Cviceni z fyziologie rostlin

Ovéreni interakce vybranych latek s enzymem degradace cytokinini

Teoreticky uvod

Enzymy jsou bilkoviny, vyjimecné nukleové kyseliny, které katalyzuji chemické reakce
probihajici v zivych organismech.

Nazvoslovi enzymii

o trividlni ndzev (starsi znaCeni, nazvy odvozeny od mista vyskytu nebo funkce enzymu,
pripona -in, napt. pepsin)

o béZny ndzev (nazev substratu nebo katalyzované reakce + pripona -asa; napf. ureasa,
peptidasa)

o systematicky ndzev - presné popisuje katalyzovanou reakci, vCetné substrati a
kofaktort; pravidla pro tvorbu nazvil se mirné lisi pro jednotlivé tridy (viz dale). Napft.
Né6-dimethylallyladenin:akceptor oxidoreduktasa;

o dimethylallyl-difosfat:AMP dimethylallyltransferasa.

Klasifikace enzymii

Enzymy jsou Klasifikovany do 6 tfid podle typu reakce, kterou Kkatalyzuji
(oxidoreduktasy, transferasy, hydrolasy, lyasy, isomerasy, ligasy). Numerické klasifikacni
schéma pro enzymy EC (Enzyme Commision), vychazi z klasifikace enzymi a vyuziva ¢tyfmistné
systémové Cislo, popisujici zarazeni enzymu v klasifikaci. Klasifikace popisuje tiidu (6 typt
reakce), podtridu podle vazby, kterou vytvareji/stépi, podle pripadného kofaktoru a podle mista
uvniti skupiny (napt. EC 1.5.99.12). Nepopisuje individualni ndzvy enzym? ale predevsim tridy
enzymu katalyzujici stejné reakce.

Biosyntéza cytokininu

Mistem biosyntézy jsou hlavné aktivné se délici pletiva a meristémy. Nové syntetizované
cytokininy jsou zkofene transportovany akropetalné transpiracnim proudem, vstupuji do
postrannich pupenti a iniciuji rast. KliCovym enzymem biosyntézy cytokinind je
adenylat:isopentenyltransferasa (IPT; EC 2.5.1.27), kterd na adeninovy skelet nukleotidu (ATP,
ADP) v poloze N6 pripojuje isoprenoidni Fetézec. Obecné se za aktivni formu cytokinind povazuji
volné baze vzniklé preménou ribotidu daného cytokininu reakci katalyzovanou enzymem LOG
(LONELY GUY; cytokininnukleosid 5-monofosfatfosforibohydrolasa).

Metabolické piremény/inaktivace

Hladina bioaktivnich cytokininG v rostlindch je regulovand mirou de novo syntézy,
rychlosti transportu, mirou degradace nebo vznikem a rozkladem cytokininovych konjugatt.
Cytokininy mohou byt inaktivovdny konjugaci se sacharidy (nejcastéjis glukosou) a to bud’
nevratné (N-glykosylace) nebo reversibilné (0-glykosylace).



Degradace

Prirozené se vyskytujici cytokininy jsou nevratné degradovany oxidaci za vzniku adeninu
a aldehydu odpovidajiciho postrannimu retézci daného cytokininu. Enzymem katalyzujicim
oxidaci cytokinind je cytokininoxidasa/dehydrogenasa (CKX; EC 1.5.99.12).

V modelové rostliné husenic¢ku (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) bylo detekovano sedm
cytokinin-degradujicich enzymi AtCKX, které se liSi svou substratovou specifitou a lokalizaci v
buiice. AtCKX2, AtCKX4 a AtCKX6 nejucinnéji degraduji volné baze Né¢-(AZ-isopentenyl)adeninu
(iP) a trans-zeatinu (tZ), zatimco ostatni preferuji jako substraty jejich glukosidy a/nebo
nukleotidy. Jednotlivé CKX se vyskytuji v riiznych kompartmentech burky (apoplast, cytosol,
vakuoly). Dosud znamé CKX patfi mezi oxidoreduktasy obsahujici kovalentné vazany flavinovy
kofaktor (vyjimkou je CKX ze sinice Nostoc sp.) a katalyzujici oxidativni $tépeni cytokinini
pouzitim elektronovych akceptori. CKX enzym miiZze fungovat ve dvojim médu: jako oxidasa,
kde se elektronovym akceptorem stava kyslik za vzniku peroxidu vodiku; nebo jako
dehydrogenasa, kdyZ CKX redukuje chinony. U¢innymi elektronovymi akceptory pouZivanymi v
laboratofti jsou 2,6-dichlorofenol indofenol (DCPIP), 2,3-dimethoxy-5-methyl-1,4-benzoquinon
(koenzym Qo), fenazinmethosulfat (PMS).

Vtomto cviceni bude aktivita enzymu cytokininoxidasy/dehydrogenasy sledovana
spektrofotometricky dle drive popsané metodiky (Frébort et al, 2002). Metoda je zaloZena na
spojeném redoxnim systému slozeném ze zprostiedkujictho (PMS) a kone¢ného (MTT; 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-y1)-2,5-difenyltetrazolium bromid) akceptoru elektront (Obr. ¢.1). Vysledkem
je tvorba formazanového barviva, coZ se projevi modrofialovym zbarvenim, které lze
kvantifikovat spektrofotometricky piti 578 nm.

Obrazek ¢.1: Pribéh reakce degradace iP enzymem CKX za vzniku formazanu.
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Obrazek ¢.2: Schematické znazornéni biosyntézy a degradace cytokinint (iP, tZ). Donor
postranniho retézce: hydroxymethylbutenyl difosfatu (HMBDP) nebo dimethylallyl pyrofosfatu
(DMAPP; upraveno podle Werner et al,, 2009; Ueda et al., 2012).
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Prakticka cast: Degradace cytokininii pomoci enzymu cytokinin
oxidasy/dehydrogenasy.

Material: reakéni pufr pro CKX enzym (0,1M KH:POs4, pH 7,4), 35% Kyselina octova, PMS
(0,67 mg) a MTT (4,55 mg), 10 mM roztoky trans-zeatin (tZ), Né-(A2-isopentenyl)adenin (iP),
benzylaminopurin (BA), adenin (Ade), 100% dimethylsulfoxid (DMSO) a rekombinantni enzym

AtCKX2.
Postup:

1. Popiste 2x5 mikrozkumavek o objemu 1,5 ml zkratkami testovanych latek: tZ, iP, BA,
Ade, blank.

2. Do pripravenych zkumavek napipetujte jednotlivé testované latky po 5 pl.

3. Do 15 ml zkumavky obalené alobalem vyklepnéte smés PMS+MTT, pridejte 11 ml
reakéniho pufru a vortexujte do uplného rozpusténi. Tuto smés pouzijte spolecné s dalsi
skupinou jako reakéni premix. Chraiite pfed pfimym slune¢nim svétlem!

4. Do vSech mikrozkumavek napipetujte 0,5 ml této reakéni smési a zahajte reakci
pridavkem 0,5 ml CKX enzymu. Zvortexujte a ihned inkubujte 30 minut pti 37°C ve tmé.
JestliZe jsou po této inkubaci roztoky latek malo zabarveny, prodluZte inkubaci o 10
minut.

5. Reakci zastavte pridanim 125 pl 35% kyseliny octové a promichejte.

6. Zmérte absorbanci pfi 578 nm a zaznamenejte do tabulky.

7. Vypocitejte aktivitu enzymu vztaZenou na objem: a [pkat/ml].
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