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ABSTRACT

The purpose of this research was to determine missing information about non-photosynthetic
phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) from seeds and provide new data regarding the
regulatory phosphorylation of this enzyme. The C, plant's maize seeds were chosen because
there has been no study of PEPC phosphorylation in seeds of plants of this type, and also
because its photosynthetic counterpart is one of the best characterized forms so far. The
project was carried out in several steps. The enzyme was purified and identified using MS-
MALDI as root-form PEPC. The phosphorylation status was determined using alkaline
phosphatase and protein kinase A. Enzyme was found to be stored fully phosphorylated in
developed seeds and its phosphorylation status was not affected by imbibition. The native
(phosphorylated) and fully dephosphorylated form of the enzyme were kinetically
characterized with ordinary plant inhibitors (L-aspartate and L-malate) and activators
(glycine, glucose-6-phosphate). Dephosphorylation in vitro resulted in increase in enzyme
sensitivity to inhibitors and also change in its reaction rate dependency on substrate PEP from
hyperbolic to sigmoid. This change in kinetics was even more pronounced at high temperature
and suboptimal pH. Effects of dephosphorylation were countered by free phosphate.
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UvVoD

Fosfoenolpyruvatkarobxylasa (PEPC; E.C. 4.1.1.31) je velmi rozSifeny a vysoce
regulovany enzym cytozolu, ktery se vyskytuje v organismech od bakterii po vyssi rostliny.
Hraje klicovou roli v asimilaci CO; v rostlinach typu C4 a CAM, ale je i velmi vyznamny
v nefotosyntetickych pletivech. Zde slouzi k dopInéni oxaloacetatu pro citratovy cyklus i dalsi
syntézy, zachytava respirované CO», ¢i napiiklad regeneruje NAD' v tzv. malatovém kvaseni,
coz je proces dulezity pti kliCeni semen. Nejvyznamnéjsi regulaci PEPC je PEPC-kinasa
dependentni fosforylace (Chollet et al. 1996; Izui et al. 2004; Nimmo 2003).

MATERIAL A METODIKA

V experimentu bylo pouZito semen kukufice (Zea mays var. 2013 Cej¢ 2002). PEPC
byla purifikovana klasickym zpiisobem pro izolaci rostlinnych enzymi: homogenizace,
extrakce, srdzeni siranem amonnym, ionexové chromatografie, chromatografie na
hydroxylapatitu a HPLC na koloné¢ Superdex 200. Pii izolaci bylo suspéchem vyuZzito
centrikont Amicon Ultra-15 s membranou o velikosti port 100 kDa. PEPC byla
identifikovana pomoci MS-MALDI (Petr Pompach, Ph.D, Mikrobiologicky tstav AV, Praha).
Fosforylace byla detekovana pomoci enzymt alkalické fosfatasy a proteinkinasy A. Aktivita
PEPC byla stanovena pomoci spfazené reakce s malat dehydrogenasou jako zména
absorbance pifi 340 nm. Pro vypocet kinetickych parametri byla uzita metoda nelinearni
regrese. V1iv imbibice na PEPC byl studovan po dobu 6 dnti pii 10°C a 3 dnti pii 30°C.

VYSLEDKY A DISKUZE

PEPC ze semen kukufice byla izolovana (Tab. 1) a identifikovana pomoci MS-
MALDI jako kotenova forma s Mascot skore 137 a 1e-07, M; 109987, pokryti sekvence 24%.

100g semen Obsah proteinu| Specifickd aktivita | Vytézek
[mg] [U.mg] [%]
Crude extract 211.5 0.09 100
0-60% (NH,4),SO, 78.1 0.14 55
DEAE-Cellulose 11.3 0.75 43
Hydroxylapatite 0.9 3.66 16
Superdex 200 0.2 13.29 16

Tab. 1 Purifikace PEPC ze semen kukurice

Sledovanim zmén v aktivit¢ PEPC vyvolanych piasobenim alkalické¢ fosfatasy a
proteinkinasy A bylo zjisténo, ze PEPC v semenech kukufice je skladovéna ve fosforylované
formé a pravdépodobné zcela fosforylované (Graf 1). Jedna se o prvni dokumentovany piipad
fosforylované PEPC v suchych semenech rostlin (Osuna et al. 1996, 1999; Tripodi et al.
2005).
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Graf 1 Studium fosforylace PEPC ze semen kukurice: Aktivita nativniho enzymu, enzymu po
inkubaci s alkalickou fosfatasou a defosforylovaného enzym inkubovaného s proteinkinasou

A

Dlivodem muze byt to, ze fosoforylovanad forma PEPC ze semen kukufice je velmi
malo citlivd k inhibici L-malatem a L-aspartatem, kterd pfi pH optimu a laboratorni teploté
neni viibec pozorovana (Tab. 2). To mize byt vyhodné v ranych fazich kli¢eni semen, kdy je
hladina malatu zvySena diky malatovému kvaseni, ale také pii dozravani semen, jelikoz bylo
prokédzéano, ze zvysSena hladina malatu kladné¢ ptisobi na syntézu mastnych kyselin (Sangwan

et al. 1992).

