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Seznam zkratek

BA benzyladenin

CBD chitin-vazebna doména

CK cytokinin

CKX cytokinindehydrogenasa

cZ cis-zeatin

cZR cis-zeatin ribosid

CZRMP cis-zeatin ribosid-5"-monofosfat

DCIP 2,6-dichlorfenolindofenol

DHZ dihydrozeatin

DMAPP dimethylallylpyrofosfat

FAD flavinadenindinukleotid

HMBDP hydroxymethylbutenyldifosfat

ChtCKX cytokinindehydrogenasa z Chroococcidiopsis thermalis
iP Né-isopentyladenin

iP7G Né-isopentyladenin-N7-glukosid

iP9G Né-isopentyladenin-N9-glukosid

iPR Né-isopentyladenin ribosid

iPRMP Né-isopentyladenin ribosid-5"-monofosfat
IPT isopentenyltranferasa

IPTG isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid
KIN kinetin

mT meta-topolin

oT ortho-topolin

Qo 2,3-dimethoxy-5-methyl-p-benzochinon
ShCKX cytokinindehydrogenasa ze Scytonema hofmani
tRNA-IPT tRNA isopentenyltransferasa

tZ trans-zeatin

tZ7G trans-zeatin-N7-glukosid

tZ9G trans-zeatin-N9-glukosid

tZR trans-zeatin ribosid

tZRMP trans-zeatin ribosid-5"-monofosfat



1 Uvod

Cytokininy (CK) jsou rostlinné hormony, které jsou selektivné inaktivovany oxidativnim
Stépenim jejich postranniho fetézce. Enzym zprostfedkovavajici nevratnou degradaci
cytokininl se nazyva cytokinindehydrogenasa (CKX, EC 1.5.99.12) a hraje kli¢ovou roli
v regulaci metabolismu cytokininli v riznych organismech. CKX byla identifikovana nejen
v mnoha rostlinnych druzich, ale také v nékterych bakteriich (Rhodococcus fascians,
cyanobakterie). Jedna se o flavoprotein obsahujici kovalentné vazany FAD kofaktor
spojeny s apoproteinem pfes histidinové residuum. Degradacni reakce zahrnuje pfenos
dvou elektronll z CK substratu na FAD kofaktor za tvorby iminového meziproduktu, ktery
je hydrolyzovan na adenin a pfisluSny aldehyd. CKX degraduje ruzné cytokininy na
zakladé jejich interakce s aminokyselinami pfitomnymi v aktivnim misté. Pomoci cilenych
mutaci téchto residui byla zjisténa jejich funkce, tyto modifikace jsou podrobnéji popsany
v teoretické Casti.

V experimentalni ¢asti byl exprimovan fuzni protein v bufikach Escherichia coli BL21
Star (DE3) s rekombinantnim plasmidem pTYB12::ShCKX nebo pTYB12::ChtCKX. Takto
exprimované proteiny byly izolovany a purifikovany ve dvou krocich. Precisténé proteiny o
velikosti 53 kDa byly analyzovany pomoci SDS-PAGE. U proteinu ShCKX byla provedena
charakterizace (stanoveni pH optima pfi degradaci substrati isopentenyladeninu a

isopentenyladenosinu a zjisténi substratové specifity).



2 Cile prace

Teoreticka ¢ast:

o Literarni  pfehled  znamych poznatkih o  degradaci  cytokininu
cytokinindehydrogenasou (CKX) se zaméfenim na vztah mezi jeji strukturou a

aktivitou.
Experimentalni ¢ast:
e Optimalizace exprese CKX ze sinic Scytonema hofmanni (ShCKX) a
Chroococcidiopsis thermalis (ChtCKX) v Escherichia coli.
e Precisténi rekombinantnich proteintd z bunééného lyzatu.

e Charakterizace ziskanych rekombinantnich protein(.

¢ Vyhodnoceni a diskuse vysledkd.
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Soucasny stav resené problematiky

3 Funkce a metabolismus cytokininu

3.1 Struktura a funkce cytokininu

Cytokininy (CK) patfi do skupiny rostlinnych hormont, jedna se o NS®-substituované
derivaty adeninu. Strukturné Ize cytokininy rozdélit na dvé skupiny: isoprenoidni a
aromatické. Pfirozen& se vyskytujici isoprenoidni cytokininy jsou NS-(AZ-isopentenyl)
adenin (iP), trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ) a dihydrozeatin (DHZ) (Sakakibara, 2006).
Mezi aromatické cytokininy se fadi ortho-topolin (0T), meta-topolin (mT), jejich methoxy
derivaty a benzyladenin (BA) (Strnad, 1997). Cytokininy hraji kliGovou roli v regulaci
proliferace a diferenciace rostlinnych bunék. Kromé toho jsou schopny inhibovat

senescenci (Gan et al., 1995).

3.2 Biosyntéza cytokininu

Prvnim krokem biosyntézy isoprenoidnich CK je pfenos isoprenoidni jednotky na N°® pozici
adeninového nukleotidu, tato reakce je katalyzovana pomoci isopentenyltransferasy (IPT)
(Spichal, 2012). Poprvé byla tato enzymova aktivita zjiSténa u hlenky Dictyostelium
discoideum (Taya et al., 1978), kde je dulezita pro produkci discadeninu, inhibitoru kli¢eni
spor. Jedna se o slou€eninu strukturné pribuznou cytokininim, ktera vykazuje CK aktivitu
v biotestech (Nomura et al., 1977).

Jsou znamé dva typy strukturné pribuznych IPT, které se liSi cilovou molekulou,
ktera podléha isopentenylaci (prenylaci). Prvnim enzymem katalyzujicim biosyntézu CK je
adenylatisopentenyltransferasa (EC 2.5.1.27) a druhym je tRNA-IPT (EC 2.5.1.75)
(Spichal, 2012). Adenylat-IPT umozriuje pfipojit isopentenylovou skupinu na N°® atom
adenosin-5'-fosfatd (AMP, ADP, ATP) za vzniku nukleotidu CK. Funkce tRNA-IPT je
podobna jako adenylat-IPT stim rozdilem, Zze pfipojuje isopentenylovou skupinu
k adeninu v tRNA (Frébort et al., 2011).

Donory poskytujici isoprenoidni postranni Fetézec jsou dimethylallylpyrofosfat
(DMAPP) a (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyldifosfat (HMBDP) (Krall et al., 2002;
Sakakibara et al., 2005). Pfi pouziti DMAPP jako substratu pro CK biosyntézu je
primarnim produktem iP nukleotid. Pokud IPT vyuziva HMBDP, tvofi se tZ nukleotid
(Sakakibara, 2006). U rostlin se vyskytuji dvé biosyntetické drahy pro produkci
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isoprenoidnich postrannich fetézcu, prvni je mevalonatova draha lokalizovana v cytosolu
a mitochondriich. Druha je methylerythritolfosfatova draha lokalizovana v plastidech
(Frébort et al., 2011).

3.3 Metabolismus cytokinint

CK jsou metabolizovany prostfednictvim modifikaci jejich purinové ¢asti, modifikaci N°-
postranniho fetézce nebo Stépenim. Tyto strukturni zmény vedou k vratné &i nevratné
ztraté biologické aktivity (Spichal, 2012).

Dulezitou modifikaci Né-postranniho fetézce je hydroxylace
isopentenyladeninového postranniho fetézce. Tento krok je dulezity pro vznik cytokinin(
trans-zeatinového typu. Existuji dvé mozné drahy biosyntézy: zavisla na iP, kde je nejprve
vytvofen iP nukleotid a nasledné je hydroxylovan enzymem cytochrom P450
monooxygenasou (Takei et al., 2004), a nezavisla na iP, kde je produkce cytokininu tZ
typu zprostifedkovana prenosem hydroxylovaného postranniho Fetézce z prekursoru
HMBDP na adeninovy kruh (Astot et al., 2000; Sakakibara et al., 2005).

