejicich se zrnech kukufice. Jednotlivé isoformy ZmCKX jsou
exprimovany hlavné v téch pletivech, ve kterych je lokalizovéan jejich preferovanégjsi
substrat (Smehilova et al., 2009). Lze tedy konstatovat, Ze nejvyssi koncentrace cZ jako
substratu a jeho derivatli se nachdzi ve vegetativnich organech kukufice, zatimco tZ
neni vtomto druhu pletiv téméf detekovatelny. Naopak vysoké hladiny tZ jsou
obsazeny ve vyvijejicich se zrnech (Veach et al., 2003).

Dalsi soucasnd studie modelové dvoudélozné rostliny A. thaliana se zabyvala
studiem cytosolického enzymu AtCKX7 a vlivem jeho nadexprese na morfologii
kotene. Bylo prokazdno, Ze dochdzi k pfedCasnému ukonceni rastu kotfene

s porovnanim nadexprese jinych isoforem (Kollmer et al., 2014).
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Obr. 12: Expresni profily transkriptt ZmCKX1 a ZmCKX10 v ruznych pletivech kukufice
(upraveno podle Smehilova et al., 2009).
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3 Heterologni exprese rekombinantnich proteint a purifikace

Aby bylo mozné provést biochemickou charakterizaci studovaného proteinu, je nutné
jej pfipravit v dostatecném mnozstvi a Cistoté. K expresi rekombinantniho proteinu
(pochazejici z jiného organismu) se pouzivaji rizné expresni sytémy, jelikoz umoziuji
piipravit dostatecné mnozstvi proteinu (enzymu) v pomérné kratkém case. Expresni
systémy tak nahrazuji produkci takovych proteint, které jsou z piivodniho organismu
obtizn¢ izolovatelné, nebo se nachazeji ve velmi malych mnozstvich. Mezi
nejpouzivanéj$i expresni systémy patii bakteridlni (prokaryotni) a kvasinkové
(eukaryotni) organismy. Oba systémy maji fadu vyhod i nevyhod. Hlavni vyhodou
kvasinkovych expresnich systéma (Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris,
Yarrowia lypolitica atd.) je schopnost vytvaiet postranslacni modifikace (napf.
glykosylace). Dalsi velkou vyhodou je sekrece rekombinantniho proteinu pifimo do
média, pii pouziti vhodného vektoru (umoznujicitho fuzi studovaného proteinu se
sekreénim peptidem). Nevyhodou kvasinkovych expresnich systémii mohou byt
pomérn¢ cCasté kontaminace bakteriemi, zahustovani velkych objemt média nebo
nakladné technické vybaveni (fermentory, koncentratory média).

Nejpouzivangj$im bakterialnim expresnim systémem je Escherichia coli. Vyhodou
bakteridlnich expresnich systém je rychld, levna a jednoducha kultivace. Nevyhodou je
ovSem absence posttranslatnich modifikaci (zejména glykosylace), a proto n&kdy
dochazi k produkci inaktivniho proteinu (v disledku Spatného sbaleni a nerozpoznani
signalni sekvence proteinu) a tvorbé nerozpustnych télisek uvnitt buiiky (tzv. inkluzni
téliska).

Exprese proteinu mize byt fizena bud’ konstitutivng, nebo inducibilng, coz zavisi na
pouzitém promotoru v daném expresnim vektoru. Exprese muize byt indukovana
chemicky nebo teplotnim Sokem. Nejpouzivangjsi indukujici latkou cukerné povahy je
IPTG. Pro snazsi identifikaci a pfedev§im naslednou purifikaci je rekombinantni protein
obvykle exprimovan ve fuzi s dalSim peptidem/proteinem, oznacovanym jako znacka
(tag). Mezi takové proteinové znaCky patii napiiklad intein-CBP tag (chitin-binding
protein), His-tag, CBP (calmodulin-binding peptide), MBP (maltose-binding peptide)
nebo GST (glutation-S-transferasa).

Pravé intein byl zvolen v této diplomové préci jako fizni protein obsahujici chitin
vazebnou doménu (CBD). Vysledny flzni protein potom obsahuje tuto sekvenci
proteini:  rekombinantni  protein/intein/chitin  vazebnda doména.  Purifikace
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rekombinantniho proteinu miize byt provedena pomoci afinitni chromatografie na
chitinové kolon¢. Flzni protein se vaze prostfednictvim CBD domény na chitinovou
matrici. Po promyti je rekombinantni protein odstépen od inteinu (Obr. 13). Tento
purifikacni protokol je jedine¢ny v tom, ze nepouziva specifické proteasy k odstépeni
cilového proteinu od inteinu, nybrz Sté€pici ¢inidlo obsahujici thioly (napt. DTT, (-
merkaptoethanol nebo cystein). Protokol umoznuje pouzit 4 typy expresnich vektorti
(pTYBI1, pTYB2, pTYBI1 a pTYBI12). Vektory pTYB1 a pTYB2 umoznuji C-
terminalni fazi, zatimco vektory pTYBI11 a pTYB12 N-terminalni fazi cilového
proteinu s inteinem. Exprese fzniho proteinu mize byt ovlivnéna vybérem vhodného
kmene E. coli, podminkami kultivace kultury (napf. teplota, hustota bunék),
podminkami indukce exprese (napf. teplota, koncentrace IPTG). Po vyc¢isténi se protein
analyzuje pomoci SDS-PAGE nebo western blottingu, v pfipadé¢ enzymu se méfi jeho
aktivita (Szweda et al., 2001; Serensen a Mortensen, 2005).

V nedavno provedené studii bylo zjiSténo, Ze N-termindlni signalni sekvence
vakuolarnich AtCKX isoforem (AtCKX1 a AtCKX3) narusuji jejich expresi v kvasince
Pichia pastoris, a nebylo tak mozné méfit aktivitu tohoto enzymu, protoze tento enzym
nebyl funk¢ni. Po odstranéni signdlniho peptidu doslo k vylouceni enzymu do média
v jeho aktivni formé (Kowalska et al., 2010). VSechny kukufi¢né isoformy kromé
ZmCKX10 obsahuji pravé N-termindlni signalni sekvence. Jediny enzym ZmCKX10
neobsahuje signalni peptid, a proto ziistiva v cytoplasmé (Smehilova et al., 2009).
proteint, kdy se docililo jejich vyssi aktivity (Zalabak et al., 2014). Isoformy ZmCKX7
a ZmCKXI11, jedna se o paralogy k ZmCKX8 a ZmCKX12, jsou v kukufi¢nych
pletivech exprimovany pouze velmi slabé (Vyroubalova et al., 2009), a proto nebyly
V této studii zahrnuty. Pouze u enzymli ZmCKX6 a ZmCKX9 nebyla v lyzatech
detekovana Zadna aktivita ani po odstranéni signalni sekvence. A pomoci western blotu
bylo také zjisténo, ze ZmCKX6 neni vibec exprimovana. Naslednou analyzou bylo
zjiSténo, Ze tyto dva enzymy obsahuji hypotetické sekvencné specifické vakuolarni
tiidici signaly LLPT u ZmCKX6 a LPTS u ZmCKX9. Odstranéni téchto N-terminalnich
sekvenci (signalni peptid 1 vakuolarni signdl) u ZmCKX9 umoznilo expresi funkéniho
enzymu. V ptipadé enzymu ZmCKX6 piekvapivé nedoslo k tvorbé aktivniho enzymu
ani po odstranéni vakuolarniho signélu. Jesté¢ zajimavéjsim faktem je, Ze tento enzym

byl exprimovan, nebyl vSak aktivni (Zalabak et al., 2014).
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Obr. 13: Schéma IMPACT-CN systému (pievzato z instrukéniho manualu IMPACT" -CN, New
England Biolabs, 2006).
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4 Charakteristika enzymu ZmCKX6

Vsechny kukufi¢né ZmCKX enzymy (ZmCKX1, 2, 3, 4a, 4b, 5,7, 8, 9, 10, 11, 12) jsou
aktivni, pouze ZmCKX6 nevykazuje v CKX testech zadnou aktivitu (Zalabak et al.,
mRNA viceméné ve vSech pletivech kukufice, nejvice vSak v sedm dni starém kofeni
(Vyroubalova et al., 2009). Pfedpoklada se tedy, Ze za nefunkénost proteinu ZmCKX6
mohou mutace, které maji vliv na jeho sklddani, coz mtize vést k jeho nestabilité.
V sekvenci CKX proteind existuji konzervované motivy umisténé v C-koncové oblasti,
jako jsou napt. HFG a PHPWLN, které hraji dulezitou roli ve struktuie a funkci
proteinu. ZmCKX6 nese mutace pravé v téchto konzervovanych motivech, kde u HFG
je misto fenylalaninu (500F) leucin (HEG — HLG) a u motivu PHPWLN je misto
prolinu (375P) histidin (PHPWLN — HHPWLN), (Zalabak et al., 2014). Tato mutace
se vyskytuje pouze u ZmCKX6 a HVCKX9 enzymu z je¢mene, ktery nese mutaci
vV HEG motivu (misto fenylalaninu je tyrosin; HYG). Mutace u enzymu HvCKX9 vSak
nema vliv na jeho aktivitu (Galuszka et al., 2004), pravdépodobné kvuli podobné
chemické povaze téchto aminokyselin. VSechny ostatni znamé enzymy CKX
z jednodéloznych rostlin a z Arabidopsis thaliana (dvoud€lozna) nesou konzervované
HFG motivy. Na zékladé tohoto zjisténi byly pfipraveny dvé mutované verze enzymu
ZmCKX6. U nativni verze ZmCKX6 v ptivodnim motivu HLG byla provedena
jednobodova zpétnd mutace na HFG a v ptivodnim motivu HHPWLN mutace na
PHPWLN. Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, jestli tyto domény maji vliv na
aktivitu enzymu. Mutovana verze enzymu ZmCKX6-HFG vykazovala nasledné aktivitu
Vv bakteridlnim lyzatu, kdezto u mutované verze ZmCKX6-PHPWLN nebyla
zaznamenana zadna aktivita. U mutované verze ZmCKX6-HFG doslo i ke zvyseni miry
exprese oproti nativni verzi, ale u verze ZmCKX6-PHPWLN nikoliv. Z téchto poznatkt
vyplyvé, Ze HFG doména je nezbytna pro stabilitu a aktivitu enzymu. Jelikoz nativni
verze nevykazovala Zadnou aktivitu, nemohla byt zahrnuta do této studie a biochemické
vlastnosti mutovanych variant ZmCKX6 tudiz nebyly dale studovany (Zalabak et al.,
2014).
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EXPERIMENTALNI CAST
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|. Cast - aktivita CKX v kukuii¢nych pletivech

