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Anotace

Phosphoenolpyruvate carboxylase (EC 4.1.1.31; PE®Ghe of the carbon dioxide-
fixing enzymes, which yields oxaloacetate from gitusenolpyruvate and bicarbonate.
Regulation of PEPC activity occurs at many levielsaddition to pH and concentration
of activators and inhibitors, it is phosphorylatias well. Phosphorylation of PEPC
causes a change of kinetic parameters, such asmalareaction rate, sensitivity to
activation or inhibition. Considering that, thesestill little information like this about
C; plants and that regulation is in various plantcgge different, 1 have dealt with
monitoring of the kinetic parameters and regulapossibilities of PEPC isolated from
C; plant sourcesQannabis sativd.., Chenopodium quinoa, Pisum sativiun Lens
culinaris). While the activity of PEPC from leaves©@annabis sativd . was decreased
by alkaline phosphatase, the activity of PEPC freeeds ofChenopodium quinoa,
Pisum sativunh., Lens culinarisvas not affected by alkaline phosphatase. Thaibffi

of PEPC from seed€henopodium quinoa, Pisum sativiim Lens culinaristo the
substrate PEP was higher than in the case of PEPCIéaves ofCannabis sativa...

For PEPC fromCannabis sativa.. was found that the apparent dephosphorylation
leads to decrease of sensitivity to the activalipmylukose-6-phosphate and to increase
of sensitivity to inhibition by L-malate.

The results were compared with kinetic parametérBEPC from maize seeds and
tobacco leaves.

Fosfoenolpyruvatkarboxylasa (EC 4.1.1.31; PEP@2daim z enzyn fixujicich oxid
uhli¢ity, ktery poskytuje oxaloacetat z fosfoenolpyruvd@ hydrogenuhiitanového
aniontu v pitomnosti heéecnatych ionti. Aktivita PEPC je regulovana na mnoha
arovnich. Vedle pH a koncentrace aktivdtoa inhibitofi, je to i fosforylace.
Fosforylace PEPC{sobi zn¢nu kinetickych parameir jakymi jsou afinita enzymu
k substratu, maximalni rychlost reakce, citlivostivinhibici ¢i aktivaci. Vzhledem

k tomu, zZe o regulaci PEPC v stlinach je informaci stale malo a ze sdézngch
rostlinnych druzich [iSi, zabyvala jsem se sleddwankinetickych parameir

a moznostmi regulace PEPC izolované zr@stlinnych zdraj (technického konopi,



merliku chilského, hrachu setéhdpcky jedlé). Zatimco aktivita PEPC z list
technického konopi byla alkalickou fosfatasou swit@, aktivita PEPC ze semen
merliku, hrachu a&ocky alkalickou fosfatasou ovlivima nebyla.Afinita PEPC ze
semen merliku, hrachucacky k substratu PEP byla vysSi, neziippd PEPC z lisi
technického konopi. Pro PEPC zlisechnického konopi bylo dale zpgb, ze
zdanliva defosforylacetsobi sniZzeni citlivost k aktivaci glukosa-6-fosfata naopak
zvySeni citlivosti k inhibici L-malatem.

Vysledky jsem porovnala s kinetickymi parametry BERPe semen kukice, listh

tabaku i dalSimi dostupnymi publikacemi.



Seznam pouzitych zkratek

AP alkalicka fosfatasa
ATP adenosintrifosfat
Cs rostlina rostlina, jejimz prvnim fotosyntetickyproduktem je

3-fosfoglycerat (tiuhlikata slodgenina)
C, rostlina rostlina, u které prvnim fotosyntetickyproduktem je

oxalacetatdtyruhlikata slodgenina)

CAM Crassulacean acid metabolism

BSA ho¥zi sérovy albumin

DTT dithiothreitol

EDTA ethylendiamintetraacetat

g tihové zrychleni (g = 9,80665)
Glukosa-6-fosfat D-Glukosa-6-fosfat

NAD (NADH) nikotinamidadenindinukleotid (redukowan
NADP (NADPH) nikotinamidadenindinukleotidfosfaeftukovany)
OAA oxalacetéat