Cytokininy jsou de novo syntetizovany jako malo aktivni nukleotidy mono-, di-,
trifosfaty, které musi byt pfevedeny na volné baze, aby se staly aktivnimi (Frébort et al.,
2011). Kli¢ovym enzymem, ktery umozriuje aktivaci CK nukleotidu prostfednictvim své
cytokinin-specifické fosforibohydrolasové aktivity je enzym ‘Lonely guy” (LOG). Tento
enzym byl identifikovan a izolovan z ryze v roce 2007 (Kurakawa et al., 2007). Cytokininy
mohou podléhat také metabolismu pomoci enzym( obecného purinového metabolismu,
témito enzymy jsou napfiklad 5°-nukleotidasa (EC 3.1.3.5) a adenosinnukleosidasa (EC
3.2.2.7; Mok a Mok, 2001).

Mnozstvi biologicky aktivnich cytokinind musi byt pfesné udrzovano. Kromé
nevratného $tépeni postranniho fetézce mize u CK dochazet k inaktivaci pfi glykosylaci.
N-glykosylace je uskuteChovana na pozici N3, N7 a N9 purinové jednotky (N-glykosidy).
N-glykosylace je povazovana za prakticky nevratny deaktivujici proces. Enzym zapojeny
v N-glykosylaci v pozicich N7 a N3 je glukosyltransferasa vyuzivajici uridindifosfat glukosu
a uridintrifosfat glukosu jako glykosylové donory (Spichal, 2012). O-glykosylace probiha
na hydroxylové skupiné postrannich fetézcu derivatl zeatinu (Sakakibara, 2006). Oproti
N-glykosylaci se v3ak jedna o vratny proces, ktery je katalyzovan B-glukosidasou. Tento
enzym nema schopnost Stépit N-glykosidy kromé téch, které jsou vazané v pozici N3
(Brzobohaty et al., 1993).
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Degradace cytokinini je umoznéna oxidativnim $tépenim N8-postranniho fetézce.
Oxidativni $tépeni CK bylo poprvé demonstrovano pfeménou radioaktivné znaceného N°-
isopentenyladeninu na adenin v pletivu tabaku (Paces et al., 1971). Tato reakce je
zprostfedkovana enzymem nejprve pojmenovanym cytokininoxidasa vyuzivajici jako
elektronovy akceptor kyslik (Whitty a Hall, 1974). Vysledkem je tvorba adeninu a
prislusného aldehydu (Brownlee et al., 1975). Reakce probiha cestou dehydrogenace CK
za vzniku iminového meziproduktu, dochazi k pfenosu dvou elektrontd z flavinového
kofaktoru enzymu na akceptor elektrond (Laloue a Fox, 1985). Pfedpokladalo se, ze
molekularni kyslik je nutny pro enzymatickou aktivitu, ale bylo zjiSténo, Ze lze pouzit
s vétsi efektivitou i jiné elektronové akceptory, pfedevsim chinonového typu (Galuzska et
al., 2001; Frébortova et al., 2004). Enzym byl pfejmenovan na cytokinindehydrogenasu
(Galuzska et al., 2001).

4 Degradace cytokinintl cytokinindehydrogenasou

4.1 Zakladni charakteristika cytokinindehydrogenasy

Cytokinindehydrogenasa (CKX; EC 1.5.99.12) je enzym katalyzujici nevratnou degradaci
cytokininti  prostiednictvim oxidativniho $tépeni N®-postranniho fetézce, vysledkem je
tvorba adeninu (nebo jeho derivatu substituovaného v N9 pozici) a pfislusného aldehydu
(Obr. 1). Preferovanymi substraty pro degradaci jsou cytokininy s nenasycenym
postrannim fetézcem. Cytokininy s aromatickou strukturou nejsou vhodnymi substraty pro
Stépeni pomoci CKX, jejich degradace probiha ve srovnani s iP velmi malou rychlosti.
Cytokininy s nasycenym postrannim fetézcem nejsou substratem CKX (Popelkova et al.,
2004).

CKX je jediny pfirozené se vyskytujici enzym umoznujici $tépeni CK. PFfi zménach
v aktivité CKX dochazi ke zméné cytokininové koncentrace v pletivech, tento enzym hraje
dulezitou roli v kontrole hladiny cytokinin a v procesech na nich zavislych (Popelkova et
al., 2004).
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Obrazek 1. Reakéni schéma degradace cytokinindehydrogenasou.

CKX je flavoprotein  skladajici se zkovalentné vazaného FAD
(flavinadeninindinukleotid) kofaktoru a CKX apoproteinu. Jeho molekulova hmotnost se
pohybuje mezi 56-64,9 kDa (Popelkova et al., 2004). Plivodné byla CKX povazovana za
aminooxidasu obsahujici méd (Whitty a Hall, 1974; Hare a Van Staden, 1994). P¥i
charakterizaci rekombinantniho enzymu bylo zjiSténo, Ze obsahuje FAD a neobsahuje
zadné tézkeé kovy, tedy ani méd (Bilyeu et al., 2001). Pfitomnost FAD kofaktoru v CKX
byla potvrzena pfi testu na inhibici zplsobené inhibitory flavoproteinovych oxidoreduktas
(Galuzska et al., 2001). Aminokyselinova sekvence CKX obsahuje FAD-vazebnou
doménu a v sekvenci je také mozno nalézt GHS motiv, ktery je typicky pro enzymy
s kovalentné vazanym FAD pfes histidinové residuum (Houba-Hérin et al., 1999).

CKX je vrlznych organismech kodovana rlznymi geny, jejichz pocet se liSi.
Napfiklad orchidej Dendrobium ma jeden gen (DsCKX1; Yang et al., 2003), ryze (Oryza
sativa) ma jedenact gend (OsCKX1 — OsCKX11; Tsai et al., 2012). Homolog CKX byl
identifikovan v cyanobakterii Nostoc sp. PCC 7120, kde se nachazi jeden gen (NoCKX1)
(Kaneko et al., 2001). Dalsi homologni sekvenci Ize nalézt u fytopatogenni bakterie
Rhodococcus fascians, ktera kéduje jeden gen RfCKX1 (Crespi et al., 1994).

U Arabidopsis thaliana (AtCKX) je CKX kédovana sedmi homolognimi geny. Dva
geny se nachazi na chromosomu 2 (AtCKX1 a AtCKX2), dva na chromosomu 5 (AtCKX3
a AtCKX7), zbylé tfi (AtCKX4, AtCKX5 a AtCKX®6) jsou umistény na chromosomech 4, 1 a
3 (Bilyeu et al., 2001). Exprese genul probiha v raznych fazich vyvoje, v rliznych ¢astech
rostlinnych pletiv a v rlznych ¢astech burky. Jednotlivé proteiny vykazuji rozdilnou
aktivitu v zavislosti na substratu, ktery degraduji. AtCKX2 a AtCKX4 jsou enzymy
s nejvyssSi aktivitou a jako substraty preferuji volné baze cytokininl pfi neutralnim a
zasaditém pH. AtCKX1 preferuje cytokininové nukleotidy proti volnym bazim a také
isopentenyladenosin (iPR) oproti iP v celém rozsahu pH. AtCKX7 upfednostfuje

cytokininové glykosidy (zejména NO9-glukosidy), pfiCemz afinita ke glykosylovanym
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cytokininim se zvySuje, pokud je glukosyl nahrazeny ribosylem. AtCKX1 degraduje iP 9-
glukosid (iP9G) 30nasobné ucinngji nez iP, oproti tomu AtCKX2 degraduje iP9G
10nasobné hlrfe nez iP. Isoforma AtCKX3 upfednosthiuje degradaci cytokininovych
nukleotid (Galuzska et al., 2007, Kowalska et al., 2010). Substratova specifita je blizce
spjata také se subcelularni lokalizaci enzymu (Frébort et al., 2011).

