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ABSTRACT

B-Glucosidase Zm-p60.1 was isolated form chloropla$tmaize coleoptyles. Thishydrolase is able
to cleavage artificial (p-NP-@-D-Glup, 4-MUG-O$-D-Glup and XGLU) and natural substrates
(trans-zeatin-GB-D-glucopyranoside and kinetin-NBD-glucopyranoside). Hydrolytic activities also
influence levels of free cytokinins (active) andtatynin conjugates (non-active) in plants. O-
Glucosylation of cytokinins represents reversibleywf its inactivation, whereas N-glucosylation (N7
and NO9-derivates) irreversible pathway. Moreovelanp B-glucosidases activities which might
hydrolyse N7- and N9-glucosides were not isolatiéchdw. Our research brings novel information at
the field of substrate specificities of mafglucosidase Zm-p60.1. It was found, that Zm-p6§.dble

to hydrolyse cis-zeatin-@-D-glucopyranoside, and partly (trans-zeatin{NB-glucopyranoside,
while mutant forms W373K, W373K2 and W373K4 hydsasyonly cis-zeatin-@-D-glucopyranoside
and trans-zeatin-@®-D-glucopyranoside. Hydrolysis of trans-zeatin-B¥D-glucopyranoside was not
observed at all. Amino acid residue W373 also griltes substrate specificity of Zm-p60.1. Enzyme
hydrolytic activities were confirmed by TLC analysBubsequently, it was found, that trans-zeatin-N7
B-D-glucopyranoside and trans-zeatin-BiB-glucopyranoside have no inhibition impact on yene
activity.
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UvoD

Cytokininy pati mezi klcové fytohormony, které zastavaji ve vyvoji rostéio organismu
nezastupitelnou roli. Svym dpobenim pedevSim ovliviuji rast a diferenciaci buik
a pletiv, podileji se také na oddalovani jejichraiéi, dale jsou zapojeny do drah reagujicich nesst
atd. Hladiny aktivnich a neaktivnich forem cytahiinjsou v rostlig regulovany na &kolika trovnich.
Na$ vyzkum se zabyva Ulohou hydrolas, které jsotnommoé Stpit glukosidy t-zeatinu,
¢imz ovliviwiji koncentrace volného (metabolicky aktivni fornsayazaného (metabolicky neaktivni
forma) fytohormonu v rostlia

Brzobohaty et al. [1] a Kristoffersen at al. [2] zmemen&id kukuiice isoloval
B-glukosidasu, u niz bylo nasletigjiSttno, Ze je schopna rozkladat &lénsubstraty-NP-O-B-b-Glup,
4-MUG-O-B-p-Glup [1, 3] a XGLU [3], ale pedevsim derivaty cytokinin—tZOG a K3G [1].tZOG
byl rostlinnym extraktem obsahujici kukinou B-glukosidasu Zm-p60.1 do 15 minut zcela
hydrolysovan, zatimco K3G az za 120 minut. Celkenylo b testovano 7 glukosid
avSak hydrolyzovany byly pouze znifié tZOG a K3G. Soubor testovanych glukasidbsahoval
i tZ7G atZ9G, které do 15. minuty hydrolyse nepodléhaly.skje vSeobechpiijimana hypothesa,
ZeO-glukosylace  cytokinifi  predstavuje jejich  reversibilni a &msnou inaktivaci,
zatimcoN-glukosylace v posicN7- a N9- ireversibilni a trvalou inaktivaci. Do stasné doby nebyla
zatim nalezena zadn& rostlinfaglukosidasova aktivita, kter4d by byla schopna biydovat
N7- a N9- glykosidy cytokiniri. Podob® zatim nebyla nikdy testovana hydrolyticka aktivita
Zm-p60.1 za pouzitZOGu jako substratu.

Tato prace fedklada pedtszné vysledky popisu névobjevenych substratovych specificit
kukuri¢né B-glukosidasy Zm-p60.1 a jejich mutatnich forem W 78/373K2 a W373K4.

MATERIAL A METODIKA

Substraty enzyin tZ, tZOG, cZ, cZOG,tZ7G atZ9G (OlChemIm).
TLC: Sil G (UV 254) (Macherey-Nagel)

Mobilni faze: buthan-1-ol:C¥COOH (ledova): HO (12:3:5)

K roztokiim substrét v citrato-fosfatovém pufru Mclivaine (50 mM; pH5B) bylo gidano
alikvotni mnozstvi purifikovaného enzymu. Reéaksnes byla inkubovanaipteplot 30°C. V danych
casovych intervalech byly odebirany alikvoty r&ak smési a nanaSeny na TLC desku.
Aby byl vylowen faleS® pozitivni vysledek (nespecifickd hydrolysa sulistra kyselém prosedi
pufru), byl vzorek rozpu8hého standardu v pufru rosdh ponechan po stejndlouhou dobu
pii teplott 30 °C jako readni snes. Po 5hodinovém vyvijeni byl TLC chromatogram wjtacen, kdy
byly Rs spoti substrat a produkd reakci porovnany siRpoti standard.



