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Uvod

Cytokininy jsou rostlinné hormony, které se podileji na fizeni mnoha rtstovych a vy-
vojovych procesti rostlin. Siroké spektrum jejich biologickych uginki v rostlinach zahr-
nuje napf. stimulaci bunécného déleni, odnoZovani a vétveni stonkti, inhibici rlstu
a vétveni kofenti, zpomaleni senescence listi, stimulaci diferenciace chloroplast a na-
sledné akumulace chlorofylu, zvys$eni odolnosti vici stresu, urychleni pfijmu a asimilace
mineralnich zivin apod. (Kaminek 1992, Mok 1994). Endogenni hladiny cytokininl jsou
v rostlinnych pletivech regulovany riznymi mechanismy zahrnujicimi jejich biosyntézu,
vzajemné metabolické premény vedouci k modifikaci nebo ztraté biologické aktivity,
degradaci, piijem a exkreci do a vné bunék a v neposledni fadé¢ také piijem a ptrenos hor-
monalniho signalu (signal transduction) a transport.

Nadbytek cytokinint v rostlinnych buinikach miize byt ucinnym zptisobem kompenzovan
jejich konjugaci na glykosidy. V rostlinach byly popsany dva typy glykokonjugace cytoki-
nint, ato (1) glykosylace na purinovém jadie (3-, 7- a 9-N glukosylace a 9-N-konjugace
trans-zeatinu (Z) s alaninem vedouci ke vzniku kyseliny lupinové) a (2) glykosylace hydro-
xylové skupiny na isoprenoidnim N°-postrannim fetézci (O-glukosylace a O-xylosylace).
Cytokinin 7- a 9-N-glukosylkonjugaty a kyselina lupinova jsou charakteristické¢ vysokou
metabolickou stabilitou a velmi nizkou nebo zcela chybéjici biologickou aktivitou a jsou
proto pravdépodobn¢ inaktivacnimi nebo detoxikacnimi produkty cytokininti. Naproti tomu
O-glykosylované cytokininy a 3-N-glukosidy ptedstavuji zfejmé zasobni formy cytokinint,
které jsou vysoce biologicky uc¢inng, patrné v disledku snadné metabolické premény na
aktivni formy piisobenim -glukosidas (Brzobohaty et al. 1994, Vaikova 1999).

Jiz pred téméf 25 lety byly izolovany z déloh kli¢icich rostlin fedkvi¢ky dva proteiny
s N-glukosyltransferasovou aktivitou a jeden z nich, cytokinin-7-glukosyltransferasa, byl
dale biochemicky charakterizovan (Entsch a Letham 1979, Entsch et al. 1979). Pozdéji
byly izolovany z pletiv fazolu a kukufice také enzymy a geny podilejici se na pfeméné
trans- a cis-Z na odpovidajici O-glykosidy a nasledn¢ deiln¢ studovany Turne et al. 1987,
Dixon et al. 1989, Martin et al. 1999a, b, 2001, Veach ef al. 2003). Na zaklad¢ téchto
praci jsme se pokusili izolovat a purifikovat enzymy cytokinin N-glukosyltransferasu
z kli¢nich rostlin fedkvicky a cytokinin O-glukosyltransferasu z listd transgennich rostlin
tabaku transformovanych genem ZOGI. Postup CiSténi a stanoveni obou enzymovych
aktivit je popsan v tomto prispévku.
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Podstata metody

Metoda je zaloZzena na méfeni konverse radioaktivné zna¢enych substratovych cytoki-
nintl (Z pro oba enzymy, N6-benzylaminopurinu - BA a dihydrozeatinu - DHZ pro cyto-
kinin N-glukosyltransferasu) v testech in vitro. Aktivita obou enzymui se stanovuje po
inkubaci c¢asteéné purifikovaného bilkovinného preparatu se znaCenym substratem
v ptitomnosti uridindifosfoglukosy (UDPG - donor glukosy). Vyjadiuje se v procentech
radioaktivity vzniklych produkti enzymové reakce (cytokinin N-, resp. O-glukosidy) po
jejich oddéleni od nezreagovaného substratového cytokininu vhodnou chromatografickou
metodou (HPLC) nebo v prepoctu na 1 mg bilkovin detekovanych v hrubém extraktu.