Rodina CKX u kukufice (Zea mays) ma tfinact ¢lent (ZmCKX1-ZmCKX12). CKX
enzymy maji rdznou aktivitu v zavislosti typu N9-substituentu adeninového kruhu
cytokininu. VSechny isoformy (kromé& ZmCKXS5) projevu;ji relativné vysokou aktivitu s cZ.
Isoformy ZmCKX8, ZmCKX9, ZmCKX10 a ZmCKX12 preferuji ¢cZ pred ostatnimi volnymi
bazemi (Zalabak et al., 2014). V degradaci cZ cytokinind se ZmCKX [i§i od AtCKX, ktera
vykazuje nizkou aktivitu s cZ (Galuszka et al., 2007). ZmCKX1 preferuje k degradaci
volné baze cytokinind (nejlépe iP a tZ), ostatni substraty degraduje velmi pomalu.
Schopnost degradovat cytokinin monofosfaty a zeatin 9-glukosidy je nizSi nez u iP 9-
glukosidd, které jsou degradovany rychleji nez iP. ZmCKX4a a ZmCKX4b, oproti ZmCKX2
a ZmCKXa3, vice preferuji derivaty iP a cZ, derivaty tZ jsou schopny degradovat hufe. Tyto
Ctyfi enzymy preferenéné degraduji N9-glukosidy. Kukuficné CKX jsou obecné lépe
schopné degradovat cZ derivaty, Casto pfi vétSich rychlostech nez tZ derivaty. Tuto
vlastnost Ize odlvodnit tim, ze v pletivech kukufice se nachazi vice cytokinini typu cZ,

zatimco u Arabidopsis se nachazi pfevazné pouze u semen (Zalabak et al., 2014).

4.2 Struktura a funkce CKX

4.2.1 Konzervované domény a motivy v CKX sekvenci

Navzdory nizké sekvenéni homologii mezi jednotlivymi CKX proteiny je okolo jedné tietiny
vSech aminokyselinovych residui vysoce konzervovano. VétSina konzervovanych residui
je konzervovana také u prokaryotickych CKX. Mnoho konzervovanych oblasti je umisténo
ve FAD-vazebné doméné. Kromé FAD-vazebné domény se u CKX protein( objevuji dalsi
konzervované Useky, mezi nimiz se nachazi sekvence s rliznym stupném variability.
Vysoky stupen variability téchto sekvenci znaci dllezitost konzervovanych useku
(Schmdilling et al., 2003). Porovnani sekvenci riznych CKX dostupnych z odliSnych
organismu ukazalo vysoce konzervovanou doménu umisténou mezi pozicemi 69 a 246
(Cislovani podle ZmCKX1) a pritomnost identického motivu GHS, jehoz H je residuem,
které vaze FAD kofaktor. Krom& GHS motivu obsahuje FAD doména také vysoce
konzervovana residua jako G, L, V a F, ktera mohou vytvaret pfiznivé hydrofobni prostredi

obklopujici CK substrat navazany v aktivnim misté (Popelkova et al., 2004).
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DalSimi konzervovanymi motivy v C-terminalni ¢asti CKX jsou GIWrVPHPWLN a
HFG, které jsou unikatni pro CKX proteiny, a motiv DP, ktery je stejny u vSech

flavoproteinovych oxidoreduktas (Popelkova et al., 2004).

4.2.2 Struktura krystalu ZmCKX1

Krystalova struktura rekombinantni CKX byla vyfeSena v nativnim stavu a v komplexu
s tZ, iP a BA. Mapa elektronové hustoty prokazala pfitomnost &tyi glykosylaénich mist, do
kterych Ize vazat celkové pét sacharidovych residui: tfi se vazi na aminokyseliny N63,
N89 a N294, zbyla dvé residua jsou pfipojena k N134 (Malito et al., 2004).

CKX vykazuje dvoudoménovou topologii typickou pro flavoenzymy z rodiny
vanillyl-alkoholoxidas (Fraaije et al., 1998). FAD-vazebna doména zahrnuje residua 40-
244 a 492-534, kdezto vazebna doména substratu se sklada z residui 245-491 (Obr. 2).
Proteinova struktura je podobna jako u cholesteroloxidasy z Brevibacterium sterolicum,
avSak v oblasti residui 344-396 je vyznamné odliSna. Tato ¢ast zahrnuje dva a-helixy,
které jsou soucasti aktivniho mista, a zaujima odliSnou konformaci nez odpovidajici
residua cholesteroloxidasy (347-431) (Malito et al., 2004). FAD kofaktor je kovalentné
vazan k proteinu (Bilyeu et al., 2001). Misto pfipojeni FAD kofaktoru se nachazi na ND1
atomu H105, ktery se vaze na 8-methylovou skupinu flavinového kruhu (Malito et al.,
2004). Kovalentni vazba je ziejmé jednim z hlavnich faktorl, které urcuji relativné vysoky
redoxni potencial CKX (Frébortova et al., 2004). ADP-ribitylova ¢ast prostetické skupiny je
vhofena ve FAD doméné a je kompletné nepfistupna rozpoustédiu. Isoalloxazinovy kruh
FAD zaujima planarni konformaci a je umistén ve spodni Casti dutiny, ktera je
Vv pfirozeném stavu obsazena alespori sedmi molekulami vody. Jedna z nich je vodikovou
vazbou vazana na N5 atom flavinu. Dutina je spojena s vné&ji Casti pfes uzky pér

s oblasti trychtyfovitého tvaru na povrchu proteinu (Malito et al., 2004).
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Obrazek 2. Struktura kukufiéného monomeru CKX. Modra — FAD vazebna doména (residua 40-
244 a 492-534), Cervena — substrat vazebna doména (residua 245-491), zluta — kofaktor FAD,
¢erna - oxidovana forma NS®-isopentenyladeninového ligandu. N-konec a C-konec residua jsou
oznaCeny jako N a C (pfevzato z Malito et al., 2004).

Tyto dvé &asti tvori aktivni misto CKX, z nichz jedna tvofi vazebné misto pro
alifaticky postranni fetézec a druha pro adeninovy kruh substratu. Adenin je rozpoznan
sadou alifatickych fetézct a E381, ktery se vaze na N3 a N7 atomy kruhu. Cast kruhu je
orientovana k rozpoustédlu a je vystavena na povrchu proteinu. Aktivni misto vykazuje
vysoky stupen pre-organizace a komplementarity s ohledem na CK substrat. Postranni
fetézec cytokininu se rozprostird od adeninu skrz pér do vnitini dutiny, kde je nepfistupny
rozpoustédlu. Timto zplsobem je vytvofeno prostfedi chranéné pred rozpoustédlem, kde
adeninovy kruh funguje jako uzavér. Kli€ovou roli ve vazebném misté hraje par D169-
E288. Jeden kyslik karboxylové skupiny D169 je vodikovou vazbou vazan k N® atomu
substratu (rozpoznava aminovou skupinu substratu). Druhy kyslik karboxylové skupiny
D169 se ucastni vodikové vazby s E288 (Malito et al., 2004).
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4.2.3 Funkce vybranych aminokyselin v katalytické reakci CKX

Funkce aminokyselin ucastnicich se vazby substratu a FAD kofaktoru byla objasnéna
cilenou mutagenezi téchto rezidui a naslednou kinetickou a strukturni analyzou
mutantnich forem ZmCKX1 (Kopecny et al., 2016).

Jednou z aminokyselin, ktera ma pravdépodobné vliv na pribéh katalytické
reakce, je D169. Na zakladé krystalové struktury bylo navrzeno, ze postranni fetézec
D169 polarizuje cytokininovy substrat a podporuje tvorbu pozitivniho naboje na N® atomu
substratu. Jeden kyslik postranniho fetézce D169 interaguje s vodikem na N® atomu
substratu, zatimco druhy tvofi vodikovou vazbu s karboxylovou skupinou E288. Pfi zméné
D169 na asparagin (D169N) je vysledkem vyznamné sniZzena aktivita (stonasobné nizsi
nez u WT), coz dokazuje, Ze je aspartat nezbytny pro katalyzu. Zaména D169 za glutamat
(D169E) vedla pouze k ¢aste€nému snizeni aktivity a kineticka a strukturni data ukazuiji,
Ze E169 mize nahradit D169, ackoli delSi postranni fetézec glutamatu ovliviiuje afinitu
k substratu a substratovou specifitu (Kope€ny et al., 2016). Vyznam D169 pro aktivitu
enzymu Ize demonstrovat na pfikladu CKX z Nostoc sp. PCC 7120 (NoCKX1). Pfi méfeni
aktivity NOCKX1 s rGznymi substraty a elektronovymi akceptory nebyla Zadna aktivita
zaznamenana. U NoCKX1 je aspartat v aktivnim misté zaménén za leucin, coz mlze byt
divodem ztraty aktivity (Frébortova et al., 2015).

