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Uvod

Cytokininoxidasa (CKOX) je enzym, ktery specificky katalyzuje metabolickou de-
gradaci isoprenoidnich cytokininti od$tépenim nenasyceného N°-postranniho fetézce
na adenin nebo jeho derivat a aldehyd odpovidajici postrannimu fetézci (obr.1). Pie-
hled metod stanoveni aktivity CKOX v rostlinnych pletivech je uveden v jiném pii-
spevku tohoto sborniku. Pfredmétem této prace je specifikace a optimalizace podminek
stanoveni aktivity tohoto enzymu ve vyvijejicich se obilkach jarni pSenice a v kalusové
kultute tabaku (Nicotiana tabacum L.), tj. v pletivech, v nichZ se vyskytuji rizné formy
CKOX s odlisnymi biochemickymi vlastnostmi (pH optimum, glykosylace proteinu
atd.)
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Obr.1. Schéma reakce katalyzované cytokininoxidasou

Extrakce bilkovinného preparatu

Extrakce bilkovinného preparatu vychazi z modifikace metody Chatfielda a Armstron-
ga (1986). Vsechny kroky extrak¢niho postupu provadime v chladové mistnosti pfi
teploté 0-4°C. Obilky pSenice (ekvivalent 1 g FW) nebo kalusové pletivo tabaku (ekvi-
valent 5 g FW) pfedhomogenizujeme v tfeci misce s tekutym dusikem a nasledn¢ zho-
mogenizujeme (sonikace + homogenizator UNIPAN 309) ve vychlazeném extrakénim
pufru (0.1 M TRIS-HCI, pH 7.5). Homogenaty naneseme na kolony obsahujici 1.5 g
polyvinylpyrolidinu (PVP, Polyclar AT), dikladn¢ promichame a zfiltrujeme. Spojené
filtraty takto zbavené fenolickych latek odstfedime (10 000 g, 10"). Ze vzorka vysrazi-
me nukleové kyseliny a ¢ast nukleoproteidli ptidanim Polyminu P (1 % v/v, pH 7.5) a
odstranime centrifugaci (10 000 g, 10”). Optimalni koncentraci Polyminu P je tfeba
vyzkouset pro kazdy rostlinny material (volime maximalni koncentraci, pfi které jesté
nedochézi k snizeni CKOX aktivity preparatu). Po odstfedéni k supernatantu za stalého
lou suspenzi nechame minimaln¢ 30 minut stat v chladu a potom odstiedime (13 000 g,
407). Po odstranéni supernatantu zmrazime sediment tekutym dusikem a ulozime pfi
-70°C. Takto piipravené bilkovinné preparaty jsou pomérné stalé a pii -70°C je lze
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uchovéavat bez vyrazné ztraty enzymové aktivity po dobu n¢kolika tydnd.

Stanoveni enzymové aktivity

Enzymovou aktivitu CKOX stanovujeme testy in vitro zalozenymi na méteni pie-
mény radioaktivné znaceného N°-(?%isopentenyl)adeninu (iP, znaceni na purinovém kru-
hu) na adenin (Ade). Pro testy enzymové aktivity rozpustime bilkovinné preparaty
ve vode¢ nebo v ptislusném pufru (viz.3.1.) a ur¢ime obsah celkovych bilkovin meto-
dou podle Bradfordové (1976).

Zikladni metoda

Testy enzymové aktivity CKOX provadime v polypropylénovych mikrozkumavkach
(Eppendorf). Slozeni reakéni smési (celkovy objem 50 ul) pro bilkovinné preparaty
z obilek pSenice a kalusu tabaku se vzhledem k jejich rliznym biochemickym vlastnos-
tem lisi a jsou uvedena nize :

a) obilky pSenice b) kalus tabaku

pufr (0,1 M MOPS-NaOH, pH 7,2) 20 pl pufr (0,1 M TAPS-NaOH, pH 8,5) 20 pl
2 uM [2-*H]iP (200 pCi/umol) 10 pl 2 uM [2-*H]iP (200 pCi/pmol) 10 pl
bilk. preparat (ekv.1-1,5 mg ¢.hm.) 20 pl bilk. preparat (ekv.150-625 mg ¢.hm.) 20 pl

Smés inkubujeme pii 37 °C po dobu 1 h (pSenice) nebo 4 h (tabak). Po skonceni
inkubace reakci zastavime dodanim 10 L. Na EDTA (200 mM) a 120 pL 95% ethanolu
obsahujiciho neznaceny Ade a iP (a 0,75 mM).