P, anorganicky fosfat

PEP fosfoenolpyruvéat sodny

PEPC fosfoenolpyruvéatkarboxylasa

PMSF fenylmethylsulfonylfluorid

PVP polyvinylpolypyrrolidon

SDS dodecylsulfat sodny

TEMED N,N,N",N", — tetramethylenethylendiamin
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1. LITERARNI UVOD

1.1. Fosfoenolpyruvatkarboxylasa

Fosfoenolpyruvatkarboxylasa (EC 4.1.1.31), dale [BPC, systematicky nazev
- fosfat: oxalacetat karboxy-lyasa, byla objeversmdhirskim a Greinerem roku 1953
v listech Spenétu. [1]

Od té doby je intenzivh zkoumana fedevSim v souvislosti se svoji Ulohou
v C, a CAM rostlinach, déale jsou sledovany moznostiutege modulatory a zény
kinetickych parametrpo fosforylaci. [2]

V posledni dob se objevuji prace zaiifené na spojitost mezi PEPC a stresem rostlin.

1.1.1. Obecna charakteristika PEPC

Fosfoenolpyruvatkarboxylasa je jeden z en@ynfixujicich CQ, ktery
katalyzuje ireverzibilni-karboxylaci fosfoenolpyruvatu na oxalacetat,iitgmnosti
hydrogenuhBiitanového aniontu (HC{) a dvojmocného kationtu (M Mn?) jako
kofaktoru, za sotasneho uvokni fosfatu (B. [2, 3, 4]

(|ZOO -
S PEPC T 2
C—OPO, + HCO, > by + HPOS
CH2 COO "~
fosfoenolpyruvat oxalacetat

Jednd se o velmi rozéhy cytosolicky enzym, ktery je fipomny ve vSech

fotosyntetizujicich organismech (vySsi rostlinyktesie, sinice, zelenéasy), ale také
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v nefotosyntetizujicich bakteriich a protozoicthalgitomnost v houbach, kvasinkach
a zZivaiisnych tkanich vSak nebyla prokazana. [2, 3, 6, 3, 8]

Ve vySSich rostlinach #izeme rozliSit ¢tyti skupiny PEPC. PEPC fijpomna

v mezofylovych biikach G rostlin a v nefotosyntetickyakastech ¢ rostlin. Dale pak
PEPC vyskytujici se v CAM rostlinach a v rostlin&ftypu. [2, 3, 4, 5, 6]

PEPC ze semen rostlin nebyla doposud podraibozkoumana. Zatim byla &kolika
pracich sledovana pouze aktivita PEPC (Kidau [9], sk@ce [10, 11, 12], jgmene
[13], pSenice [14, 15], fazole [16], vedky [17] a révy [18]), pofpack jeji
imunodetekce. Kinetické studie bydgst&né provedeny pro PEPC ze semen kil
skoice a fazole.

1.1.2.Mala genova rodina PEPC

Geny pro PEPC byly identifikovany v rostlinach, teakch a v nedavné déb
také u archebakterii. [19]

Prokaryota obsahuji pouze jeden gen kodujici PEREmMér® u vysSich rostlin
molekularni studie prokazaly celé malé genové mpdilzoformy PEPC byly
identifikovany ve fotosyntetickych i nefotosyntddych ¢astech fiznych druli rostlin.
[2, 4, 20]

U G, rostlin je znamy jejich polyfyleticky gvod, vyvinuly se Bhem evoluce
krytosemennych rostlin a redpoklada se, Ze,@zoforma pochazi z nefotosyntetické
formy PEPC genu, ktery bykipomny jiz u G predki. [21]

Podrobr byly studovany geny v kukici, kde byly objeveny minimath 3 izoformy
PEPC — G a Gspecifické izoformy v listech a kenova izoforma. [2, 22, 23, 24]

U dvouctloznych rostlin druhu Flaveria byly nalezeny g (F. pringlei

i C4 (F. trinervia) typy PEPC, které obsahuji velmi podobné roditgngch Ppc
podskupin. Podle Zsobu fotosyntézy sElaveria déli na G, Cs., prechodné, podobné
C,a G, [21, 25]