Residuum E288, stejné jako D169, zprostfedkovava polarizaci aminoskupiny na
atomu N°® substratu. Pfi zméné E288Q nedochazi k vyrazné odchylce katalytické Gc¢innosti
od WT, a tedy E288 jen mirné ovliviiuje specifickou aktivitu (Kopecny et al., 2016).
V pfipadé CKX pochazejici z Rhodococcus fascians se pfirozené vyskytuje varianta
E288Q, ktera je pIné funkéni (Pertry at al., 2010).

Residuum E381 je kliCové pro substratovou specifitu tim, Ze pfispiva k vazbé
substratu interakci karboxylatu E381 s N9 atomem substratu. Vyskytuje se u poloviny
znamych sekvenci CKX, zatimco u ostatnich je nahrazeno S, G, V nebo A.
Charakterizované enzymy, které obsahuji glutamat v odpovidajici pozici, vykazuji vysokou
aktivitu a nizkou K s cytokininovymi bazemi, zatimco ribosidy a zejména N9-glukosidy
jsou slabsimi substraty jak z hlediska aktivity, tak i afinity (Galuszka et al., 2007, Kopecny
et al., 2016). Oproti WT enzymu byla u obou variant E381A a E381S zjisténa aktivita u
vSech testovanych substratd zahrnujicich i CK glukosidy jako iP9G a tZ9G a ribosidy.
Zaména E381 za mensi residua zvétSi vstup do aktivniho mista a umozni vazbu
objemnéjSich substratd jako ribosidy a glukosidy. Timto Ize dokazat, Ze glutamatové

residuum udéluje specifitu enzymu omezenim vazby ligandu (Kopeény et al., 2016).
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Residuum L492 se nachazi ve vnitfni ¢asti substratové dutiny a mifi smérem ke
konci postranniho Fetézce CK. Varianta L492A je jedinym enzymem pozitivné ovlivriujicim
Stépeni aromatickych cytokininG (Kopecny et al., 2016). WT enzym $tépi ortho- a meta-
topolin s velmi pomalou rychlosti (Frébortova et al., 2004). Naproti tomu Stépeni téchto
derivatll probiha u varianty L492A vyrazné rychleji. Alanin v pozici leucinu vytvafi prostor
pro oba substraty, a tedy jejich lepSi umisténi v aktivnim misté. L492A ukazuje také vyssi
schopnost Stépit cZ, ktera je srovnatelna s tZ (Kopecny et al., 2016).

FAD kofaktor je kovalentné vazan na histidin (H105), ktery je soucasti
konzervovaného GHS motivu, a to prostfednictvim 8a-N(1)-hystidylové vazby. Mutace
H105A zabranuje vzniku této kovalentni vazby, nasledkem ¢ehoz je vznik CKX enzymu
s volnym FAD kofaktorem a ztrata kofaktoru v prabéhu purifikace. Béhem purifikace bylo
ztraceno okolo 70 % celkové aktivity, coz ukazuje, Ze tato varianta je nestabilni a citliva na
vysokou iontovou silu béhem iontové vyménné chromatografie. Ani po pfidani FAD nebyla
aktivita obnovena (Kopecny et al., 2016). Konzervovany GHS motiv se nenachazi v
sekvenci aminokyselin CKX ze sinice Nostoc sp. PCC 7120 (NoCKX1), misto toho je
obsazen GYT motiv. Pfi purifikaci NOCKX1 nebyla zjisténa aktivita, coz se pravdépodobné
tyka faktu, ze protein neobsahuje FAD kofaktor kvili zméné motivu. U purifikovaného
enzymu nebyla zaznamenana charakteristicka Zluta barva a nebylo pozorovano absorpcni
spektrum typické pro flavoproteiny. PFi cilené mutaci tyrosinu za histidin neukazal mutant
zadnou CKX aktivitu (Frébortova et al., 2015). K vytvofeni kovalentni vazby FAD k
proteinu je nutna pFitomnost nejméné tfi katalytickych aminokyselinovych residui
usnadnujicich tvorbu kovalentni vazby flavinu s vhodnym ligandem. V pfipadé ZmCKX1
jsou to residua Y491, D169 a Y170 (Heuts et al.,, 2009). NoCKX1 obsahuje z téchto

residui pouze C-terminalni tyrosin (Y410; Frébortova et al., 2015).

Dalsi dulezitou konzervovanou doménou je HFG doména na C-konci CKX. Tato
doména je silné konzervovana v rostlinnych CKX enzymech a je dllezita pro aktivitu a
stabilitu enzymu. U CKX z je€mene (HvCKX9) je fenylalanin nahrazen tyrosinem, tato
zameéna ale nezpuUsobuje ztratu aktivity. Tyrosin je v HFG doméné pritomen i v pfipadé
NoCKX1 (Frébortova et al., 2015). DalSi zménu v HFG doméné ma kukuficna ZmCKX6,
ktera obsahuje misto fenylalaninu leucin a ktera je diky této specifické mutaci neaktivni.
PFi zpétné mutaci byla detekovana aktivita a fenylalanin je tedy residuum dulezité pro
aktivitu (Zalabak et al., 2014).
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4.2.4 Cyanobakterialni CKX

Jak bylo popsano v pfedchazejici kapitole, CKX pochazejici z cyanobakterie Nostoc
postrada fadu konzervovanych rezidui a je neaktivni. Zmény v sekvenci CKX, obdobné
jako se nachazeji u Nostoc, vykazuji i jiné cyanobakterie (Frébortova et al.,, 2015).
Nicméné u daldich cyanobakterii byly detekovany homology CKX, u kterych se
nenachazeji tak vyznamné zamény aminokyselin, a jsou v konzervovanych doménach ve
vétSi ¢i mensi mife shodné s funkénimi proteiny. Jak je patrné z Obr. 3, mezi takové
homology patfi CKX z cyanobakterie Scytonema hofmanni PCC 7110 (ShCKX) a
CasteCné z Chroococcidiopsis thermalis PCC 7203 (ChtCKX). Charakterizace téchto dvou

cyanobakterialnich CKX je tématem experimentalni Casti prace.
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Obrazek 3. Porovnani aminokyselinovych sekvenci ZmCKX1, ShCKX, ChtCKX a NoCKX1.
Sekvence proteinu byla porovnana pomoci programu BioEdit (Hall, 1999). Cerné ramecky oznacuji
konzervované oblasti.
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Experimentalni ¢ast

5 Material

Pfistroje
e UV-VIS Spektrofotometr UV-2401PC, Shimadzu, Japonsko
o Nizkotlaky kapalinovy chromatograf BioLogic LP, Bio-Rad, USA
e Sonikator Model 3000MP Ultrasonic Homogenizer, BioLogics, Inc., USA

e Laminarni flowbox SCS 2-4, Faster, Italie

Chemikalie
e Carbenicilin, Duchefa, Nizozemsko
e |PTG, Duchefa, Nizozemsko
e Cytokininy, OlChemim, CR

o Marker Page Ruler Unstained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific, USA
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6 Metody

6.1 Exprese proteintl v Escherichia coli

6.1.1 Optimalizace exprese ShCKX v E. coli

Prekultura Escherichia coli BL21 Star (DE3) srekombinantnim plasmidem
pTYB12::ShCKX byla kultivovana 24 hodin v5 ml LB (Luria-Bertani) média (Sigma-
Aldrich, USA) s carbenicilinem (100 pg/ml) pfi teploté 37 °C. LB médium bylo inokulovano

kulturou pomoci sterilni bakteriologické kli¢ky.

Protein ShCKX byl exprimovan ve 20 ml LB média v Erlenmeyerovych barikach o
objemu 50 ml. LB médium obsahovalo carbenicilin (100 ug/ml) a 1% glukosu (Lach-Ner,
CR). Takto pfipravené LB médium bylo inokulovano 400 pl prekultury E. coli BL21 Star
(DE3) pTYB12::ShCKX. Suspenze bunék byla inkubovana pfi 37 °C do doby, nez byla
namérena opticka hustota kultury pfi 600 nm (ODsoo) vV rozmezi hodnot 0,4-0,6. Poté byla
exprese proteinu ShCKX u poloviny banék indukovana 0,5 mM isopropyl-B-D-1-
thiogalaktopyranosidem (IPTG, Duchefa, Nizozemsko) a bunky byly kultivovany 2,5 hod
pfi 37 °C, 5 hod pfi 25 °C nebo 16-18 hod pfi 18 °C. Druha polovina banék neobsahovala
IPTG.