5 Material

5.1 Rostlinny material

Vzorky saméich (Obr. 14 A) i samic¢ich kvéta (Obr. 14 B) pochazely ze sbéru z pole,
vyvojova stadia semenackt kukufice byla péstovana hydroponicky (Obr. 15). Vzorky
kukuftice — koten, stonek a list byly sbirany ve dnech 0, 3, 5, 7,9, 11, 13 a 15. Semena
kukufice byla nejdfive nakli¢ena na vlhkém filtracnim papife a poté prenesena do

hydroponického systému a péstovana na Hoaglandové médiu. Dnem 0 se rozumi den,

kdy byly rostliny pfeneseny na hydroponii.

Obr. 15: A) Hydroponické péstovani semenacktl kukufice. B) Ukézka semenacku kukufice
S prvnim vyklicenym listem.
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6 Metody

6.1 Extrakce proteini

Rostlinny material (pletiva kukufice v riznych stadiich vyvoje) byl homogenizovan
Vv tfeci misce tlouckem s kapalnym dusikem. Extrakce byla provadéna ve dvou krocich.
Nejprve byly proteiny extrahovany pufrem bez ptidaného detergentu, poté pufrem
s ptidavkem detergentu Triton X-100.

Prvni extrakce proteinti z rostlinného materidlu byla provedena v extrakénim pufru
bez Tritonu (50 mmol-1* Tris/HCI pH 8,0; 1 mmol-1* fenylmethylsulfonylfluorid,
PMSF). PMSF funguje jako inhibitor proteas. Druhd extrakce byla provedena
dvoukrokové. Nejprve byly proteiny extrahovany dvojnasobnym objemem extrakéniho
pufru s Tritonem (50 mmol-1"* Tris/HCI pH 8,0; 1 mmol-I* PMSF a 0,1% Triton X-
100), poté 1,5 nasobkem. Tyto dva extrakty byly nasledné spojeny. Extrakce vSech
vzorki byla provedena za stalého chlazeni na ledu. Centrifugace vzorkl byla provedena
pii teploté 4°C, rychlosti 4 600 g, po dobu 10 minut. Supernatant byl pouzit pro

nasledna méfeni.

6.2 Kvantifikace proteinii metodou Bradfordové

Obsah proteint v extraktu z riznych kukufiénych pletiv byl stanoven metodou
Bradfordové (Bradford, 1976) s hovézim sérovym albuminem (BSA) jako standardem.
Sada mikrozkumavek obsahovala po 1 ml smési ¢inidla Bradfordové (Pierce, USA),
fedéno pétkrat vodou a proteinového standardu BSA 2, 4, 8 a 12 ug. Absorbance
standard 1 vzorku proteinii byla métena pii 595 nm. Z kalibra¢ni kiivky byla nésledné

odedtena koncentrace neznamého vzorku.

6.3 Meéreni enzymové aktivity ZmCKX

Stanoveni enzymové aktivity ZmCKX bylo provedeno podle end-point metody popsané
jiz diive (Frébort et al., 2002). Extrakty byly pfidany k reakéni smési obsahujici 300
mmol-1* Mecllvainiv pufr (200 mmol-I* Na;HPO, a 100 mmol-1™* kyseliny citronové
pH 7,5; resp. pH 5), elektronovy akceptor 10 mmol-1" 2,6-dichlorofenol-indofenol
(DCPIP); resp. 100 mmol 1™ hexakyanidoZelezitan draselny (ferrikyanid draselny; FK),

10 mmol-1™ substrat iP nebo iPR a vodu. Celkovy objem reak¢ni smési zaujimal objem
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600 pl. Jako slepy vzorek (blank) slouzila reakéni smes, kde substrat byl nahrazen
rozpoustédlem dimethylsulfoxid (DMSO). Reakéni smési byly inkubovany 2-16 hodin
pii teplot¢ 37°C. Enzymaticka reakce byla zastavena piidanim 300 ul 40%
trichloroctové kyseliny (TCA) a 200 ul p-aminofenolu (PAF) v 6% TCA. Vzorky byly
promichany a centrifugovany 5 minut pii 14 000 g. Spektrofotometricky byla zméfena
absorbance pii vlnové délce 352 nm, kterd odpovidala absorpénimu maximu vzniklé
Schiffovy base. Schiffova base se tvofi mezi aldehydem vzniklym z postranniho fetézce
cytokininu a PAF. Méfeni byla provedena ve dvou replikatech. Z namétené absorbance
a dalSich hodnot byla vypoctena specifickd aktivita daného enzymu CKX podle uvedené

rovnice, ktera byla vyjadiena v jednotkach pkat-mg™ proteinu:

A XV 1
a= 352 x

ext <FXe
Vysvétlivky:
a specificka aktivita proteinu (pkat-mg™)
Asso absorbance pii vinové délce 352 nm
\Y/ celkovy objem reakce (0,0011 I)
€ molarni absorpéni koeficient (15150 | cm™mol™)
t Cas inkubace (s)
F pfepocitavaci faktor na 1 ml proteinu
c koncentrace celkovych proteinti (mg-ml™)
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7 Vysledky

7.1 Enzymova aktivita CKX v kukufi¢nych pletivech

Aktivita enzymu CKX byla méfena end-point metodou Vv proteinovych extraktech
Z kukuti¢nych pletiv v riznych stadiich vyvoje. U pletiv sam¢i kvéty, samici klasy,
¢nélky s bliznami a obalové listy klasu byly proteiny extrahovany nejprve pufrem bez
detergentu a nasledné pufrem s 0,1% Tritonem X-100. U pletiv koten, stonek a list byly
proteiny extrahovany piimo pufrem s 0,1% Tritonem X-100. CKX test byl proveden u
vSech vzorkl se substraty iP a iPR, u samicich klast jest¢ navic se substratem NG-(Z-

isopentenyl)adenin N9-glukosid (iP9G).

7.1.1 Aktivita CKX v kofenu

Béhem riistu kotfene (0 az 15 dni po vykli¢eni) dochdzi postupné k narstu enzymové
aktivity (Obr. 16), kterd nabyva hodnot od 0,27 do 9,69 pkat-mg™ se substratem iP,
respektive 0,42 az 1,38 pkat-mg™ s iPR. Z této analyzy vyplyvé, Ze pro vyizolované

CKX isoformy je iPR horSim substratem nez samotné iP.

Koren
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0 3 5 7 9 11 13 15
den po vykliceni

Obr. 16: Specificka aktivita enzymii ZmCKX z kotene kukufice v danych dnech po vykli¢eni.
Aktivita je uvedena v jednotkach pkat-mg™ celkového proteinu se substraty iP a iPR. Proteiny
byly extrahovany extrakénim pufrem s 0,1% Tritonem X-100. Chybové usecky predstavuji
velikost smérodatné odchylky (SD) pfi analyze ze dvou nezavislych méteni.
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7.1.2 Aktivita CKX ve stonku a listu

Specificka aktivita CKX v extraktech ze stonku a listu (Obr. 17) byla velmi nizka a
Vv pribehu ¢asu se zasadné neménila. Z téchto naméfenych dat 1ze potvrdit predpoklad,
ze cytokinindehydrogenasova aktivita je Zz vegetativnich pletiv nejvyssi v kofeni,
zatimco ve stonku a listu je podstatné niz§i. Pfi méfeni v extraktu z listd byl vzdy
preferovanym substratem iP, kdeZto v extraktu ze stonkt byla mira degradace substratt

iP 1 1PR zna¢né proménliva.