VYSLEDKY A DISKUZE

Tab. 1 Spitelnost cZOG, tZ7G a tZ9G enzymy Zm-p60.1, W37@K73K2 a W373K4
(30 °C, 1100 minut)

l

1 — Substratq@ZOG, tZ7G, tZ9G) — standard

2 —cZ,tZ - standard

3 — W373K4 + substrat

4 — W373K2 + substrat

5 - W373K + substrat

6 — WT + substrat

Cervena Sipka naztiaje uvolrény cZ, tZ

(Zlutg jsou oznaeny reakce, kde byla zaznamenana hydrolysa subjstrat

Tab. 2 $tpitelnost cZOG, tZ7G a tZ9G enzymem Zm-p60.1 (305@ 1100 minut)




1 -tZ - Standard (1100 minut)

2 —tZOG - Standard (1200 minut)
3 -tZ0G + WT (1200 minut)
4 -tZ29G (15 minut)
5-1Z29G + WT (15 minut)

6 —tZ9G (1100 minut)
7 129G + WT (1200 minut)
8 —tZ7G (1100 minut)
9—-tZ7G + WT (1100 minut)

Cervena Sipka naztiaje uvolrény tZ
(zluté jsou ozn&eny reakce, kde byla zaznamenana hydrolysa substrat

Bylo zjisténo, Ze kukiiéna B-glukosidasa Zm-p60.1 je schopna do 15 mintittg@plog
30 °C komplets hydrolyzovat nejetiZOG, ale icZOG, a ze za 1100 mingésténé hydrolyzujetZ9G,
coz do této doby nikdy nebylo pozorovano. Opakowperimentu dle Bzrobohatého et al. jasn
potvrdilo, Ze v 15. mindt k hydrolyzetZ9G nedochéazi. Je tedy mozné, N8-glukosylace nemusi
predstavovat trvalou ireversibilni inaktivatizeatinu, nicméh na potvrzeni této teorie budieha
realizovat pislusné experimenty in planta. Mutanty W373K, W323& W373K4 jsou také schopny
za steji definovanych podminek jako ¥ipadt w-t formy enzymu kompleth rozsgpit cZOG
do 15 minut. Je nepochybné, Ze amonikyselinovéduesn W373 se spolupodili na substratové
specifici€, nebd tZ9G (1100 minut) &pen mutantnimi formami nebyl. SitelnosttZ7G nebyla
potvrzena u zadného enzymu ani po 4 dnech inkulhzeekonstatovat, Ze substratova specificita klesa
v fadt — O-, N3-, N9-aN7- Analysa enzymové kinetiky odhalila, #7G atZ9G nevykazuji inhikini
efekty na aktivitu Zm-p60.1ip[S]=[l], [2S]=[I] a [S]=[2]],

ZAVER

Z patéatetnich vysledk vyplyva, Ze kukiiénd p-glukosidasa Zm-p60.1 schopnaspit
néasledujici substratyp-NP-O-B-p-Glup, 4-MUG-O-B-p-Glup, XGLU, tZOG, K3G,cZOG acéasténsg
i tZ9G. Mutanty W373K, W373K2 a W373K4&gi: p-NP-O-B-p-Glup, 4-MUG-O- -p-Glup, XGLU,

tZOG, K3G a cZOG. Stpitelnost tZ7G pozorovana nebylatlbec u Zadného enzymu ani
po 4 dnech inkubac&7G atZ9G nevykazuji inhikiini vlivy na aktivitu Zm-p60.1.

SEZNAM ZKRATEK

p-NP-O-B-p-Glup 4-nitrofenylO-B-p-glukopyranosid
4-MUG-O-B-p-Glup 4-methyumbelliferylo-B-p-glukopyranosid

K3G kinetinN3-B-p-glukopyranosid

XGLU 5-bromo-4-chloro-3-indolyld-B-p-glukopyranosid
tZOG trans-zeatin©O-B-p-glukopyranosid

tZ trans-zeatin



cZOG
cZ
tZ7G
tZ9G
TLC
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