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Extrakce a stanovení aktivity cytokininoxidasy v obilkách
p�enice a v kalusové kultuøe tabáku
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Úvod
Cytokininoxidasa (CKOX) je enzym, který specificky katalyzuje metabolickou de-

gradaci isoprenoidních cytokininù od�tìpením nenasyceného N6-postranního øetìzce
na adenin nebo jeho derivát a aldehyd odpovídající postrannímu øetìzci (obr.1). Pøe-
hled metod stanovení aktivity CKOX v rostlinných pletivech je uveden v jiném pøí-
spìvku tohoto sborníku. Pøedmìtem této práce je specifikace a optimalizace podmínek
stanovení aktivity tohoto enzymu ve vyvíjejících se obilkách jarní p�enice a v kalusové
kultuøe tabáku (Nicotiana tabacum L.), tj. v pletivech, v nich� se vyskytují rùzné formy
CKOX s odli�nými biochemickými vlastnostmi (pH optimum, glykosylace proteinu
atd.)

Obr.1.  Schéma reakce katalyzované cytokininoxidasou

Extrakce bílkovinného preparátu
Extrakce bílkovinného preparátu vychází z modifikace metody Chatfielda a Armstron-

ga (1986). V�echny kroky extrakèního postupu provádíme v chladové místnosti pøi
teplotì 0-4OC. Obilky p�enice (ekvivalent 1 g FW) nebo kalusové pletivo tabáku (ekvi-
valent 5 g FW) pøedhomogenizujeme v tøecí misce s tekutým dusíkem a následnì zho-
mogenizujeme (sonikace + homogenizátor UNIPAN 309) ve vychlazeném extrakèním
pufru (0.1 M TRIS-HCl, pH 7.5). Homogenáty naneseme na kolony obsahující 1.5 g
polyvinylpyrolidinu (PVP, Polyclar AT), dùkladnì promícháme a zfiltrujeme. Spojené
filtráty takto zbavené fenolických látek odstøedíme (10 000 g, 10´). Ze vzorkù vysrá�í-
me nukleové kyseliny a èást nukleoproteidù pøidáním Polyminu P (1 % v/v, pH 7.5) a
odstraníme centrifugací (10 000 g, 10´). Optimální koncentraci Polyminu P je tøeba
vyzkou�et pro ka�dý rostlinný materiál (volíme maximální koncentraci, pøi které je�tì
nedochází k sní�ení CKOX aktivity preparátu). Po odstøedìní k supernatantu za stálého
míchání pøidáváme (NH4)2SO4 v mno�ství odpovídajícím dosa�ení 80 % saturace. Vznik-
lou suspenzi necháme minimálnì 30 minut stát v chladu a potom odstøedíme (13 000 g,
40´). Po odstranìní supernatantu zmrazíme sediment tekutým dusíkem a ulo�íme pøi
-70OC. Takto pøipravené bílkovinné preparáty jsou pomìrnì stálé a pøi -70OC je lze
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uchovávat bez výrazné ztráty enzymové aktivity po dobu nìkolika týdnù.

Stanovení enzymové aktivity
Enzymovou aktivitu CKOX stanovujeme testy in vitro zalo�enými na mìøení pøe-

mìny radioaktivnì znaèeného N6-(?2isopentenyl)adeninu (iP, znaèení na purinovém kru-
hu) na adenin (Ade). Pro testy enzymové aktivity rozpustíme bílkovinné preparáty
ve vodì nebo v pøíslu�ném pufru (viz.3.1.) a urèíme obsah celkových bílkovin meto-
dou podle Bradfordové (1976).