Stonek a list
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=
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=
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Obr. 17: Specificka aktivita enzymi ZmCKX ze stonku a listu kukufice v danych dnech po
vykli¢eni. Aktivita je uvedena v jednotkach pkat-mg™ celkového proteinu se substraty iP a iPR.
Proteiny byly extrahovany extrakénim pufrem s 0,1% Tritonem X-100. Chybové usecky
predstavuji velikost smérodatné odchylky (SD) pfi analyze ze dvou nezavislych méteni.
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7.1.3 Aktivita CKX v samdich kvétech

Béhem vyvoje saméiho kvétu (10 dni pied opylenim az 5 dni po opyleni) aktivita CKX
znacné osciluje. Jak je patrné z Obr. 18, aktivita CKX v extraktu bez detergentu nabyva
hodnot od 0,18 do 35,26 pkat-mg™ se substratem iP. Aktivita postupné stoupa a 4 dny
pied opylenim dosahuje 25,11 pkat-mg'l s iP. Zajimavy byl pak vyrazny pokles 2 dny
pted opylenim. Po opyleni pak aktivita opét dramaticky stoupala a dosahovala maxima
5 dni po opyleni (35,26 pkat-mg™). Opakovanou extrakci s detergentem se jiz nedoséhlo
takovych aktivit u téchto pletiv. Nicméné, aktivita v téchto proteinovych extraktech
kopiruje trend v extraktech bez detergentu. Jedinou vyjimkou byl 5. den po opyleni. Se
substratem iPR byly tyto aktivity podstatné nizsi (kolem 0,3 pkat-mg'l). Obdobna
oscilace v enzymové aktivit¢ béhem vyvoje samcich kvéti byla naméfena i se

substratem iPR a to v obou typech extraktt.
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Obr. 18: Specificka aktivita enzymi ZmCKX ze samcich kvéta kukufice v danych dnech po
opyleni. Aktivita je uvedena Vv jednotkach pkat-mg™ celkového proteinu se substraty iP a iPR.
Proteiny byly extrahovany extrakénim pufrem bez detergentu a dale pufrem s 0,1% Tritonem X-
100. Chybové tusecky predstavuji velikost smérodatné odchylky (SD) pifi analyze ze dvou
nezavislych méfeni.
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7.1.4 Aktivita CKX v samicich klasech

Aktivita CKX béhem vyvoje samiciho klasu neustale stoupa. Stejny trend byl sledovan
u vSech tii substrat (iP, IPR a iP9G). Se substratem iP dosahla enzymova aktivita 40.
den po opyleni hodnoty 105,98 pkat-mg™ a to v extraktech s pufrem bez Tritonu X-100 i
s Tritonem X-100. Oproti tomu se substratem iPR dosahovala aktivita enzymi CKX
38,19 pkat'mg” a se substratem iP9G pouze 13,11 pkat-mg” (data neuvedena).
Specifickd aktivita enzymtit CKX u samicich klasii se dvéma substraty iP a iPR je

uvedena na obrazku nize (Obr. 19).

Samici klasy
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Obr. 19: Specificka aktivita enzymii ZmCKX ze samicich klast kukufice v danych dnech po
opyleni. Aktivita je uvedena v jednotkach pkat-mg™ celkového proteinu se substraty iP a iPR.
Proteiny byly extrahovany extrakénim pufrem bez detergentu a dale pufrem s 0,1% Tritonem X-
100. Chybové tusecky predstavuji velikost smérodatné odchylky (SD) pii analyze ze dvou
nezavislych méfeni.
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7.1.5 Aktivita CKX ve ¢nélkach s bliznami

Béhem vyvoje ¢nélek s bliznami aktivita enzymu CKX velmi osciluje a nelze zde
vysledovat zadny vyvojovy trend (Obr. 20). Preferovanym substratem u téchto druht
pletiv byl iP (az 10x lepsi substrat nez iPR). Ve vyvojovém stadiu ¢nélek s bliznami 3
dny pted opylenim az 6 dni po opyleni byla vysledovana vétsi specificka aktivita
enzymt ZmCKX v opakované extrakci s Tritonem X-100. V prubéhu dalsiho vyvoje 6
dni az 20 dni po opyleni byla namétfena naopak vétsi specificka aktivita enzymut
ZmCKX v extraktech bez Tritonu X-100. Bylo nejspi§ dosazeno vyextrahovani
odlisnych isoforem CKX, protoze aktivita v extraktech bez Tritonu (modry sloupec) je
vys$8i nez v extraktech s Tritonem (Cerveny sloupec) a naopak. Tato situace byla

sledovana jak se substratem iP, tak se substratem iPR.
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Obr. 20: Specificka aktivita enzymi ZmCKX z ¢nélek s bliznami kukufice v danych dnech po
opyleni. Aktivita je uvedena v jednotkach pkat-mg™ celkového proteinu se substraty iP a iPR.
Proteiny byly extrahovany extrakénim pufrem bez detergentu a dale pufrem s 0,1% Tritonem X-
100. Chybové tusecky predstavuji velikost smérodatné odchylky (SD) pii analyze ze dvou
nezavislych méfeni.
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7.1.6 Aktivita CKX v obalovych listech klasu

V piipadé obalovych listi klasu béhem jejich vyvoje aktivita nabyva hodnot mezi 0,56 a
4,95 pkat-mg™ s iP, resp. 0,25 az 1,26 pkat-mg™ siPR (Obr. 21). T¥i dny po opyleni
dochazi k mirnému poklesu aktivity, o dva dny pozd¢ji uz ale zacina aktivita opét
stoupat. Maxima je dosazeno 7. den po opyleni. Poté se aktivita stabilizuje a je
udrzovéna kolem 3 pkat'mg” (méfeno s iP). V pripadd méfeni se substratem iPR je
aktivita udrzovana az do 11 dne velmi nizko (okolo 0,2 pkat-mg'l). Jedenacty den
dochazi k mirnému nariistu aktivity a ta 15. den po opyleni opét klesd k ptivodnim
hodnotdm. Pravdépodobné byly opét vyextrahovany rtzné isoformy CKX, protoze
specificka aktivita CKX byla vyssi v extraktech bez detergentu a nizsi v extraktech

s detergentem a zase naopak.
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Obr. 21: Specificka aktivita enzymiu ZmCKX z obalovych listt klasu kukufice v danych dnech
po opyleni. Aktivita je uvedena v jednotkach pkat-mg™ celkového proteinu se substraty iP a
iPR. Proteiny byly extrahovany extrakénim pufrem bez detergentu a dale pufrem s 0,1%
Tritonem X-100. Chybové tsec¢ky predstavuji velikost smérodatné odchylky (SD) pii analyze ze
dvou nezévislych méfeni.
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11 ¢ast - studium mutovanych verzi enzymu ZmCKX6

8 Material

8.1 Priprava konstrukti pro expresi rekombinantnich proteinu

Pro heterologni expresi proteinu byl pouzit bakteridlni expresni systém Escherichia coli
kmene BL21 STAR (DE3) nesouci vektor pTYB12 (Obr. 22) svlozenym genem
ZMCKX6-WT (resp. -HFG nebo -PHPWLN). Tento gen ZmCKX6 kéduje enzym
ZmCKX6, u kterého byl pfedem odstranén vakuolarni signal v poloze 44/45
aminokyselinové sekvence. Tento typ vektoru pTYB12 umoZiiuje vznik fuzniho
proteinu s inteinem na N-konci studovaného proteinu. Tento konstrukt byl pfipraven a
poskytnut Dr. Davidem Zalabakem. (Zalabak et al., 2014).
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Obr. 22: Expresni vektor pTYB12, do kterého byl za gen kddujici intein vloZen cilovy gen pro
protein (ZMCKX6-WT, -HFG respektive -PHPWLN). Zkratka MCS znamena multiklonovaci
misto (z angl. multi cloning site). Upraveno podle manudlu IMPACT™ - CN, 2006, New
England Biolabs.
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9 Metody

9.1 Exprese rekombinantnich proteint

Exprese rekombinantnich proteini byla provedena v bakterialnim expresnim systému E.
coli. Prvni den bylo nachystano inokulum zaotkovanim 50 ml LB média (5 gl*
kvasinkového extraktu, 10 g1 tryptonu a 10 g1 NaCl) obsahujiciho 100 pg-ml™
ampicilinu (Sigma Aldrich, USA) ve sterilni 250 ml Erlenmayerové bance. Inokulum
bylo inkubovéno pies noc (cca 16 hod) na tfepacce pii 170 ot-min™ a teploté 37°C.

Nasledujici den bylo provedeno zaockovani 50 ml LB média obsahujiciho 1%
glukosu a 100 pg'ml™ Karbenicilinu (Duchefa Biochemie, Nizozemi) takovym
mnozstvim inokula (obvykle okolo 1 ml), aby bylo dosazeno hodnoty ODggo 0,1.
Kultura byla ponechana tfepat pii 30 °C a 160 ot'‘min” dokud nedoslo k narustu
hodnoty ODgoo na 0,5. Nasledné byla kultivaéni teplota snizena na 18°C a byla
provedena indukce exprese pridanim 40 pl 0,5 mol-1* IPTG (Duchefa Biochemie).
Exprese probihala pies noc pii 18°C a 160 ot-min™. Exprese byla provedena v 10 |
kultury E. coli exprimujici protein ZmCKX6-WT, ve 4 | kultury exprimujici mutovanou
verzi ZmCKX6-HFG a ve 4 | kultury exprimujici mutovanou verzi ZmCKXo6-
PHPWLN.

Tteti den byly bakterialni bunky sklizeny centrifugaci pii 4°C, 4 500 g po dobu 15
min. Supernatant byl odstranén a pelet byl ihned zpracovan nebo zamraZen na -80°C.
Bakterialni pelet byl na ledu resuspendovan v lyzaénim pufru (20 mmol-1"* Tris/HCI pH
8,0; 1 mol-1* NaCl; 0,1% Triton X-100; 1 mmol-1* PMSF a 5% glycerol) pomoci
vortexu. Lyze buné€k byla provedena piistrojem French press (Thermo Scientific, USA),
pii tlaku 25 000 psi, tiikrat. Bunéény lyzat byl centrifugovan 20 minut pii 20 000 g, pfi
4°C. Fuazni rekombinantni protein byl zlyzatu purifikovan pomoci afinitni

chromatografie.