Po ukon&eni kultivace byly buriky centrifugovany (5 000 g, 5 min, 4 °C). Pelet byl
resuspendovan v 800 ul lyzaéniho pufru (20 mM Tris/HCI, pH 7,5) s obsahem 0,1% Triton
X-100 (Roth, Némecko). Nasledovala lyze bunék metodou opakovaného (5x) zmrazeni
v tekutém dusiku a rozmrazeni pfi teploté 42 °C. Nasledovala centrifugace pfi 15 000 g
(10 min, 4 °C) a bunéc&ny lyzat byl pfepipetovan do novych zkumavek.

Vliv koncentrace induktoru na expresi byl zkouman pfi 18 °C. Exprese byla

indukovana IPTG pfi koncentraci 0,1 mM, 0,3 mM nebo 0,5 mM.

6.1.2 Optimalizace exprese ChtCKX v E. coli

Byla pouzita prekultura E. coli BL21 Star (DE3) s rekombinantnim plasmidem
pTYB12::ChtCKX. Optimalizace exprese ChtCKX probihala stejnym zplsobem, jak je
popsano v kapitole 6.1.1.
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6.1.3 Exprese gent CKX v E. coli

Do 50 ml LB média byla pfidana glukosa o koncové koncentraci 1% a carbenicilin (100
pa/ml). Kultivace probéhla ve dvaceti Erlenmeyerovych barkach, celkovy objem kultury
byl 1 I. Poté byl pfidan do média 1 ml zasobni kultury a nasledovala inkubace 2-3 hod pfi
37 °C do dosazeni absorbance pfi 600 nm v rozmezi 0,4-0,6. Pro indukci exprese byl
pouzit IPTG a nasledovala kultivace pfi 18 °C pfes noc. Pro expresi genu ShCKX byl
pfidan 0,3 mM IPTG, k indukci exprese genu ChtCKX byl pouzit 0,5 mM IPTG.

6.2 lzolace proteinti ShCKX a ChtCKX

Pro separaci bunék od média byla pouzita centrifugace pfi 10 000 g (5 min, 4 °C).
Supernatant byl odlit a bunky byly suspendovany v 15 ml lyza¢niho pufru (20 mM
Tris/HCI, pH 8,0, 1 M NaCl, 0,1% Triton X-100). K lyzi bunék byla pouzita sonikace pfi
danych podminkach: 50 % vykonu, 6 s pulz zapnuty, 9 s pulz vypnuty, celkovy ¢as 5 min.
Cyklus byl opakovan pétkrat. Separace bunéfného obsahu od zbytkl bunék byla
provedena centrifugaci pfi 20 000 g (20 min, 4 °C). Supernatant (bunéény lyzat) byl

odebran do zkumavky a skladovan na ledé.

6.3 Purifikace proteinit ShCKX a ChtCKX

6.3.1 Precisténi proteinu pomoci afinitni chromatografie

Pro precisténi proteind ShCKX a ChtCKX byl pouzit systém purifikace fuzniho proteinu na
chitinové koloné (New England Biolabs, Velka Britanie). Fuzni protein je sloZen z inteinu a
cilového proteinu (ShCKX nebo ChtCKX). Soucasti inteinu je chitin-vazebnad doména
(CBD), ktera umozrfiuje jeho vazbu na material kolony (chitin). Intein je v pfitomnosti
dithiotreitolu (DTT, Sigma-Aldrich, USA) schopen samos&tépeni a dojde k jeho uvolnéni od
cilového proteinu.

Chitinova kolona (15 ml) byla nejprve promyta 150 ml ekvilibraéniho pufru (20 mM
Tris/HCI, pH 8,0, 1 M NacCl, 0,1% Triton X-100). Buné¢ény lyzat byl nanesen na chitinovou
kolonu pfi pritoku 0,3 ml/min pfi 4 °C. Po naneseni byla kolona promyta 150 ml
ekvilibragniho pufru a dale 45 ml &tépiciho pufru (20 mM Tris/HCI, pH 8,0, 1 M NacCl, 0,1%
Triton X-100, 50 mM DTT) pfi pratoku 1 ml/min. Stépeni inteinu probihalo pfi 4 °C po dobu
68 hod. Eluce proteinu z kolony byla provedena 50 ml ekvilibraéniho pufru pfi pratoku 1

ml/min. Ke zkoncentrovani eluatu byla pouzita centrifugacni zkumavka s filtrem (Amicon
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Ultra-15 Centrifugal Filter Units, 10 000 MWCO) pfi 4 000 g (20 min, 4 °C). Proces byl
opakovan az do objemu menS$iho nez 1 ml. Tento objem byl nafedén 20 mM pufrem
Tris/HCI (pH 8,0) a nasledné opét zkoncentrovan, aby doslo ke snizeni obsahu DTT pod
50 uM.

6.3.2 Purifikace proteinti ShCKX a ChtCKX pomoci High Q

Na kolonu s iontoméni¢em High Q (BioRad, USA) o objemu 17 ml byl nanesen na
chitinové koloné purifikovany a zkoncentrovany protein (ChtCKX nebo ShCKX). Kolona
byla nejprve promyta 35 ml pufru A (50 mM Tris/HCI pH 8,0). Proteiny zadrZzené na koloné
byly eluovany linearnim gradientem (0-100 %) pufru B (50 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 M NacCl)
0 objemu 85 ml a nasledné 35 ml pufru B pfi pratoku 1 ml/min. Béhem eluce byly sbirany
frakce o objemu 2,5 ml do zkumavek a také byla monitorovana absorbance. Dle
ziskaného chromatogramu byla méfena aktivita protein v jednotlivych frakcich. Frakce,
ve kterych byla naméfena aktivita, byly spojeny a nasledné koncentrovany pomoci
ultrafiltrani zkumavky nebo michané cely (Amicon, 10 kDa). Metodou SDS-PAGE byla

potvrzena pfitomnost a Cistota proteinu CKX ve frakcich.

6.4 Stanoveni aktivity CKX

Pro méfeni aktivity enzymu byla pouZita metoda zalozena na reakci aldehydu, vzniklého
pfi degradaci cytokininu, s p-aminofenolem v kyselém prostfedi za vzniku Schiffovy baze
absorbujici pfi 352 nm (Libreros-Minotta a Tipton, 1995). Byl pouzit 2,6-
dichlorfenolindofenol (DCIP, Fluka, Némecko) jako elektronovy akceptor. Jako substrat
byl pouzit isopentenyladenin (iP). Reakéni smés obsahovala 300 ul pufru (Mcllvaine, pH
7,5), 500 UM elektronovy akceptor, 150 uM iP, pfisludné mnozstvi lyzatu, eluatu po
purifikaci na chitinové kolon& nebo eluatu po purifikaci na High Q koloné (Tab. 1). Smés
byla do vysledného objemu 600 ul doplnéna deionizovanou vodou. Poté byla inkubovana
1 hod pfi 37 °C.

Tabulka 1. Mnozstvi enzymu pouzitého pfi reakci.

Enzym ShCKX ChtCKX
Lyzat [pl] 3 20
Eluat chitin [pl] 0,4 2
Eluat High Q [pl] 2 3

25



Reakce byla zastavena pfidanim 300 pl 40% kyseliny trichloroctové (TCA, Roth,
Némecko) a bylo pfidano 200 ul 2% p-aminofenolu (Aldrich, USA) v 6% TCA. Smés byla
protfepana a nasledovala centrifugace pfi 13 000 rpm, 5 min. Byla zméfena absorbance
v rozsahu 300-700 nm. Aktivita byla uréena z hodnoty absorbance pfi 352 nm (¢ = 15 200
M-1cm?; Frébort et al., 2002).