C, PEPC druhuF. trinervia je kddovana generRpcA tiidy a ma typické kinetické

v s

10



LITERARNI UVOD

F. pringlei, ktery kéduje typicky nefotosynteticky; ®EPC typ a zda se byt spaigm
piredkem G a G typt PEPC rodlrlaveria. [21, 25]
Ve fakultativnich CAM rostlinaciv. crystallinum(kosmatec #st'alovy) byly popsany
dva geny Ppcl, Ppc2, transkrigni aktivitaPpclje silné a selektivd posilena ghem
prechodu z gmetabolismu na CAM. K tomuto ippinani“ dochazi vifpac, ze je
rostlina vystavena suchu a souvisejicimu solnénesst [2, 26]

Z C; rostlin je znama genova rodina PEPC rostlin se ¥mangenomem
Arabidopsis thalianaa Oryza sativa Tato rodina je formovangtyimi geny. Ti
z téchto geti kodujici PEPC izoformy jsou vysoce homologni (844). [27]
AvSak byl identifikovan jeden gen koédujici PEPCysakou podobnosti k PEPC
bakterialniho typu (42%) a zaravenizkou podobnosti k typu rostlinnému. Tato
izoforma sodasré postrada fosforylovatelnou N-terminalni sekvefier]
Vyskyt PEPC genovych rodin se taki&gpoklada pro cukrovoitinu, tabak, vogsku,

ryZi, &i pSenici. [2]

1.1.3. Struktura PEPC

Fosfoenolpyruvatkarboxylasa se dagtji vyskytuje jako homotetramer
skladajici se zedétyr identickych podjednotek s molekulovou hmotnostiolok
95-110 kDa. Vyslednou tetramerickou strukturu jezméo chapat jako dimer dinigr
ktery je stabilizovan iontovymi vazbami mezi karglmvou skupinou kyseliny
glutamové a =Nk skupinou argininu. [4]

Primarni struktura PEPC monomeru byla poprviesgna prd. coliv roce 1984. [28]
Od té doby byla primarni struktura z@isa u vice nez 75 rostlinnych
a bakterialnich druh veetre tii izoforem u kukiice aciroku. [3, 4, 15, 27, 29, 30, 31]
Prvni fidimenzionalni struktura byla rieSena pro PEPCE coliaZea mays[32, 33]

Monomer G PEPC zkuktice se sklada z osmi senych B-struktur
a 42 o-helixa. Sekundarni struktura naslédokazuje, ze molekula obsahuje 65%
struktury a-Sroubovice, zatimcd prvky jsou zastoupeny pouze 5%. Sekundarni
struktury G PEPC z kuktice jsou v podstéttotozné jako . coliPEPC. [4]

11
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Obr. 1: Struktura fosfoenolpyruvatkarboxylasy izolovand zoli, celkovy pohled —
~<dimer dimei" [46]

Obr. 2: Struktura fotosyntetické fosfoenolpyruvatkarboxylaskukurice [46]

12



LITERARNI UVOD

Katalyticky aktivni misto PEPC je lokalizovano natéZminélnim koncip-struktury
a rozhodujici roli v aktivnim centru maji hlavabytky His, Glu, Asp a Arg. Struktura
mista vazajiciho Mé je prekvapivé obdobné jako u dalSich enzgmyuZivajicich PEP
(pyruvatkinasa, pyruvatorthofosfatdikinasa), a topies nedostatmou podobnost

sekvence aminokyselin. [34]

1.1.4. Mechanismus reakce katalyzované PEPC

Fixace CQ na molekulu fosfoenolpyruvatu za vzniku oxalaaetvolného
fosfatu katalyzovand PEPC je vysoce exergonickariaitre ireverzibilni reakce.
Skute&nym substratem neni oxid utitly, ale hydrogenuhditanovy anion. [2]

Kuréeni p@esného mechanismu reakce napomohlo raziistiidimenzionalni
struktury a krystalografické studie provedené pEPE zE. coli a Zea maystento
vyzkum poskytl informace o molekularnim mechanisanalosterické regulaci. [4, 33,
34]