9.2 Purifikace rekombinantnich proteint

Purifikace rekombinantniho proteinu z lyzatu byla provedena podle manualu IMPACT
(Intein Mediated Purification with an Affinity Chitin-binding Tag; New England
Biolabs) pomoci afinitni chromatografie. Nejprve byla chitinova kolona o objemu 15 ml
ekvilibrovana 10 objemy kolonového pufru (20 mmol-1* Tris/HCI pH 8,0; 1 mol-I*

NaCl; 0,1% Triton X-100; 1 mmol-1"* PMSF) a poté byl nanesen vzorek rychlosti 0,3 -
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0,5 ml-min™". Po navéazani proteinu byla kolona promyta 20 objemy kolonového pufru.
Nasledné byla kolona promyta kolonovym pufrem s 50 mmol-1* DTT a ponechéna ke
Stépeni vazby mezi cilovym rekombinantnim proteinem a inteinem pfiblizné 2 dny pii
4°C. Nakonec byl cilovy protein eluovan kolonovym pufrem pii pratoku 1 ml-min™.
Eluat byl pfenesen do dialyzacniho stieva a dialyzovan 3x oproti 2 1 dialyza¢niho pufru
(20 mmol-1"* Tris/HCI pH 8,0 a 0,15 mol-1"* NaCl) pii 4°C. Dialyzovany vzorek byl

zakoncentrovan na kone¢ny objem 0,5 - 2 ml pomoci ultrafiltraéniho zafizeni Amicon

S membranou jejiz propustnost pro proteiny byla do maximalni velikosti 10 kDa.

9.3 Kovantifikace proteinii

9.3.1 Metoda Bradfordové

Stanoveni koncentrace proteint (kvantifikace) v lyzatu a v pfecisténém vzorku proteint
(ZMCKX6-WT, ZmCKX6-HFG a ZmCKX6-PHPWLN) bylo provedeno metodou
Bradfordové (Bradford, 1976). Popis viz vyse.

9.3.2 Metoda BCA

Tato metoda BCA (Bicinchoninic acid) byla provedena za pouziti komeréné
ptipravenych kitd (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific, USA)
obsahujici roztok A (uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, kyselina bicinchoninova a
vinan sodny v 0,1 mol-1* hydroxidu sodném), roztok B (4% siran médnaty) a roztok
standardu BSA o koncentraci 2 mg-ml™.

Podle nasledujici tabulky (Tab. 1) byla nejprve piipravena kalibra¢ni fada standarda
BSA od 25 - 2000 pg'ml™ (fedéno vodou). Vzorky proteind byly taktéZ vhodné
nafedény vodou, aby jejich koncentrace byla v rozmezi kalibra¢ni kiivky. Déle bylo ve
sklenénych zkumavkach smichano 0,1 ml vzorku nebo standardu s 2 ml reakéni smési
(roztok A a roztok B v poméru 50:1). Nasledné byly standardy a vzorky inkubovany 30
minut pii 37 °C a poté ochlazeny na laboratorni teplotu. Nakonec byly zméfeny
absorbance kalibra¢nich standardl a vzorku pii vinové délce 562 nm.

Z kalibrac¢ni kiivky standardu byla odectena koncentrace vzorku proteinu.
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Tab. 1: Kalibraéni fada standard@i BSA. Zasobni roztok BSA o koncentraci 2 mg-ml™ byl fedén
vodou nésledujicim zptisobem.

mikrozkumavka objem vody (ul) objem BSA (ul) vysledna koncentrace
BSA (ug-ml™)
A 0 300 2000
B 125 375 1500
C 325 325 1000
D 175 175 750
z mikrozkumavky B
E 325 325 500
z mikrozkumavky C
F 325 325 250
z mikrozkumavky E
G 325 325 125
z mikrozkumavky F
H 400 100 25
z mikrozkumavky G
| 400 0 0 = blank

9.3.3 Metoda denzitometrie prouzku po separaci pomoci SDS-PAGE
Velkou nevyhodu klasickych metod stanoveni koncentrace proteind, jako jsou metoda
Bradfordové nebo metoda BCA, je skutecnost, ze ¢asto dochézi k interferenci nékterych
slozek vzorku s pouzitymi €inidly. Diky témto nezddoucim interakcim muze dochazet
ke zkresleni vysledkd, je proto vhodné vyuzit jiné metody. Vhodnou volbou je napf.
kvantifikace proteinu denzitometrii prouzki po separaci pomoci SDS-PAGE
snaslednou CBB vizualizaci. Tato metoda je zaloZena na porovnani intenzity
proteinovych pruhti standardii BSA o znamé koncentraci a vzorku proteinu o nezndmé
koncentraci.

Nejdiive byla piipravena koncentra¢ni fada standardu BSA (0,5, 1, 2, 3,5,8a 12 ug
na jamku) tak, Ze byl zésobni roztok BSA (2 mg-ml™) postupné nafedén destilovanou
vodou. Objemy zkoumaného proteinu (ZmCKX6-HFG resp. ZmCKX6-PHPWLN) byly
naneseny na SDS-PAGE gel v nasledujicim potadi 1 p, 2ul, 5ul a 10 pl na jamku.
Vysledné smési standardu a vzorku byly smichany s vzorkovacim pufrem a naneseny na
gel v objemu 14 pl na jamku. Elektroforéza (SDS-PAGE) a nasledna detekce proteinti
barvou CBB probé¢hla za stejnych podminek jako je popsano v kapitole SDS-PAGE (viz
niZze). Vysledny gel byl vyfotografovan a pomoci programu GelQuant.Net byla
provedena kvantifikace intenzity pruhl jednotlivych protein. Ze ziskanych hodnot

intenzit byl v programu Microsoft Excel sestrojen linearni graf zavislosti intenzity na

47



mnozstvi (ug) proteinu BSA jako standardu. Na zdklad€ rovnice linearni regrese bylo

vypocitano mnozstvi (ug) studovaného proteinu a nasledné spocitana jeho koncentrace.

9.4 Analyza proteinii pomoci SDS-PAGE

Exprese rekombinantnich proteintt (ZmCKX6-WT, ZmCKX6-HFG a ZmCKX6-
PHPWLN) byla ovéiena pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). Elektroforéza byla provedena za pouziti
komeréné dostupnych prekastovanych polyakrylamidovych gela (Bolt”™ 4-12% Bis-Tris
Plus Gels, Life Technologies, USA) pro optimalni separaci malych proteini v rozsahu
od 0,3 kDa do 260 kDa. Pro separaci proteini byl pouzit separaéni pufr MES
(NUPAGE® MES SDS Running Buffer, Technologies, USA), ktery byl 20nasobn&
vyfedén destilovanou vodou. Elektroforéza probihala pti konstantnim napéti 165 V po
dobu 35 min.

Samotna piiprava vzorkl byla provedena nasledujicim zpisobem. Vzorky
purifikovanych proteinit byly nejprve vhodné nafedény sterilni vodou tak, aby
obsahovaly pfiblizné stejnou koncentraci (napf. 2 mg'ml™). Nasledn& bylo 10 pl takto
pripraveného vzorku (enzym a voda) smichano s 1 pl redukéniho ¢inidla (Bolt™ Sample
Reducing Agent 10x, Technologies, USA) a 3 ul vzorkovaciho pufru (Bolt™ LDS
Sample Buffer 4x, Technologies, USA) v 1,5 ml mikrozkumavce. Poté byly vzorky
inkubovany po dobu 10 min. pfi teploté 70°C v termobloku. Objem nanesenych vzorki
na gel se pohyboval od 1 pl do 15 pl. Standard molekulové hmotnosti (SeeBlue® Plus2
Pre-Stained Standard, Technologies, USA) byl nanesen v objemu 10 pl na jamku.

Proteiny byly po elektroforéze vizualizovany pomoci barveni Coomasie Brilliant
Blue R-250 (CBB). Gel obsahujici proteiny byl ponechan tiepat ptiblizné 3 hod v
barvicim roztoku (50% (v/v) methanol, 10% (v/v) kyselina octova, 0,025 % (w/v) CBB
R-250) a poté byl gel odbarven odbarvovacim roztokem (40% (v/v) methanol, 10%
(VIV)).
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9.5 Stanoveni specifické aktivity enzymu

9.5.1 End-point metoda
Stanoveni enzymové aktivity Ccistych enzymi (ZmMCKX6-WT, ZmCKX6-HFG a
ZmCKX6-PHPWLN) a rovnéz jejich lyzati podle end-point metody (Frébort et al.,
2002) bylo provedeno stejnym zpusobem, jako je popsano v kapitole 6.3 Meéfeni
enzymové aktivity ZmCKX. Bylo pouzito 10 ul 100 mmol-I"* elektronového akceptoru
DCPIP, jehoz koncentrace v 600 pl reakéni smési ¢inila 1,7 mmol-1™.

V piipadé enzymli ZmCKX6-HFG a ZmCKX6-PHPWLN byly navic pouzity riizné
elektronové akceptory jako 100 mmol-1* DCPIP, 100 mmol-1* FK, 100 mmol-1* Qo a
zadny elektronovy akceptor (kyslik).

9.5.2 Metoda UHPLC

Stanoveni enzymové aktivity metodou vysokoudinné kapalinové chromatografie
UHPLC (Ultra High-Performance Liquid Chromatography) je zaloZzeno na detekci
ubytku substratu v urcitych casovych intervalech, kdy v ¢ase t = 0 min. je v reakéni
smé&si obsazeno 100% substratu. Nemé&ii se tedy kone¢né mnozstvi produktu, jako je
tomu u zminéné end-point metody.