6.5 Stanoveni proteint v lyzatu a eluatech metodou podle
Bradforda

Nejprve byla pfipravena kalibra¢ni fada hovéziho sérového albuminu (1 mg/ml BSA) o
koncentracich 0-10 ug/ml BSA. K 800 pl roztoku kazdého standardu nebo vzorku bylo
pfidano 200 ul Bradfordova cinidla (Bio-Rad, USA). Smés byla inkubovana 10 minut pfi
laboratorni teploté. Poté byla zméfena absorbance standardi a vzork( pfi vinové délce

595 nm. Hodnoty koncentrace proteinl ve vzorku byly zjistény metodou kalibraéni kfivky.

6.6 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Elektroforéza (Bio-Rad, USA) v polyakrylamidovém gelu byla provedena za denaturujicich
podminek v 5% zaostfovacim (Tab. 2) a 10% délicim gelu (Tab. 2) s obsahem 40%
AA+Bis (Sigma-Aldrich, USA), 10% SDS (Lach-Ner, CR), TEMED (Fluka, Svycarsko) a
10% APS (Aldrich, USA). Vzorky (eluat z chitinové kolony, eluat z High Q kolony) byly
pfipraveny smichanim v poméru 3:1 se 4x koncentrovanym vzorkovacim pufrem (Bio-
Rad, USA) s merkaptoethanolem a byly inkubovany 5 min pfi 95 °C. Vzorek lyzatu byl
smichan se vzorkovacim pufrem bez merkaptoethanolu. Po naneseni vzork( do jamek
gelu elektroforéza probihala pfi napéti 80 V pro zaostfovaci gel, poté pfi 140 V pro délici

gel a pfi laboratorni teploté. Gel byl obarven v roztoku Coomassie Blue R-250.

Tabulka 2. SloZeni 5% zaostfovaciho gelu a 10% déliciho gelu.

SloZka 5% gel 10% gel
40% AA+BiIs 0,625 ml 2ml
H20 3,665 ml 2,89 ml
1 M Tris/HCI pH
6,8 (5%) nebo 8,8 0,625 ml 3mil
(10%)
10% SDS 50 pl 75 pl
TEMED 5ul 5ul
10% APS 30 pl 30 pl
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6.7 Stanoveni pH optima ShCKX

Stanoveni pH optima bylo provedeno v rozmezi pH 4-9 (4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5; 8;
8,5; 9). V oblasti pH 4-8 byl pouzit McllvainGv pufr a pro hodnoty 7,5-9 byl pouzit 100 mM
Tris/HCI.

Aktivita enzymu byla uréena v reakéni smési, ktera obsahovala 300 ul pufru,
substrat (150 pM isopentenyladenin nebo isopentenyladenin ribosid), elektronovy
akceptor (500 uM DCIP nebo Qo), 2 pl vzorku (eluat ShCKX). DalSi postup je podrobné
popsan v kapitole 6.4.

6.8 Stanoveni substratové specifity ShCKX

Substratova specifita byla stanovena metodou s p-aminofenolem nebo kinetickou
metodou na zakladé odbarvovani DCIP. Mérfeni bylo provedeno v Mcllvainové pufru pH
7,5. U metody s p-aminofenolem (end-point metoda) byl pouzit elektronovy akceptor (500
MM Qo) a substraty iP, iPR, iPRMP iP9G, iP7G, tZ, tZR, tZRMP, tZ9G, tZ7G, DHZ nebo
KIN (150 uM). V pfipadé kinetické metody na zakladé odbarvovani DCIP mél elektronovy
akceptor koncovou koncentraci 100 uM. Pouzité substraty byly iP, iPR, iPRMP, tZ, tZR,
tZRMP, cZ, cZR, cZRMP (100 uM). Tato metoda byla pouzita pro stanoveni substratovée
specifity ¢Z cytokininu, u kterych nelze praktikovat metodu s p-aminofenolem. Pro vypocet
aktivity byl pouzit extinkéni koeficient DCIP, jehoz hodnota je pro pH 7,5 21 300 M* cm™
(Armstrong, 1964).
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7 Vysledky a diskuze

7.1 Optimalizace podminek exprese fuznich proteini (ShCKX,
ChtCKX)

Pro expresi proteinl ShCKX a ChtCKX byla pouzita E. coli BL21 Star (DE3) obsahujici
plasmid pTYB12 se zaklonovanym genem ShCKX nebo ChtCKX (pfipraveno dfive).
K optimalizaci exprese fuzniho proteinu byla pouzita kultivace za riiznych teplot s odliSnou
dobou kultivace (16-18 hod pfi 18 °C, 5 hod pfi 25 °C, 2,5 hod pfi 37 °C) a také indukce s
rdznou koncentraci induktoru exprese IPTG (0,1 mM, 0,3 mM nebo 0,5 mM). Mira
exprese byla hodnocena na zakladé enzymové aktivity v bunééném lyzatu za pouziti

DCIP jako elektronového akceptoru.

Tabulka 3. Exprese ShCKX v zavislosti na teploté. Exprese byla indukovana 0,5 mM IPTG.
Hodnoty uvedené v tabulce jsou primérem ze dvou méreni.

. . Specificka
Teplota Aktivita Proteiny o
IPTG aktivita
[°C] [nkat/ml] [mg/mil]
[nkat/mg]
18 + 0,130 2,406 0,054
- 0,072 2,287 0,032
- + 0,123 2,971 0,041
- 0,128 3,697 0,035
37 + 0,021 3,641 0,006
- 0,045 4,971 0,009

Tabulka 4. Exprese ShCKX v zavislosti na koncentraci IPTG. Kultivace prob&hla 16-18 hod pfi
teploté 18 °C. Hodnoty uvedené v tabulce jsou primérem ze dvou mérfeni.

Koncentrace IPTG Aktivita Proteiny Specificka aktivita
[mM] [nkat/ml] [mg/ml] [nkat/mg]
- 0,077 1,519 0,051
0,1 0,174 1,463 0,119
0,3 0,210 1,446 0,145
0,5 0,187 1,546 0,121
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NejvySSi hodnota celkové i specifické aktivity proteinu ShCKX byla zjisténa u
kultivace s inkubaci 16-18 hod pfi 18 °C (Tab. 3) a s pfidavkem 0,3 mM IPTG (Tab. 4).

Z tohoto divodu nasleduijici kultivace probéhla pfi téchto podminkach.

Tabulka 5. Exprese ChtCKX v zavislosti na teploté. Exprese byla indukovana 0,5 mM IPTG.
Hodnoty uvedené v tabulce jsou primérné vytvorené ze dvou méreni.

o _ Specificka
Teplota Aktivita Proteiny o
IPTG aktivita
[°C] [nkat/ml] [mg/ml]
[nkat/mg]
18 0,178 1,687 0,105
0,251 2,510 0,100
o5 0,063 2,558 0,025
0,144 4,225 0,034
37 0,009 4,177 0,002
0,029 4,358 0,007

Tabulka 6. Exprese ChtCKX v zavislosti na koncentraci IPTG. Kultivace probéhla 16-18 hod pfi
teploté 18 °C. Hodnoty uvedené v tabulce jsou primérem ze dvou méreni.

Koncentrace IPTG Aktivita Proteiny Specificka aktivita
[mM] [nkat/ml] [mg/ml] [nkat/mg]
- 0,234 1,230 0,190
0,1 0,171 1,360 0,126
0,3 0,187 1,576 0,119
0,5 0,221 1,782 0,124

Také exprese proteinu ChtCKX je nejvyssi pfi 18 °C (Tab. 5). Aktivita CKX byla
nejvyssi bez indukce, pfi pouziti indukéniho Cinidla byla nejvy$si pfi 0,5 mM koncentraci

induktoru (Tab. 6). Tyto podminky byly pouzity pfi nasledné kultivaci bunék.
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7.2 Purifikace proteinti CKX
7.2.1 Purifikace proteinu ShCKX z bunééného lyzatu

K purifikaci byla pouzita metoda afinitni chromatografie na chitinové koloné. ShCKX je
spolu s inteinem soucasti fuzniho proteinu. Pomoci chitin vazebné domény se intein
s cilovym proteinem vaze na kolonu s chitinovymi kuli¢kami. PFfidanim DTT dojde
k odstépeni ShCKX od inteinu.