Základní metoda
Testy enzymové aktivity CKOX provádíme v polypropylénových mikrozkumavkách

(Eppendorf). Slo�ení reakèní smìsi (celkový objem 50 µL) pro bílkovinné preparáty
z obilek p�enice a kalusu tabáku se vzhledem k jejich rùzným biochemickým vlastnos-
tem li�í a jsou uvedena ní�e :

a) obilky p�enice b) kalus tabáku
pufr (0,1 M MOPS-NaOH, pH 7,2) 20 µl pufr (0,1 M TAPS-NaOH, pH 8,5) 20 µl
2 µM [2-3H]iP (200 µCi/µmol) 10 µl 2 µM [2-3H]iP (200 µCi/µmol) 10 µl
bílk. preparát (ekv.1-1,5 mg è.hm.) 20 µl bílk. preparát (ekv.150-625 mg è.hm.) 20 µl

Smìs inkubujeme pøi 37 OC po dobu 1 h (p�enice) nebo 4 h (tabák). Po skonèení
inkubace reakci zastavíme dodáním 10 µL Na4EDTA (200 mM) a 120 µL 95% ethanolu
obsahujícího neznaèený Ade a iP (a 0,75 mM).

Metoda �zcitlivìná� pøítomností komplexu Cu2+-imidazol
Vzhledem k pomìrnì nízké aktivitì CKOX v kalusovém pletivu tabáku u tohoto

materiálu s výhodou vyu�íváme stanovení metodou �zcitlivìnou� pøítomností komple-
xu Cu2+-imidazol (modifikace podle Chatfielda a Armstronga 1987) umo�òující a�
40-tinásobné zvý�ení enzymové aktivity. Pro tento postup pou�íváme inkubaèní smìs
následujícího slo�ení:

0,25 M imidazol + 0,0625 M CH3 COONa + 0.0375 M CuCl 2, pH 6,0 20 µl
2 µM [2-3H]iP (200 µCi/µmol) 10 µl
bílk. preparát (ekv.20-80 mg è.hm.) 20 µl

Smìs inkubujeme 30 minut pøi 37 OC, zastavení reakce provádíme stejným zpùso-
bem jako u základní metody.

Chromatografické dìlení substrátu od produktu
K oddìlení nezreagovaného substrátu od znaèeného produktu reakce katalyzované

CKOX pou�íváme chromatografii na tenké vrstvì mikrokrystalické celulózy (desky
SigmaCell 20 x 20 cm). Roztoky po ukonèení inkubace a následném odstøedìní
(3 000 g, 5´) naná�íme v objemu 150 µl na pøedem vyznaèené 2 cm �iroké pruhy a
chromatogramy vyvíjíme v horní fázi smìsi ethylacetát/n-propanol/H2O (4:1:2). Zóny
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absorbující ÚV svìtlo oznaèíme, nastøíháme do scintilaèních lahvièek a po eluci v 1 ml
methanolu (1 hod) pøidáme a 5 ml kapalného scintilátoru (SLT-31 nebo Sigma-Fluor).
Radioaktivitu mìøíme kapalinovým scintilaèním poèítaèem (Hewlett-Packard typ
Tri-carb 300c).

Z celkové radioaktivity zjistíme pomìr nezreagovaného substrátu iP a vytvoøeného
produktu. Aktivitu CKOX vyjádøíme v nmolech vzniklého Ade v pøepoètu na 1 mg
bílkovin za hodinu.

Nároènost, tipy a triky
Tento postup umo�òuje díky své specifitì stanovení aktivity CKOX v pomìrnì hru-

bých extraktech z rostlinných pletiv, jako� i u vysoce pøeèi�tìných bílkovinných prepa-
rátù. S vyjímkou chlazené vysokootáèkové centrifugy a scintilaèního poèítaèe nevy�a-
duje nákladné pøístrojové vybavení. Finanèní nároènost metody je dána pøedev�ím do-
stupností znaèeného substrátu a náklady na kapalný scintilátor.

Vzhledem k tomu, �e rùzné molekulární formy CKOX vykazují rùzná pH optima
(pH 6,0-9,0), je tøeba pro ka�dý rostlinný materiál pøedem stanovit optimální hodnotu
pH (bílkovinný preparát je mo�no po pou�ití znovu zamrazit a bez výraznìj�í ztráty
aktivity ulo�it k dal�ímu zpracování). Podmínky reakce by mìly být optimalizovány
tak, aby radioaktivita vzniklého produktu (Ade) pøedstavovala 20-30% radioaktivity
celkové. Pro dosa�ení optimální degradace lze podle potøeby upravit koncentraci pou-
�itého bílkovinného preparátu, pøíp. zkrátit èi prodlou�it 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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