Nejprve byly pripraveny reakéni smési (200 ul) Srizngmi 1 mmol-1*
cytokininovymi substraty (iP, tZ, cZ, DHZ, iPR, tZR, cZR, iPRMP, tZRMP, cZRMP,
iP9G, tZ9G, ¢Z9G, iP7G a tZOG). Substraty iP a iPR byly zakoupeny od firmy Sigma
Aldrich (USA) a ostatni substraty pochazely od firmy OlChemIm (Ceska republika).

Reakéni smés o objemu 200 pl se skladala ze 100 pl 50 mmol 1™ Tris/HCI pufru (pH
7,5), 10 ul 10 mmol-1™* elektronového akceptoru DCPIP, 2 ul 1 mmol-1™? substratu,
enzymu a vody. Enzymaticka reakce byla zahajena pfidanim 2 pl - 25 pl enzymu a
probihala pfi teploté 37 °C. Z reakéni smési byly odebirany 30 pl alikvoty ve dvou
opakovanich, a to v ¢asech t = 0 min., t = 30 min. a t = 120 min. Enzymaticka reakce
byla zastavena pfidanim 15 pl 2% trifluoroctové kyseliny (TFA) nebo povafenim na
95 °C 5 min. a naslednym zchlazenim na ledu. Vzorky byly pfevedeny do mobilni faze
UHPLC pfidanim 30 pl mobilni faze A (15 mmol-1" mravenéanu amonného, pH 4).

Poté byly vzorky prefiltrovany pies 0,22 um nylonové filtry. Filtrat byl pfenesen do
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oznacenych vialek a néasledovala analyza na UHPLC s nastfikem 10 pl nebo 15 pl
vzorku na C18 kolonu s reverzni fazi (ZORBAX Eclipse Plus RRHD 1,8 um, 2,1 x 50
mm, Agilent Technologies, USA), ktera byla pfipojena k ultra G¢innému kapalinovému
chromatografu Nexera (Shimadzu, Japonsko). Stacionarni faze (nepolarni) byla tvofena
modifikovanym silikagelem (C18). Mobilni faze (polarni) obsahovala ptefiltrovany 15
mmol-1" mravendan amonny pH 4 (mobilni faze A) a 100% super &isty methanol pro
HPLC (mobilni faze B). Analyza vzorkt byla provedena v rostoucim methanolovém
gradientu: 0 min., 20 % B; 3 — 8 min, 20 — 100% B. Prutok mobilni faze byl 0,4
ml-min™ a teplota kolony &inila 40 °C.

Ubytek studovanych cytokinint v reakéni smési v danych ¢asovych intervalech byl
vyhodnocen odeétenim plochy piku pomoci softwaru LabSolutions (Shimadzu,
Japonsko). Podle velikosti plochy piku bylo vypoéitano procentualni zastoupeni
substratu v danych ¢asovych intervalech enzymatické reakce, kdy v ¢ase t = 0 minut
tvotil pik nejvétsi plochu, kterd byla ptifazena hodnota 100 %. S nartistajicim Casem
dochazelo k ubytku substratu. Specificka aktivita enzymi K riznym substratim byla

vypocitana podle nasledujici rovnice:

Vg X A% x 1000 x 1000
100% X cg X VE X t

a(spec) =

a(spec)  specificka aktivita enzymu (pkat-mg™)

Vs objem substratu (ul)

A% ubytek substratu (%)

Ce koncentrace enzymu (ug-pl™)
Ve objem enzymu (ul)

t Cas enzymatické reakce (S)
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10 Vysledky

10.1 Kvantifikace proteini

Pro vypocet specifickych aktivit bylo zapotiebi stanovit co nejpiesnéji koncentraci
proteinu. Nejprve byly pouzity bézné metody Bradfordové a metoda BCA. Jelikoz vSak
tyto metody davaly nekonzistentni a zkreslené vysledky, byla nésledné pouzita
kvantifikace proteinti denzitometrii prouzkt po separaci pomoci SDS-PAGE.

Metoda Bradfordové byla provedena u purifikovanych rekombinantnich proteint
ZMCKX6-WT (13,09 pg-ul™) a jeho lyzatu (13,75 pg-ul™), ZmCKX6-HFG (4,00
ng ™) a jeho lyzatu (12,31 pg-pl™) a ZmCKX6-PHPWLN (5,00 pg-ul™) a jeho lyzatu
(15,77 pg-ul™). Daldi metodou BCA byla stanovena koncentrace u purifikovanych
proteint ZmCKX6-WT (0,54 pg-ul™), ZmCKX6-HFG (14,73 pg-ul™) a ZmCKX6-
PHPWLN (1,35 pg-pl™).

Jako nejspolehlivéjsi metoda se jevila kvantifikace proteinti denzitometrii prouzkii po
separaci pomoci SDS-PAGE. Tato metoda byla pouzita u purifikovanych proteint
ZMmCKX6-HFG (Obr. 23) a ZmCKX6-PHPWLN (Obr. 24). Stanoveni mnozstvi
proteini ZmCKX6-HFG (Obr. 25) a ZmCKX6-PHPWLN (Obr. 26) v zavislosti na
jejich denzit¢ bylo vypocitano podle uvedenych linearnich rovnic. Pro vypocty
specifickych aktivit enzymi ZmCKX6-HFG a ZmCKX6-PHPWLN byly pouzity praveé
tyto hodnoty koncentraci (1,14 pg-ul™ respektive 1,00 pg-ul™).

U metody Bradfordové a BCA bylo pravdépodobné stanoveni celkovych proteinti

ruseno néekterou ze slozek pufru, pravdépodobné detergentem Triton X-100.
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Obr. 23: Kvantifikace purifikovaného proteinu ZmCKX6-HFG (1,14 pg-pl™) denzitometrii
prouzkli po separaci pomoci SDS-PAGE. S - molekulové hmotnosti standardu (kDa); 1 az 7 -
koncentra¢ni fada BSA (0,5, 1, 2, 3, 5, 8 a 12 pg na jamku); 8 az 11 - rizné nanasky proteinu
ZmCKX6-HFG (1, 2, 5 a 10 pl na jamku).
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Obr. 24: Kvantifikace purifikovaného proteinu  ZmCKX6-PHPWLN (1,00 pg-ul™)
denzitometrii prouzkli po separaci pomoci SDS-PAGE. S - molekulové hmotnosti standardu
(kDa); 1 az 7 - koncentra¢ni fada BSA (0,5, 1, 2, 3, 5, 8 a 12 ug na jamku); 8 az 11 - rGzné
nanasky (1, 2, 5a 10 ul) proteinu ZmCKX6-PHPWLN.
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Obr. 25: Kalibra¢ni kiivka s rovnici pro vypocet mnozstvi proteini ve vzorku ZmCKX6-HFG
Vv zavislosti na jeho denzit€.
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Obr. 26: Kalibra¢ni kiivka s rovnici pro vypofet mnozstvi proteini ve vzorku ZmCKX6-
PHPWLN v zavislosti na jeho denzit¢.
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10.2 Analyza proteinii pomoci SDS-PAGE

Uspésnost exprese jednotlivych variant enzymu ZmCKX6, jejich molekulova hmotnost
a Cistota byla ovéfena pomoci metody SDS-PAGE (Obr. 27). Vysledkem této SDS-
PAGE analyzy bylo zjisténi, ze vSechny varianty enzymu ZmCKX6 byly Uspésné
exprimovany a také Uspésné pieciStény afinitni chromatografii na chitinové koloné.

Molekulova hmotnost vSech tfi variant enzymu se pohybuje okolo 60 kDa.
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Obr. 27: Analyza purifikovanych variant enzymt ZmCKX6 pomoci SDS-PAGE. Purifikované
proteiny ZmCKX6 byly separovany 4 - 12% polyakrylamidovym gelem a barveny barvivem
CBB. Vysvétlivky: S - molekulové hmotnosti standardu (kDa); 1 - ZmCKX6-WT (0,21 ug na

jamku); 2 - ZMCKX6-HFG (0,053 ug na jamku); 3 - ZmCKX6-PHPWLN (0,53 pg na jamku).

10.3 Stanoveni specifické aktivity

Analyza CKX podle end-point metody byla provedena spektrofotometricky. Stanoveni
specifické aktivity enzymi ZmCKX6-WT, ZmCKX6-HFG, ZmCKX6-PHPWLN a
jejich lyzati bylo provedeno se substraty iP a iPR (Tab. 2). Byla potvrzena nefunk¢nost
enzymu ZmCKX6-WT (obsahuje zménu v obou konzervovanych motivech), a to jak
Vv bakterialnim lyzatu, tak i po preciSténi na chitinové koloné. Z 10 | kultury bylo
ziskano 3 900 pg proteinu ZmCKX6-WT.
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Zpétna mutace v motivu HLG vedla k ziskani aktivniho enzymu ZmCKX6. Jiz
V bunééném lyzatu enzymu ZmCKX6-HFG byla naméfena se substratem iP specificka
aktivita 180 pkat-mg™, ktera vzrostla po pieisténi tohoto enzymu na chitinové kolond
na 668 pkat-mg'l. Se substratem iPR nebyla v bunééném lyzatu naméfena zadna
aktivita, po purifikaci nicméné slabé vzrostla specificka aktivita enzymu ZmCKX6-
HFG na 0,4 pkat-mg™. Enzym ZmCKX6-HFG byl izolovén ze 4 1 kultury, ze které bylo
ziskano 912 ug proteinu.