Po naneseni bunééného lyzatu na kolonu byl fuzni protein $tépen 68 hodin pfi 4
°C. Poté byla provedena eluce ekvilibraénim pufrem, eluat byl zkoncentrovan pomoci
ultrafiltraCni zkumavky Amicon (10 kDa) na 1,79 ml.

Vzhledem k nizké Cistoté byla ShCKX dale purifikovana na High Q koloné. Jedna
se o iontoméni¢ a k eluci byl pouzit gradient chloridu sodného. Byly sbirany frakce po 2,5
ml (celkem 68 frakci), vzdy v sudé zkumavce byla zméfena CKX aktivita. Na zakladé
ziskaného chromatogramu byly sesbirany frakce 26-68 (Obr. 4), které byly
zkoncentrovany ultrafiltraci na objem 1,5 ml. Ve zkoncentrovaném eluatu byla zméfena
aktivita a koncentrace proteinG. Vysledky jsou uvedeny v tabulce (Tab. 7). Pribéh

purifikace byl analyzovan pomoci SDS-PAGE (Obr. 5).
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Obrazek 4. Eluce proteinu ShCKX z High Q kolony. Protein byl postupn& eluovan z kolony
linearnim gradientem chloridu sodného (0-100 %). Byly sesbirany frakce 26-68.
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Tabulka 7. Vysledek purifikace enzymu ShCKX. PFi stanoveni aktivity byl jako elektronovy
akceptor pouzit DCIP (500 uM) a substratem byl iP (150 uM).

Purifikacni Objem  Proteiny Aktivita Spec.lﬁlcka CeII.<o.va Vytézek vStlilBevn ,
krok [ml] [mg/ml]  [nkat/mi] aktivita aktivita (%] precisténi
[nkat/mg] [nkat] (nasobek)
Lyzat 19 16,115 4,905 0,304 93,195 100 1
Eluat
. 1,79 1,095 15,225 13,904 27,253 29 46
(Chitin)
Eluat 1,5 0,118 4,757 40,314 7,136 8 133
(High Q) 7 7’ ’ 7’ ’

Jak je uvedeno v tabulce (Tab. 7), v prubéhu purifikace doslo ke 130-nasobnému

precisténi z bunécného lyzatu a byl ziskan protein se specifickou aktivitou 40,314

nkat/mg. Mnozstvi ziskaného proteinu bylo 0,177 mg z 1 litru kultury.
kDa 1 2 3 4

120 -
100 -
85 -

70 -
60 -

s N ShCKX

20 -

Obrazek 5. Analyza purifikace proteinu ShCKX na chitinové koloné a High Q koloné
prostfednictvim metody SDS-PAGE. 1 — marker; 2 — lyzat; 3 — eluce z chitinové kolony; 4 —
zkoncentrované frakce z High Q kolony. Na gel bylo do jamek naneseno 30 ug proteind lyzatu, 5

Mg proteinll eluce z chitinové kolony a 1,72 ug eluatu z High Q.
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Analyza protein pomoci SDS-PAGE (Obr. 5) umoznila pozorovat &istotu vzork
po purifikaci na chitinové koloné a High Q koloné. Po pfecisténi na chitinové koloné
vzorek obsahoval stale vysoky obsah nezadoucich proteinl, ale prfedpokladany protein
ShCKX byl obsazen ve vzorku v nejvétsi koncentraci. Lze také pozorovat ucinné Stépeni
inteinu od cilového proteinu, protoze na gelu neni vidét fuzni protein (cca 110 kDa). DalSi
purifikace na iontoménic¢i High Q odstranila ¢ast nezadoucich proteinu, k ziskani istého

proteinu by bylo tfeba dalSich kroku purifikace.

7.2.2 Purifikace proteinu ChtCKX z bunééného lyzatu

K purifikaci proteinu ChtCKX byla pouZita metoda afinitni chromatografie na chitinové
koloné (stejny zpUsob purifikace jako u proteinu ShCKX). Ziskany eluat byl zkoncentrovan
ultrafiltraci na objem 1,3 ml. Ve zkoncentrovaném eluatu byla zmé&fena aktivita. Kvalita
precisténi vzork( byla analyzovana metodou SDS-PAGE (Obr. 6). Vysledky ukazaly, ze
cilovy protein nebyl dostateéné precistén a jeho koncentrace ve vzorku je velmi mala,

mohlo dojit k uniku proteinu pfi promyti.

kDa 1 2 3 - 5 6
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Obrazek 6. Analyza frakci ziskanych pfi purifikaci ChtCKX na chitinové koloné pomoci metody
SDS-PAGE. 1 — marker; 2 — lyzat; 3 — prutok; 4 — promyti; 5 — eluce proteinu ChtCKX; 6 — chitinové
kulicky (10 pl). Do jamek bylo naneseno 30 ug lyzatu, 4,2 ug proteint v protecené frakci, 20 ug
v promyti a 5 pyg v eluci.

Dal$i precisténi bylo provedeno pomoci High Q kolony, vysledkem byl zisk frakci o
objemu 2,5 ml (celkem 62 frakci). V kazdé sudé frakci po€inaje zkumavkou 20-62 byla

mérena aktivita CKX pomoci absorbance pfi 352 nm. Po zméfeni aktivity v jednotlivych
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frakcich byly frakce vykazujici aktivitu spojeny. Byly spojeny frakce 20-30 a frakce 31-62.
Spojené frakce byly zkoncentrovany pomoci ultrafiltracni zkumavky nebo michané cely
(Amicon, 10 kDa) pro frakci 20-30 na objem 1,12 ml a pro frakci 31-62 na 1,04 ml.
Vysledky purifikace jsou uvedeny v tabulce (Tab. 8). Cistota frakci byla analyzovana
pomoci SDS- PAGE (Obr. 7). Cilovy protein ChtCKX je v jednotlivych frakcich ve velmi

malé koncentraci, na gelu neni témér viditelny.

Tabulka 8. Vysledek purifikace enzymu ChtCKX. PFfi stanoveni aktivity byl jako elektronovy
akceptor pouzit DCIP (500 uM) a substratem byl iP (150 uM).

Purifikatni ~ Objem  Proteiny  Aktivita Spec.|f|‘cka CeII_<o‘va Vytézek vStleBevn .
krok (ml] (mg/ml]  [nkat/ml] aktivita aktivita %] precisténi
[nkat/mg] [nkat] (ndsobek)
Lyzat 17 15,58 4,615 0,296 78,455 100 1
Eluat
< 1,3 2,38 6,803 2,858 8,844 11 10
(Chitin)
Frakce 1,12 0,014 0,068 4,857 0,076 0,1 16
20_30 ’ ’ ’ ’ ’ ’
Frakce 1,04 0526 0,194 0,369 0,201 0,3 1,2
31_62 ’ ’ ’ 7 7 ’ ’

V purifikaéni tabulce Ize vidét, Ze specificka aktivita proteind ve frakci 20-30 je
vySSi nez ve frakci 31-62. Celkova aktivita proteinu byla 0,076 nkat, coz je velmi nizka
hodnota. Nizka aktivita i mnozstvi ziskané ChtCKX byly pravdépodobné zplsobeny
ztratou kofaktoru FAD bé&hem purifikace, ¢emuz nasvédCovalo zbarveni proteinového
roztoku ziskaného eluci, ktery nevykazoval typické Zluté zbarveni zplUsobené FAD.
Kofaktor FAD se v CKX proteinech kovalentné vaze pres histidinové residuum obsazené
v GHS motivu (Malito et al., 2004), tento motiv je vSak v sekvenci ChtCKX pozménén na
AHS. Je tedy pravdépodobné, Ze z tohoto dlivodu nebyla mozna vazba FAD. Podobna
situace byla pozorovana i u mutantni CKX zkukufice (ZmCKX1), kdy zaména
konzervovaného histidinového rezidua za alanin vedla ktvorbé enzymu s volné
pfipojenym FAD kofaktorem, ktery byl b&éhem purifikace postupné odstrariovan, coz vedlo

k vyznamnému snizeni aktivity i stability ZmCKX1 (Kopecny et al., 2016).
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Obrazek 7. Analyza frakci ziskanych béhem purifikace ChtCKX na High Q koloné metodou SDS-
PAGE. 1 — marker; 2 — frakce 20-30; 3 — frakce 31-62; 4 — eluce z chitinové kolony.