Metoda ,,zcitlivénd“ piitomnosti komplexu Cu’*-imidazol

Vzhledem k pomérné nizké aktivit¢ CKOX v kalusovém pletivu tabédku u tohoto
materialu s vyhodou vyuzivame stanoveni metodou ,,zcitlivénou* ptitomnosti komple-
xu Cu*-imidazol (modifikace podle Chatficlda a Armstronga 1987) umoziujici az
40-tinasobné zvyseni enzymové aktivity. Pro tento postup pouzivame inkubac¢ni smés
nasledujiciho slozeni:

0,25 M imidazol + 0,0625 M CH, COONa + 0.0375 M CuCl , pH 6,0 20 pl
2 uM [2-3H]iP (200 puCi/pmol) 10 pul
bilk. preparat (ekv.20-80 mg ¢.hm.) 20 pl

Smés inkubujeme 30 minut pii 37 °C, zastaveni reakce provadime stejnym zpuso-
bem jako u zakladni metody.

Chromatografické déleni substratu od produktu

K odd¢leni nezreagovaného substratu od znaceného produktu reakce katalyzované
CKOX pouzivame chromatografii na tenké vrstvé mikrokrystalické celulozy (desky
SigmaCell 20 x 20 cm). Roztoky po ukonceni inkubace a néasledném odstfedéni
(3 000 g, 5") nanasime v objemu 150 pl na pfedem vyznacené 2 cm Siroké pruhy a
chromatogramy vyvijime v horni fazi smési ethylacetat/n-propanol/H,O (4:1:2). Zony
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absorbujici UV svétlo ozna¢ime, nastfihame do scintila¢nich lahvigek a po eluci v 1 ml
methanolu (1 hod) ptidame a 5 ml kapalného scintilatoru (SLT-31 nebo Sigma-Fluor).
Radioaktivitu méfime kapalinovym scintilaénim pocitacem (Hewlett-Packard typ
Tri-carb 300c).

7. celkové radioaktivity zjistime pomér nezreagovaného substratu iP a vytvofeného
produktu. Aktivitu CKOX vyjadiime v nmolech vzniklého Ade v prepoctu na 1 mg
bilkovin za hodinu.

Narocnost, tipy a triky

Tento postup umoziuje diky své specifité stanoveni aktivity CKOX v pomérn¢ hru-
bych extraktech z rostlinnych pletiv, jakoZz i u vysoce precisténych bilkovinnych prepa-
ratd. S vyjimkou chlazené vysokootackové centrifugy a scintilacniho pocitace nevyza-
duje nakladné ptistrojové vybaveni. Finan¢ni naro¢nost metody je dana piredevsim do-
stupnosti znaceného substratu a naklady na kapalny scintilator.

Vzhledem k tomu, Ze rtizné molekularni formy CKOX vykazuji rtizna pH optima
(pH 6,0-9,0), je tfeba pro kazdy rostlinny material pfedem stanovit optimalni hodnotu
pH (bilkovinny preparat je mozno po pouziti znovu zamrazit a bez vyraznéjsi ztraty
aktivity ulozit k dalsimu zpracovani). Podminky reakce by mély byt optimalizovéany
tak, aby radioaktivita vzniklého produktu (Ade) predstavovala 20-30% radioaktivity
celkové. Pro dosazeni optimalni degradace Ize podle potieby upravit koncentraci pou-
zitého bilkovinného preparatu, piip. zkratit ¢i prodlouzit dobu inkubace.
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Introduction

Zm-p60.1 is a member of b-glucosidases belonging to the family 1 of glycosyl hyd-
rolases. b-Glucosidases are a important group of enzymes which are capable of hydro-
lysing the b-glucosidic bonds of disaccharides, oligosaccharides, or conjugated glyco-
sides. Maize cytokinin-glucoside-specific b-glucosidase, Zm-p60.1, has been sugges-
ted to be one of the key enzymes involved in regulation of plant development by relea-
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