Postup
Extrakce bilkovinného preparatu

Rostlinny material (7 dnd staré kli¢ni rostliny fedkvicky a listy ZOGI transgennich
rostlin tabaku, a 30 g ¢. hm.) je pfedhomogenizovan v tfeci misce s tekutym dusikem a po
pfidani 45 ml vychlazeného extrakéniho pufru (50 mM Tris-HCI, pH 7,2 + 5 mM dithio-
treitol + 0,5 mM EDTA) zhomogenizovan na jemnou suspenzi (sonikator Vibracell
s ultrazvukovou sonika¢ni sondou CV18). Supernatant ziskany po centrifugaci homoge-
natu (27 000 g, 20 min, 4 °C) je frakcionovan vysolenim praskovym (NH,),SO,. Frakce
vysrazena pti 30 — 60 % nasyceni (NH4),SO, je rozpusténa ve 2 ml extrakéniho pufru
a centrifugovana (27 000 g, 20 min, 4 °C). Supernatant je nanesen na centrifuga¢ni filtr
Centriprep 30 (Amicon) a po odsoleni extrakénim pufrem (celkovy objem 40 — 60 ml)
zakoncentrovan na cca 0,5 ml centrifugaci (925 g, 4 °C). Ziskany enzymovy extrakt je
ptefiltrovan pfes membranovy filtr Millex-GP (Millipore, velikost port 0,22 pm).

Purifikace enzymového extraktu

Zakoncentrovany a filtrovany enzymovy extrakt je ¢istén afinitni chromatografii na kolo-
nach AgAMP-agarosy (Sigma) a Blue Sepharosy CL-6B (Amersham Pharmacia Biotech)
modifikaci metody podle Dixonové et al. (1989). AgAMP-agarosa je namocena ve vod¢
(0,5ml.g" & hm. pletiva, 1h, 4°C), po nabobtnani pievedena do kolony (2 x 8,5 cm)
a ekvilibrovana extrakénim pufrem. Po ekvilibraci je na kolonu nanesen enzymovy extrakt
a kolona je promyta 3 objemy (45 ml) stejného pufru (priitok 45 - 50 mLh™). Eluat je apli-
kovan na centrifugacni filtr Centriprep 30, zakoncentrovan na cca 10 ml a zfiltrovan ptes
membranovy filtr Millex-GP (velikost port 0,22 nebo 0,45 pum).

Extrakt je poté nanesen na kolonu pfedem nabobtnalé Blue Sepharosy CL-6B (1 ml.g"
¢. hm. pletiva), promyt 2 objemy extrakéniho pufru a eluovan 4 objemy téhoz pufru obsa-
hujiciho 2,5 mM UDPG. Ziskany eluat je zakoncentrovan na 0,6 — 0,9 ml centrifugaci
(925 g, 4 °C) za pouziti centrifuga¢niho filtru Centriprep 30. Koncentrat je pouzit bud’
piimo ke stanoveni enzymové aktivity, nebo uchovan pod vrstvou glycerolu (20 % obj.)
v dobie uzavienych polypropylénovych mikrozkumavkach Eppendorf pii -20 °C.

Stanoveni enzymové aktivity

Standardni reakéni smés obsahuje UDPG (3 mM), ATP (0,5 mM), MgCl, (0,05 M),
enzymovy extrakt (100 pl) aradioaktivné znadeny substrat (["H]Z pro oba enzymy,
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[*H]DHZ nebo [*H]BA pouze pro cytokinin-N-glukosyltransferasu, a 1,3 TBq.mmol™)
v 1 mM Tris-HCI pufru, pH 8,0 (celkovy objem 200 pl). Po skonceni inkubace pti 25 °C
je reakce zastavena pfidanim 1 ml vychlazeného ethanolu a po 15 min pii 4 °C je smés
centrifugovana (27 000 g, 30 min, 4 °C). Vysrazené proteiny jsou odstranény a ziskany
supernatant je zakoncentrovan ve vakuu (vakuovy koncentrator SpeedVac, Savant) na cca
100 pl.