7.3 Stanoveni pH optima ShCKX

Ke stanoveni pH optima byl pouzit pouze &aste¢né precistény protein ShCKX z High Q
kolony. V pfipadé purifikovaného enzymu ChtCKX byla zjisténa velmi nizka aktivita, proto
u néj nebyla provedena dalSi charakterizace. Byla méfena CKX aktivita v Mcllvainové
pufru pfi pH 4,0-8,0 a pufru Tris/HCI pfi pH 7,5-9,0. Byly pouzity dva rGzné elektronové
akceptory: DCIP (v rozsahu pH 6,0-9,0) a Qo (pfi pH 4,0-7,5). Pouziti elektronového
akceptoru Qo pfi pH vys$Sim nez 7,5 zpusobuje jeho autooxidaci a polymerizaci na formu,
ktera nema funkci elektronového akceptoru (Frébort et al., 2002). Elektronovy akceptor

DCIP nelze pouzit pfi niz§im pH, protoze dosahuje acidobazické rovnovahy.
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Obrazek 8. Zavislost aktivity ShCKX na pH. Aktivita byla méfena v Mcllvainové nebo Tris/HCI
pufru. Aktivita byla méfena s: A) iP a DCIP, B) iPR a DCIP, C) iP a Qo, D) iPR a Qo. Hodnoty
aktivity CKX reprezentuji primér ze tfi méfeni (x SD).

S pouzitim iP bylo pH optimum ShCKX u hodnoty 8,0, pfi této hodnoté vykazoval
enzym nejvySSi aktivitu jak s DCIP, tak i Qo. Je velmi pravdépodobné, Ze v druhém
pfipadé bude mit ShCKX pH optima dvé, druhé kolem hodnoty 4,0 (Obr. 8). Pfi pouziti
iPR byla pozorovana celkové vy$Si aktivita a pouze jedno pH optimum, které se nachazi u
hodnot 8,0-9,0.

7.4 Stanoveni substratové specifity ShCKX

K ur€eni substratové specifity byly pouzity dvé metody: metoda méfeni absorbance
Schiffovy baze pfi 352 nm a metoda kineticka. Prvni metoda byla pouzita u derivatl iP, tZ
a také kinetinu. Kineticka metoda pro urCeni aktivity cZ, protoze pfedchozi metodu nelze
pro cZ pouzit (Frébort et al., 2002).
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Tabulka 9. Substratova specifita ShCKX. Aktivita byla stanovena v triplikatech (xSD) end-point
metodou. Inkubace reak&ni smési trvala 1 hodinu, méfeni aktivity bylo provedeno v Mcllvainové
pufru pH 7,5, absorbance Schiffovy baze byla méfena pfi 352 nm.

Cytokinin Aktivita enzymu [nkat/ml] %
iP 2,715+ 0,065 21,5
iPR 12,622 + 0,303 100
iPRMP 0,208 £ 0,012 1,6
iP7G n.d. -
iP9G 2,422 + 0,031 19,2
tZ 1,281 + 0,077 10,1
tZR 0,497 + 0,059 3,9
tZRMP 0,127 + 0,020 1,0
tZ7G n.d. -
tZ9G 0,034 + 0,011 0,3
DHZz n.d. -
KIN 0,141 +0,011 1,1

n.d. = nedetekovano

NejvysSi aktivitu projevil protein ShCKX pfi degradaci derivatu iP, preferovanym
substratem se ukazal iPR s aktivitou 12,622 nkat/ml (Tab. 9). Naopak v pfipadé iP7G,
tZ7G a DHZ nebylo mozné CKX aktivitu detekovat.

Tabulka 10. Substratova specifita ShCKX pfi degradaci derivatll iP, tZ a cZ. Aktivita byla
stanovena v triplikatech (x SD) kinetickou metodou. Inkubace reakéni smési bez obsahu substratu
probéhla 2 minuty, po pfidani substratu byla mérena zmeéna absorbance pfi 600 nm.

Cytokinin Aktivita enzymu [nkat/ml] %
iP 13,931 +1,919 73,4
iPR 18,985 + 0,425 100
iPRMP 0,131 + 0,006 0,7
cZ 8,064 + 2,587 42,5
cZR 0,920+ 0,436 4,8
CZRMP 0,018 + 0,001 0,1
tZ 4,020+ 1,235 21,2
tZR 0,504 + 0,021 2,7
tZRMP n.d. -

n.d. = nedetekovano
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Mé&reni kinetickou metodou potvrdilo, ze preferovanym substratem ShCKX je iPR a
ze ShCKX je schopna §tépit cZ (Tab. 10). V pfipadé derivati cZ byla aktivita niz8i nez u
derivatl iP a polovi¢ni hodnota aktivity v porovnani s cZ byla zjisténa u tZ.

Zjisténa substratova specifita odpovida pfitomnosti urCitych aminokyselin
v sekvenci. KliCovymi residui pro substratovou specifitu enzymu jsou L492 a E381. Pfi
porovnani sekvence ShCKX se ZmCKX1 obsahuje ShCKX misto leucinu alanin; takovy
mutant ZmCKX1 byl testovan a byla u né&j zjiSténa vysSi aktivita s aromatickymi a cZ
cytokininy (Kopecny et al.,, 2016). ShCKX dobfe degradovala cZ, avSak v pfipadé
jediného testovaného aromatického cytokininu kinetinu byla aktivita 0,141 nkat/ml, coz je
priblizné 5 % aktivity iP pfi testované koncentraci. Aktivita enzymu pfi degradaci kinetinu
je tedy velmi nizka. Misto E381 obsahuje ShCKX v odpovidajici pozici threonin. Ackoli
nebyl takovyto mutant ZmCKX1 testovan, je threonin mensi residuum nez glutamat, a
tedy zaujima méné mista na vstupu do aktivniho mista. Z tohoto divodu je ShCKX
schopna degradovat i objemnéjSi substraty typu ribosidd a glukosidu a zjis§téna aktivita
byla v pfipadé iPR velmi vysoka v porovnani s iP. Aktivita enzymu pfi degradaci iP9G byla

srovnatelna s iP.
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8 Zaver

Jednim z cild bakalarské prace bylo vypracovani literarni reSerSe na téma degradace
cytokinind pomoci cytokinindehydrogenas. Tato ¢ast se pfevazné zabyvala vztahem mezi
strukturou CKX a jeji aktivitou.

Experimentalni ¢&ast byla vénovana studiu enzymd ShCKX a ChtCKX
pochazejicich z cyanobakterii Scytonema hofmanni (ShCKX) a Chroococcidiopsis
thermalis (ChtCKX). Po optimalizaci exprese fuzniho proteinu v bufkach E. coli BL21 Star
(DE3) nasledovala purifikace pomoci afinitni a iontoméni€ové chromatografie. Prvnim
krokem bylo pfecisténi na chitinové koloné, kde doS$lo k odstépeni cilového proteinu od
inteinu zachyceného na chitinovych kulickach. DalSi krok byla purifikace na iontové
vyménné High Q koloné. V precisténém vzorku byla stanovena aktivita enzymd CKX.
V pfipadé ChtCKX byla aktivita velmi nizka pravdépodobné v dusledku ztraty FAD
kofaktoru béhem purifikace, a proto nebyla ChtCKX charakterizovana. Enzym ShCKX mél
v pfipadé substratu iP dvé pH optima, prvni pfi pH 4,0-5,0 a druhé pfi pH 8,0-9,0. Ukazalo
se, ze s pouzitim substratu iPR enzym projevil vysSi aktivitu a pH optimum v oblasti 8,0-
9,0. Preference substratu iPR byla potvrzena pfi stanoveni substratové specifity.

Purifikované enzymy obsahovaly i pfes dva kroky c&isténi nezadouci proteiny.

vvvvv

optimalizaci jiz provedenych kroku, které mohou byt realizovany v dalSim experimentu.
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