Dalsi mutovany enzym ZmCKX6-PHPWLN (zpétnd mutace HHPWLN na
PHPWLN) vykazoval po precisténi od balastnich proteinti specifickou aktivitu 7
pkat'-mg™? se substratem iP. Naopak v bun&éném lyzatu nebyla detekovana Zadna
aktivita. V ptipad¢ substratu iPR nebyla zaznamenana zadna aktivita v bunééném lyzatu
ani u vycisténého enzymu ZmCKX6-PHPWLN. Na expresi proteinu ZmCKX6-
PHPWLN bylo pouzity 4 1 kultury, ze kterych bylo ziskano 800 ng Ccistého
rekombinantniho proteinu.

Z uvedenych dat vyplyva, Ze studované varianty enzymu ZmCKX6 preferuji substrat

1P, zatimco substrat iPR byl témito enzymy degradovan méné ochotné.
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Tab. 2: Specificka aktivita tfi variant enzymu ZmCKX6. Aktivita byla méfena end point
metodou se substraty iP (pH 7,5) a iPR (pH 5) o koncentraci 0,17 mmol-1* a elektronovym
akceptorem DCPIP o koncentraci 1,7 mmol-1™. V tabulce je zaznamenan objem kultury pouzité
pro expresi daného proteinu.

I?Lﬁjtir:;/ varianta enzymu kopr}(;(igit:lice vytézek proteinu specificka ak_‘givita

) ZmCKX6 (mgml™) (ng) (pkat'mg™)
iP iPR

WT (lyzét) 13,75 0 0
10 WT (&isty) 13,09 3900 0 0
HFG (lyzat) 12,31 180 + 6 0

) HFG (&isty) 1,147 912 668 + 5 0,4+0
PHPWLN (lyzat) 15,77 0 0
) PHPWLN (&isty) 1,00 800 7+1 0

Oznaceni * znamend méfeni koncentrace proteini denzitometrickou metodou, ostatni pak metodou
Bradfordové.

Aktivita enzymi ZmCKX6-HFG a ZmCKX6-PHPWLN byla dile méfena za
ruznych podminek (pH a rizné elektronové akceptory) se substratem iP. Stanoveni
specifické aktivity bylo provedeno v pfitomnosti riiznych elektronovych akceptorti, 100
mmol-1" FK, 100 mmol-I* Qp a kyslik v kyselém prostiedi (pH 5,0) a 100 mmol-1™
DCPIP nebo kyslik pti pH 7,5. Aktivita obou enzymu nebyla v reakéni smési pii méfeni
se vSemi elektronovymi akceptory detekovatelnd, kromé reakéni smési se 100 mmol-1?
DCPIP pii pH 7,5 (vysledky neuvedeny). Nejvhodnéjsim elektronovym akceptorem se
tedy jevil DCPIP, proto byl pouZit v nasledujicich experimentech.

10.4 Stanoveni substratové preference
U end-point metody nelze pouzit jako substrat c¢Z a dalsi, protoze se aldehyd vznikly
z postranniho feté¢zce CK zacykluje a nemuize tak s PAF vytvofit Schiffovu basi.
Z tohoto divodu byla vybrdna pro stanoveni substratové specifity metoda vyuzivajici
UHPLC.

Substratova specifita mutovanych enzymit ZmCKX6-HFG a ZmCKX6-PHPWLN
byla testovana s 15 cytokininovymi substraty, konkrétné s iP, tZ, cZ, DHZ, iPR, tZR,
cZR, iPRMP, tZRMP, cZRMP, iP9G, tZ9G, ¢Z9G, iP7G a tZOG o koncentraci 1
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mmol-I* (Obr. 28). Obecnd byla specifickd aktivita enzymu ZmCKX6-HFG
k testovanym substratim az o 2 fady vyssi (stovky pkat-mg™) v porovnani s enzymem
ZmCKX6-PHPWLN. Enzym ZmCKX6-HFG degradoval celkem 13 z 15 testovanych
substratli, zatimco enzym ZmCKX6-PHPWLN pouze 7.

Nejvyssi specificka aktivita enzymu ZmCKX6-HFG byla zjisténa se substratem iPR
(1 685 pkat-mg™), zatimco specificka aktivita k samotnému iP byla poloviéni (792
pkat-mg'l). Dalsimi preferovanymi substraty enzymu ZmCKX6-HFG byly volné base
tZ (1 176 pkat-mg™), cZ (927 pkat'mg™) a iP (792 pkat-mg™). Cytokininovy glukosid
iP9G byl taktéz degradovan enzymem ZmCKX6-HFG velmi ochotné (410 pkat-mg™).
K ribosidim tZR a cZR vykazoval enzym ZMmCKX6-HFG pfiblizné stejnou aktivitu
(134 pkat'mg™ a 109 pkat-mg™). Daleko mén& byly enzymem ZmCKX6-HFG
degradovany CK-ribosid monofosfaty tZRMP (37 pkat-mg™) a iPRMP (13 pkat-mg™).
Nejméné ochotné pak byly degradovany tZ9G, cZ9G, iP7G a ¢cZRMP. Substraty, které
byly vici degradaci enzymem ZmCKX6-HFG rezistentni byly dle ocekévani tZOG a
DHZ.

Mnohonasobné mensi aktivitu vykazoval k testovanym substratim enzym ZmCKX6-
PHPWLN, od 0,14 do 11 pkat-mg™. Tato extrémn& nizka aktivita enzymu ZmCKX6-
PHPWLN oproti enzymu ZmCKX6-HFG byla naméfena u sedmi substratli z patnacti
testovanych. U zbylych osmi substratil, jmenovité DHZ, cZR, tZRMP, cZRMP, tZ9G,
cZ9G, iP7G a tZOG nebyla pozorovana degradace vubec. Bylo také zjisténo, ze
substratova specifita u enzymu ZmCKX6-PHPWLN vykazovala stejny trend jako
Vv ptipadé ZmCKX6-HFG, a to u substratii cZ, iP, iP9G a tZR.
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Obr. 28: Substratova specifita mutovaného enzymu ZmCKX6-HFG (A) a ZmCKX6-PHPWLN
(B). Aktivita byla m&fena s 0,01 mmol-1" substraty a s 0,5 mmol-1™" elektronovym akceptorem
DCPIP. Vzorky byly analyzovany metodou UHPLC ve dvou opakovanich a vysledné hodnoty
aktivit (pkat-mg™) byly zprimérovany. Chybové tusecky predstavuji velikost smérodatné
odchylky (SD).
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11 Diskuse

Cytokinindehydrogenasy (CKX) jsou klicové rostlinné enzymy, které degraduji riistové
regulatory cytokininy, a tim ovlivituji jejich hladiny v rostlinné buiice. Tyto hladiny
cytokininti se Vv riznych bunkach, pletivech a také v riznych stadiich vyvoje rostliny
méni, a vyznamné tim ovliviiyji riist a vyvoj rostliny.

V prvni ¢asti experimentalni prace byla stanovena specifickd aktivita enzymi CKX
Vv riznych pletivech kukufice, v riznych stadiich vyvoje. Byly vyzkouseny dva zptsoby
extrakce proteint, konkrétn¢ extrakce bez, respektive s pouzitim detergentu (Triton X-
100). Detergent narusuje bunééné membrany, a tim napomaha uvolnéni proteint. Cilem
bylo otestovat piedpoklad, jestli je mozné timto zpusobem vyextrahovat rozdilné
isoformy CKX, tedy apoplastické od intracelularnich, které pak budeme schopni odlisit
porovnanim s jejich dostupnymi expresnimi profily.

Porovnanim rostoucich aktivit enzymii ZmCKX namétfenych v této praci v priabéhu
vyvoje kofene S expresnimi profily riznych isoforem ZmCKX (Vyroubalova et al.,
2009; Zalabak et al., 2014) bylo zjisténo, Ze nejspi§ doslo ve vétsi mite k extrakci
isoforem ZmCKXI1, ZmCKX8 a ZmCKX10, které jsou nejsiln¢jiexprimovany
v mladych kotfenech kukufice. Pomérn¢ velmi siln€ je v mladych kofenech kukufice
také exprimovana isoforma ZmCKX6 (Vyroubalova et al., 2009), kterd vSak, jak mimo
jiné ukazuje tato prace, postrada aktivitu. DalSimi extrahovanymi isoformami byly
ziejm& ZMCKX2 a ZmCKX4b, i kdyz v mensi mite. Naopak kukuti¢né isoformy CKX
(3, 4a, 5, 7, 9 a 12) nebyly pravdépodobné vubec extrahovany, protoze hladina
transkriptii téchto isoforem byla v mladém kofeni pod mirou detekce (Zalabak et al.,
2014). Expresni profily jednotlivych ZmCKX ve vyvijejicim se kofeni kukufice ziskany
z publikace Zalabak et al. (2014) jsou zobrazeny na obrazku nize (Obr. 29 A)

Jak je zfejmé z expresnich profild (Obr. 29 B, C), v extraktech ze stonku a listu
kukufice nebyla ptfitomna isoforma ZmCKX1, kterd je nejaktivnéjsi ze vS§ech ZmCKX
isoforem (Zalabak et al., 2014). Aktivita ostatnich isoforem je ve srovnani se ZmCKX1
mnohonasobné nizsi. Lze tedy usuzovat, ze ze stonku byly ziejmé vyextrahovany
isoformy ZmCKX2, 4b, 6, 8, 9, 10 a 12 (Zalabak et al., 2014) a z listu ZmCKX2, 3, 4b,
6, 10 a 11 (Massonneau et al., 2004; Vyroubalova et al., 2009; Zalabak et al., 2014). V
extraktech ze stonku a listu nemohla byt ptitomna ZmCKX1. Specificka aktivita této
isoformy je mnohonasobné vyss§i nez u ostatnich isoforem, coz je v souladu s pomérné
nizkou namétenou aktivitou.
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Pied opylenim byly v obou typech proteinovych extraktli ze samcich kvéti (bez i
s detergentem Tritonem X-100) naméfeny piiblizné stejné aktivity. Srovnanim
s exprimovanymi formami ZmCKX v samcich kvétech pfed opylenim byla zjiSténa
exprese predevSim apoplastické ZmCKXI1, hypotetické vakuolarni ZmCKX2 a
ZmCKXS5 a cytosolické ZmCKX10. Po opyleni byl rozdil aktivit ZmCKX v obou
typech extraktl velmi znatelny. V extraktu bez detergentu byla namétena zna¢né vyssi
aktivita (35 pkat'mg?) nez v nasledujici extrakci s detergentem (7 pkat-mg?).
Vysvétlenim miize byt exprese jinych isoforem po opyleni nez pied opylenim, zejména
apoplastické ZmCKX1, dale pak ZmCKX2, 3, 4a, 4b, 5 a cytosolické ZmCKX10.
Expresni profily CKX ze samdéich kvéti byly poskytnuty doc. Petrem Galuszkou
(nepublikovana data; Obr. 30 A).