20°C, pH 8.1 20°C,pH 7.3 34°C, pH 8.1 34°C,pH 7.3
Vinax (50+3) % (39+2) % (100+5) % (95+5) %
K (0.3+£0.02)mM (0.2+£0.01)mM (0.4+0.02)mM (0.4+0.04)mM
L-Malat Y Y, 4 mM — 65% aktivity (PEP
SmiSena SmiSena
2 mM)
Zadna Kic: (0.2+0.01)mM Kic: (2.940.01)mM L.
Zména kinetiky na
Ky (8.1£0.4)mM | K2 (14.8£0.01)mM ) o
sigmoidni
L-Aspartat e, e, 4 mM - 80% z Kompetitivni
Zadna Zadna .
aktivity (PEP 2 mM) Kic: (0.2+0.01)mM

Tab. 2 Viiv L-malatu a L-aspartatu na aktivitu nativni (fosforylované) PEPC ze semen
kukurice

Dal8im diivodem, pro¢ je PEPC v semenech kukufice skladovéana fosforylovana, mlize
byt zavislost reakéni rychlosti enzymu na koncentraci substratu PEP. Ta je u fosforylované
formy hyperbolickéd (Hillav koeficient / 1,0), ale defosforylaci se méni na sigmoidni (/2 vyssi
nez 1,0) a pfi nizkych koncentracich substratu je tak enzym v podstaté inaktivovan (Graf 2).
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Graf 2 Zména zavislosti reakcni rychlosti PEPC ze semen kukufice z hyperbolické (nativni
fosforylované forma, Hilliv koeficient 1,0) na sigmoidni (defosforylovana forma, Hillav
koeficient 4,0) pfi pH 7,3 a 34°C.

Bézny aktivator PEPC glukosa-6-fosfat mél pii nasyceni enzymu substratem PEP
pouze maly vliv na rychlost enzymové reakce. Pti nizkych koncentracich substratu vsak silné
stimuloval enzym a snizoval inhibi¢ni u¢inky maléatu. Glycin, ktery velmi silné aktivuje Cy4
isoformu PEPC kukufice nemél na PEPC ze semen zadny patrny vliv.Velmi zajimavy byl
ucinek volného fosfatu na PEPC ze semen kukufice. Na nativni fosforylovanou formu nemél
pii nizkych koncentracich téméi zadny vliv, ale u defosforylované formy kompletné piekryl
ucinky defosforylace jiz v 5 mM koncentraci (Graf 4). Fosfatem aktivovana defosforylovana
PEPC pak méla vice jak dvakrat zvySenou afinitu k substratu PEP. I toto by mohlo byt
divodem, pro¢ je PEPC v semenech kukutice fosforylovana.
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Graf 3 Fosfat prekryva uéinky defosforylace PEPC ze semen kukufice pfi pH 7,3 a 20°C: l
defosforylovana PEPC (K’: 0,2 mM; h: 1,9; Vmax: 1,2 U.mg-1/70%) L1 nativni forma (Km: 0,2
mM; h: 1,0; Vmax: 1,6 U.mg-1/100%), @ defosforylovand PEPC aktivované 5 mM fosfatem
(Km: 0,07 mM: h: 1,0 Vmax: 1,6 U.mg-1/100%), O nativni PEPC piné aktivovana fosfatem
(uchovavana v 100 mM fosfatovém pufru) (Km: 0,03 mM; h: 1,0; Vmax: 1,6 U.mg-1/100%).

Z Grafu 4 je patrno, ze aktivita PEPC ze semen kukufice piisobenim imbibice vzrostla.
Pomoci HPLC na koloné Superdex 200 a naslednych kinetickych experimentti bylo
prokazano, ze se jedna o identickou PEPC, kterd je po celou dobu pfitomna ve své
fosforylované formé (hodnota Hillova koeficientu % byla ve vSech ptipadech 1,0) Ptitomnost
jiné isoformy PEPC byla detekovana az v poslednim stadiu (70 hodin imbibice pti 30°C).
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Graf 4 Uginky imbibice na PEPC ze semen kukufice



ZAVER

Byla izolovdana PEPC ze semen kukufice a identifikovana pomoci MS-MALDI jako
kotfenova isoforma. Bylo zjisténo, ze PEPC ze semen kukufice je v suchych semenech
skladovana fosforylovanéa a Ze imbibice nema vliv na uroven jeji fosforylace. Fosforylovana
forma je odolna vii¢i UCinktim inhibitord (L-malat, L-aspartat). Defosforylaci se méni
zéavislost reak¢ni rychlosti na koncentraci substratu PEP této PEPC z hyperbolické na
sigmoidni. Volny fosfat zcela piekryva uinky regulace PEPC defosforylaci.
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