Radioaktivné znafené produkty enzymové reakce v supernatantu jsou oddéleny od
substratového cytokininu pomoci HPLC (pumpa Perkin Elmer Series 200) s napojenym
pritokovym detektorem radioaktivity (Diode Array Detector 235C, Perkin Elmer) a kolo-
nou Luna C18(2) (150 mm/4,6 mm/3 um, Phenomenex). Na kolonu jsou naneseny piefil-
trované vzorky o objemu 10 pl, prittokova rychlost je 0,6 ml.min™, teplota kolony 35 °C,
UV detekce se provadi pfi 270 nm. Jako mobilni faze jsou pouzity roztok A (40 mM
CH;COOH + NH4OH, pH 4,1 - 4,2) aroztok B (CH;0H/CH;CN, 1 : 1, v/v), gradient je
10-15%B 2min, 15-20%B 9min, 20-34%B 0,1 min, 34-45%B 7,9 min,
45 - 100 %B 2 min, 100 %B 2 min, 100 - 10 %B 2 min. Radioaktivné znacené metabolity
jsou identifikovany na zaklad¢ shody retenc¢nich Cast se standardy cytokinind.

Zhodnoceni metody — vyhody a nevyhody

Hlavnimi vyhodami uvedeného postupu jsou jednoduchost, nizka ¢asova narocnost
a vysoka specifita. Diky vysoké specifité¢ metoda umoznuje spolehlivé stanoveni aktivity
cytokinin N- a O-glukosyltransferas v relativn¢ hrubych extraktech z rostlinnych pletiv
stejné jako ve velmi dobte piecisténych bilkovinnych preparatech.

Nevyhody lze spatfovat zejména v pomérné zna¢nych finan¢nich narocich, zvlasté na
radioaktivné znacené substratové cytokininy, chemikalie pro afinitni chromatografii, roz-
poustédla a scintila¢ni ¢inidla. Postup vyZaduje rovnéz drahé ptistrojové vybaveni (HPLC
s radiodetektorem obsluhované kvalifikovanym pracovnikem), jakoz i specidlni zatizeni
a povoleni pro praci s radioaktivnim materialem.

Zavér
Nase predbézné vysledky ukazuji na vhodnost pouziti uvedené metody pro stanoveni

aktivity cytokinin N- a O-glukosyltransferas in vitro v riznych rostlinnych materialech.
Dalsi optimalizace popsaného postupu je v soucasné dob¢ predmétem dalsiho vyzkumu.
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Podstata metody

Jedna z moznosti, jak studovat molekularni strukturu jednotlivych chromosomu je je-
jich separace pro dalsi analyzy od ostatnich chromosomil genomu. Obecné lze uzit bud’
mechanickou mikrodisekci pozadovaného chromosomu, mikrodisekci prostfednictvim
laserového zatizeni nebo pritokovou cytometrii. Pro nase ucely byla zvolena laserova
mikrodisekce, jejiz hlavni vyhodou je uplna kontrola nad disektovanym materidlem
a nevyhodou omezené mnozstvi materialu (chromosomit), jez Ize touto metodou ziskat.
Tuto nevyhodu Ize ovsem prakticky obejit pomoci amplifikaéniho kroku za pouziti dege-
nerovanych oligonukleotidii, DOP-PCR (Telenius et al. 1992). Touto metodou Ize ziskat
soubor fragmentli DNA o velikostech fadové od stovek bazi az po vice jak deset kilobazi
v zavislosti na reakénich podminkach PCR (Kittler ef al. 2002).

Dalsim krokem k analyze ziskanych sekvenci je jejich ligace s vhodnym vektorem
a transformace bakterii legacni smési, ¢imz ziskame chromosomové specifickou knihovnu
fragmentti DNA. Pro dalsi charakterizaci této knihovny je vhodné ji pfenést pomoci robo-
tického zatizeni do mikrotitra¢nich destiCek a nasledné vytvofit array bakteridlnich kolonii
prenesenych definovanym zptisobem na hybridiza¢ni membranu. Po imobilizaci bakterial-
nich klond na membrané lze tuto membranu pouzit k hybridizaci s vhodnou DNA sondou,
k naslednému dohledani hybridizujich klonti a poptipadé jejich sekvenovani a dalsim ana-
lyzam. Roboticka technologie, kterd umoziuje manipulaci s bakteriemi je v tomto piipadé
nezbytna. Pro pokryti celého chromosomu je totiz potfeba tadové desetitisice klont
(v pripadé, ze uvazujeme prumérny chromosom ryze, kterd ma pomérn€ maly genom).

Pokud nechceme provadét podrobnou analyzu chromosomové specifické knihovny,
1ze pouzit DOP-PCR DNA produkt piimo jako komplexni sondu pro FISH (fluorescenéni
in situ hybridizaci). Timto pfistupem je mozné zjistit globalni zastoupeni sekvenci daného
chromosomu v celém genomu.
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