V obdobi béhem 3. dne pied opylenim az 9 dni po opyleni samicich klast byly
naméfeny v obou typech extrakti ponékud nizké aktivity enzymt ZmCKX, coz je
v souladu s expresnim profilem ZmCKX1 a dal$ich isoforem, kdy se hladiny transpriktt
vétSiny ZmCKX genl drzi velmi nizko. Teprve aZz 12. den po opyleni dochazi ke
zvySeni exprese gen ZmCKX1, 5, 8 a 10. Od 12 dne po opyleni se zacala aktivita
rapidné¢ zvysovat. Co se tyCe preference k substratim, je ziejmé, Ze v proteinovych
extraktech ze samicich klast jsou zastoupeny isoformy ZmCKX, které preferuji substrat
iP, dale iPR a nejméné pak iP9G, tedy ZmCKX1, 5, 8 a 10 (viz vySe), coZ je opét
v souladu s dostupnymi daty (Zalabak et al., 2014). Podle expresnich profild CKX
(poskytnuty doc. Petrem Galuszkou, nepublikovana data; Obr. 30 B) bylo zjisténo, Ze
béhem opyleni az 3 dny po ném byly v samicich klasech zastoupeny pouze apoplastova
isoforma ZmCKX1 a také ZmCKX4a. Zatimco 6 az 9 dni po opyleni byl zastoupen
pouze cytosolicky enzym ZmCKX10. Od 12. dne po opyleni pak byly exprimovany
predev§im isoformy ZmCKX1, ZmCKX8 a ZmCKX10. Od 35. dne po opyleni byla
jesté navic ziejmée pritomna isoforma ZmCKX4a a ZmCKX5.

U ¢nélek s bliznami byly zvolenym pfistupem pravdépodobné vyextrahovany rizné
isoformy CKX. Ve vyvojovém stadiu 3 dny pfed opylenim az 6 dni po opyleni byly
aktivity v extraktech bez detergentu nizsi a v extraktech s detergentem naopak vyssi.
Isoformy extrahované bez detergentu byly ptfedevs§im apoplasticka ZmCKX1 a
ZmCKX12. Naslednou extrakci s detergentem se pravdépodobné podatilo vyextrahovat,
mimo tyto isoformy, navic hypotetickou vakuolarni isoformu ZmCKXS5, ktera taktéz

pfispéla svou aktivitou. Divodem miize byt naruseni membran vakuol detergentem a

60



tudiz snaz$i uvolnéni proteinu. V dal§im vyvojovém stadiu 9 dni az 20 dni po opyleni
byla naopak vyssi aktivita v extraktech bez detergentu nez s detergentem. Isoformy
zastoupeny V téchto obou typech extrakti byly opét apoplasticka ZmCKX1 a
ZmCKX12. Tato situace byla sledovana jak se substratem iP, tak se substratem iPR.
Expresni profily ZmCKX z ¢nélek s bliznami byly taktéz poskytnuty doc. Petrem
Galuszkou (nepublikovana data; Obr. 30 C).

Ze ziskanych dat nelze jednozna¢né fici, zda zvoleny piistup extrakce bez Tritonu a
s Tritonem funguje, ale obecné lze piedpokladat, ze tomu tak mohlo byt. Modelovym
pfikladem vyextrahovani riiznych isoforem CKX mohly byt extrakty z ¢nélek
s bliznami, kdy se nejspise podatilo vyextrahovat riizné isoformy, protoze aktivita CKX
v extraktech s detergentem byla vyssi nez bez detergentu a naopak.

Lze tak shrnout, Zze druhou extrakci s Tritonem X-100 se u vétSiny pletiv podatilo

vyextrahovat jesté stejné ¢i jiné isoformy CKX, které piispély svou aktivitou.
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Obr. 29: Expresni profily CKX (na Grovni genové exprese) ve vegetativnich pletivech kukufice.
A - kofen, B - prvni listy, C - stonek. Z celkové RNA izolované z pletiva byla ziskana cDNA
pomoci RT-PCR (upraveno podle Zalabak et al., 2014).
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Obr. 30: Expresni profily (na trovni genové exprese) CKX v generativnich pletivech kukufice,
sam¢i kvéty (A), samici klasy (B) a ¢nélky s bliznami (C). Z celkové RNA izolované z pletiva
byla ziskana CDNA pomoci RT-PCR (nepublikovana data dodana doc. Petrem Galuszkou).
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Ve druhé c¢asti experimentalni prace byla Gspésné provedena heterologni exprese
nativni verze enzymu ZmCKX6-WT a dvou mutovanych verzi ZmCKX6, ZmCKX6-
HFG a ZmCKX6-PHPWLN vV expresnim systému E. coli BL21 STAR DE3. Byla
provedena purifikace téchto tii rekombinantnich proteinti na chitinové koloné, ovéiena
jejich aktivita a nasledné provedena jejich biochemicka charakterizace.

Molekulova hmotnost vSech tfi variant enzymu ZmCKX6 se pohybovala okolo 60
kDa. Tato molekulova hmotnost viceméné koresponduje s predpokladanou velikosti
proteinu ZmCKX6 bez domnélého signalniho peptidu a vakuolarniho signalu, ktera Cini
54,7 kDa. Podle oc¢ekavani byla potvrzena nefunk¢nost nativniho enzymu ZmCKX6,
ktery nevykazoval aktivitu ani po pie¢isténi na chitinové koloné. Jedna se tedy
0 jedinou isoformu enzymti ZmCKZX, ktera nevykazuje zadnou aktivitu v in vitro CKX
testech (Zalabak et al., 2014). Tato isoforma totiz obsahuje mutaci v konzervovanych
motivech HFG a PHPWLN, jak je detailné popsano v teoretické ¢asti.

U mutované¢ verze enzymu ZmCKX6-HFG byla prokadzéna aktivita jak
u bakterialniho lyzatu, tak u piecCisténého proteinu, coz koresponduje s jiz
publikovanymi vysledky (Zalabak et al., 2014). Ve zminéné praci nedetekovali ovsem
aktivitu mutované verze enzymu ZmCKX6-PHPWLN v bakterialnim lyzatu, proto se
piedpokladalo, Ze enzym neni aktivni, stejné jako WT. V této praci taktéz nebyla
Vv bakteridlnim lyzatu detekovana Zadna aktivita enzymu ZmCKX6-PHPWLN, nicméné
po precisténi proteinu na chitinové koloné, byla prokazéana aktivita, 1 kdyZz velmi nizka.
Vysvétlenim této skuteCnosti muze byt pravdépodobné pouziti vétStho mnozstvi
bakterialni kultury (4 1) pouzitého Vv této praci a piedevSim vyS$i stupen pieciSténi
proteinu. Byl potvrzen ptedpoklad, ze pro funkénost enzymi CKX je nezbytny
konzervovany HFG motiv. Mutovany enzym ZmCKX6-HFG vykazoval totiz az 95krat
vyssi aktivitu nez mutovany enzym ZmCKX6-PHPWLN (méfeno end-point metodou se
substratem iP) a v pfipadé méfeni metodou UHPLC dokonce az 150krat vyssi aktivitu.

Co se tyCe porovnani specifickych aktivit riznych isoforem kukufi¢nych ZmCKX
zjisténych v jinych studiich, nejvyssi specifickou aktivitu k substratu iP v in vitro
podminkach ma apoplastickd isoforma ZmCKX1, tadové 1000 nkat~mg'1. U ostatnich
isoforem byla zjisténa mnohem niZ§i specificka aktivita, fadové desitky nkat'mg™
(Smehilové et al., 2009; Zalabak et al., 2014). V piipadé mutované verze enzymu
ZmCKX6-HFG, kterd byla biochemicky charakterizovand v ramci této diplomové

prace, byla zjisténa aktivita dokonce je§td nizsi, okolo 800 pkat-mg™. Tato hodnota je
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srovnatelnd jenom s ZMCKX9, jejiz specificka aktivita s iP dosahovala 0,64 nkat-mg™
(Zalabék et al., 2014). Varianta ZmCKX6-PHPWLN byla dokonce jest¢ méné aktivni,
nez ZMCKX6-HFG, fadové 0,01 nkat-mg'l. Na zaklad¢ téchto poznatkli a na zéklade
dostupnych expresnich dat Ize usuzovat, ze v butikach ¢i pletivech kukufice je z velké
¢asti zodpoveédna za katabolismus cytokininti predevsim isoforma ZmCKX1.

Jak ukazuji vysledky této diplomové prace, nejvyssi specificka aktivita mutovanych
forem enzymu ZmCKX6 méfena end-point metodou byla k substratu iP (iPR byl hor§im
substratem), kdezto pti pouziti metody UHPLC byla specificka aktivita téchto enzymu
nejvyssi k substratu iPR (iP byl hor§im substratem). Tato odliSnost ziejmé byla
zpusobena skute¢nosti, ze pii méfeni end-point metodou byly pro iP a iPR pouzity
rizné podminky. Reakce s iP byla méfena s elektronovym akceptorem DCPIP, pii pH
7,5, zatimco s iPR bylo méfeno s FK, pii pH 5,0. Pfi méfeni metodou UHPLC byly
meéfeny reakce za stejnych podminek, tedy s DCPIP, pti pH 7,5. Vysledky ziskané
metodou UHPLC jsou tedy Iépe vzajemné porovnatelné.

Po stanoveni aktivity enzymi ZmCKX6-HFG a ZmCKX6-PHPWLN byla také
stanovena jejich substratova preference metodou UHPLC. Preferovanym substratem pro
ob¢ formy mutovaného enzymu ZmCKX6 byl iPR, dale pak volné cytokininové base
tZ, cZ, iP a CK-glukosid iP9G. Nejlep$im substratem enzymu ZmCKX6-HFG byl
ribosid iPR a druhym volna base tZ. Zajimavé bylo zjisténi, Ze u varianty ZmCKX6-
PHPWLN byl nejleps§im substratem tZ a az druhym iPR. Tuto skute¢nost lze vSak
vysvétlit velmi nizkou enzymovou aktivitou, na hranici detekovatelnosti a je tudiz
ziejm¢ zatizena velkou chybou. Tyto substraty jsou také preferovany ostatnimi
kukuticnymi isoformami ZmCKX;, i kdyz v rizném potadi. Svym profilem preference
se ZmMCKX6-HFG nejvice blizi profilu ZmCKXI1, ktera taktéz nejvice preferuje
cytokininové volné base a pak iP9G. Vysokou homologii preference ma také tento
mutovany enzym s enzymem ZmCKX12. Podobnou preferenci k t¢émto substratim maji
dale isoformy ZmCKX8, 9 a 10. Obecné plati, ze vSechny isoformy ZmCKX, kromé
ZmCKX5, vykazuji pom&mé vysokou aktivitu k cZ (Smehilova et al., 2009; Zalabak et
al., 2014), coz bylo potvrzeno i v této praci U mutovanych enzymi ZmCKX6-HFG,
resp. ZmCKX6-PHPWLN. Naproti tomu, Gajdosova et al. (2011) zjistili, ze isoformy
AtCKX dvoudé€lozné rostliny A. thaliana vykazuji naopak nizkou aktivitu k cZ.

Substrat, ktery nebyl degradovan zadnym enzymem CKX, byl DHZ, coz souhlasi i
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s dfive publikovanymi vysledky (Bilyeu et al., 2001), a jeho katabolismus tak nadale

zUstava neobjasnén.
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12 Zavér

V ramci teoretické ¢asti diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma
cytokininy, zamétfena predevsim na jejich katabolismus Vv jednodéloznych rostlinach,
realizovany piedevsim pomoci skupiny enzymu zvanych cytokinindehydrogenasy.

V prvni Casti experimentdlni prace byla stanovena specifickd aktivita
cytokinindehydrogenas v pletivech kukufice (kofen, stonek, list, saméi kvéty, samici
klasy, ¢nélky s bliznami a obalové listy kukufice) Vv raznych vyvojovych stadiich
rostliny. Kukutice byla zvolena jako modelova jednodé€lozna rostlina zejména pro jeji
obrovsky zemédélsky vyznam. Byly provedeny 2 druhy extrakci celkovych proteinti
z kukufiénych pletiv, nejprve bez detergentu a nasledné s detergentem (Triton X-100).
Detergent naruSuje biologické membrany, a pomahd tak uvolilovat proteiny
z membranovych organel a potazmo i z bunky. Prvotnim cilem experimentu bylo zjistit,
jestli se podaii touto extrakci oddélit apoplastické isoformy cytokinindehydrogenas od
intracelularnich, které by mohly byt nasledné odliSeny porovnanim s jejich expresnimi
profily (poskytnuté doc. Petrem Galuszkou). Ze ziskanych dat 1ze usuzovat, Ze zvoleny
ptistup extrakce funguje, jelikoz specificka aktivita cytokinindehydrogenas byla
v ur¢itém stadiu vyvoje vyssi v extraktech s detergentem a v urcitém stadiu byla aktivita
naopak vyssi v prvnim extraktu bez detergentu. Tento vysledek byl nejlépe patrny
u ¢nélek s bliznami, kdy 3 dny pted opylenim az 6 dni po opyleni byly bez detergentu
vyextrahovany piedevs§im apoplastické isoformy ZmCKX1 a 12 a s pouzitim detergentu
navic ziejmé i hypoteticka vakuolarni isoforma ZmCKXS5 (Obr. 30 C). Abychom mohli
tento predpoklad potvrdit s naprostou jistotou, bylo by tieba provést Western blot
analyzu s vyuzitim specifickych anti-ZmCKX protilatek nebo identifikaci
extrahovanych proteini pomoci metody Peptide Mass Fingerprinting. Vzhledem
k vysoké homologii mezi jednotlivymi ZmCKX isoformami je vSak téméf nemozné
pfipravit dostatecné specifické anti-ZmCKX protilatky, a tato analyza tak bohuzel
nepiipadé v tivahu.

V druhé cCasti experimentdlni prace byla provedena heterologni exprese nékolika
variant enzymu ZmCKX6 v expresnim systému Escherichia coli. Byla pfipravena
nativni verze ZmCKX6-WT a dvé mutované verze ZmMCKX6-HFG a ZmCKX6-
PHPWLN. Dale byla provedena jejich afinitni purifikace na chitinové kolon¢ a u téch,
které byly aktivni, byla dale studovana jejich substratova specifita. Piestoze byla
potvrzena nefunk¢nost nativni ZMCKX6-WT, byl tento protein usp&$né exprimovan a
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vycistén. Mutované verze tohoto enzymu jiz vykazovaly v in vitro testech aktivitu.
Enzym ZmCKX6-HFG byl aktivni jak v bakterialnim lyzatu, tak po vyc¢isténi. Naproti
tomu enzym ZmCKX6-PHPWLN, ktery nebyl v bakteridlnim lyzatu aktivni, se
piekvapivé po precisténi ukazal byt aktivni. Co se tyCe substratové specifity
mutovanych enzymi, tak s nejvétsi afinitou degradoval substraty enzym ZmCKX6-
HFG, az 150krat rychleji nez ZmCKX6-PHPWLN. Nejlepsim substratem pro tento
enzym byl CK-ribosid iPR a dale volné base tZ, cZ, iP a z glykosidi iP9G.

Vysledky této prace tak potvrzuji, ze HFG doména hraje vyznamnou roli v aktivité

cytokinindehydrogenas.
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14 Seznam zkratek

AtCKX
AtCKX
BA
BSA
CBB
CK
CKX
cZ
cZ9G
cZR
cZRMP
DAP
DCPIP
DHZ
DMAPP
DTT

E. coli
FK
HPLC
iP

iP7G
iP9G
iPR
iPRMP
IPT
IPTG
LB médium
LOG
MES
ODeggo
PMSF
Qo

Tmr

tZ
tZ9G
tZOG
tZR
tZRMP
WT
ZmCKX
ZmCKX

gen kodujici cytokinindehydrogenasu z Arabidopsis thaliana
cytokinindehydrogenasa z Arabidopsis thaliana kédovana genem AtCKX
benzyladenin

hovézi sérovy albumin

barvivo Coomasie Brilliant Blue

cytokininy

cytokinindehydrogenasa

cis-zeatin

cis-zeatin-N9-glukosid

cis-zeatinribosid

cis-zeatinribosid-5"-monofosfat

den po opyleni (z angl. day after pollination)
2,6-dichlorofenolindofenol

dihydrozeatin

dimethylallyldifosfat

1,4-dithiotreitol

Escherichia coli

kyanozelezitan draselny (ferrikyanid draselny)
vysokoucinna kapalinova chromatografie
N°-(2-isopentenyl)adenin
N°-(2-isopentenyl)adenin-N7-glukosid
N°-(2-isopentenyl)adenin-N9-glukosid
N°-(2-isopentenyl)adeninribosid
N°-(2-isopentenyl)adeninribosid-5’-monofosfat
isopentenyltransferasa

isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

Lurria Bertani médium

»lonely guy*, cytokininnukleosid-5"-monofosfatfosforibohydrolasa
2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina

opticka hustota pfi 600 nm

fenylmethansulfonylfluorid
2,3-dimethoxy-5-methyl-1,4-benzochinon

gen kodujici adenylatdimethylallyltransferasu v Agrobacterium tumefaciens
trans-zeatin

trans-zeatin-N9-glukosid

trans-zeatin-O-glukosid

trans-zeatinribosid

trans-zeatin ribosid-5"-monofosfat

divoky typ (z angl. wild type)

gen kodujici cytokinindehydrogenasu z kukufice (Zea mays)
cytokinindehydrogenasa z kukutice kodovana genem ZmCKX
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