V sowasné dob je povazovan za nejpradobdobrjSi tiikrokovy mechanismus
(obr.3). V prvnim kroku jeéast&né reverzibilni reakci tviien enolatovy anion pyruvatu
z fosfoenolpyruvatu (PEP) a z hydrogentitdinoveho aniontu vznika karboxyfosfat.
V druhém kroku nasleduje izomerace enolatovéhordmia Stpeni karboxyfosfatu
na oxid uhlgity a P (uvnitt katalytického mista). V poslednim kroku dochazi
k elektrofilnimu ataku enolatového aniontu oxidehtiditym a k uvolréni oxalacetatu
aP.[2 4]

i 2- ] ] 0
ooc_ 0Po; krok 1 ooc__ i .
C + HCO; ¢’ + HO—C—OPO,
I I
CH, CH,
krok 2 —
(PEP) /
- 0oc_ .0
ooc_ o 9 C\C// i
v I 2. krok 3 + HPO
C | 4
+ C + HOPO; |
| I T W
CH, 0 C00

Obr. 3: Reakni mechanismus PEPC [4]

13
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1.1.5. Funkce PEPC

Fosfoenolpyruvatkarboxylasa se v rostlinach ujplgt v mnoha fyziologickych
funkcich, které zahrnuji vyznamné role hage fotosyntéze £a CAM rostlin [35],
v C; rostlinach pIniadu anaplerotickych funkci. [6, 36, 37]

1.1.5.1. Funkce PEPC v,@ CAM rostlinach

V C, rostlinach a rostlinach s metabolismem typu CANMipPEPC kkovou roli

pii fotosyntetické fixaci CQ kdy katalyzuje vznik fotosyntetického meziprotiuk-
¢tyfuhlikaté dikarboxylové kyseliny - oxalacetatu. [36]

V C, rostlinach probiha primarni karboxylace v mezofylch buikach, dekarboxylace

a vlastni Calvifiv cyklus v buitkdch pochev cévnich svazk Procesy jsou tedy
odckleny prostorov. [38, 39, 40]

C, kyselina ve forma malatu nebo aspartatu je transportovana do pockemich
svazki, kde jsou specifickymi enzymy{NADP-dependentni malatdehydrogenasa
(dekarboxylé@ni), NAD-dependentni malatdehydrogenasa (dekarbéxiyl nebo
fosfoenolpyruvatkarboxykinasalekarboxylovany. Oxid uhlity je nasleds zachycen
RubisCO v chloroplastech. [41]

K fixaci atmosférického COpomoci fotosyntetické PEPC dochéazi s vyuzitim PEP,
ktery je regenerovan v chloroplastech za kataly#lyadosfatdikinasou (PPDK).

Mezofylova burika
----------------- Burika pochvy cévniho svazku

regenerace
Cas

kyselma
Fosfoenolpyruvat

CO: \-»Hcoa\L——r Ca

kysehna
karboxylace

dekarboxylace ' f
Ca

CO: .

kyselina w kyselina

Obr. 4: Asimilace CQ v C,rostlinach [42]

14
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U rostlin s metabolismem fotosyntézy CAM je asimdaCQ oddtlena veéase. [43]

V rostlinach je PEPC aktivnichem noci. Dochazi k fixac€O, a tvork# oxalacetatu,
ktery je nasledh redukovdn  NAD-dependentni  malatdehydrogenasou
nactyruhlikaty meziprodukt (malat) a skladovan ve vakudle dne, kdy jsou stomata
uzawena, probiha dekarboxylace malatu a usyn CO, je fixovan RubisCO

v Calvinow cyklu. [40, 44]

Phosphoenolpyruvate

Malate — . » Malate

Day

Obr. 5: Asimilace CQ v CAM rostlinach [42]

1—-enzym PEPC

2 — enzym NAD-dependentni malatdehydrogenasa

3 — enzym NADP-dependentni malatdehydrogenasa rfol@kgacni)

Oba typy rostlin (¢ a CAM) jsou vysledkem adaptace rostlin na vysakénzity
slune&niho zdeni, sucho a horko a PEPC plni v procesu fotosyntélmi vyznamnou
roli. Rostliny s metabolismem CAM jsou s@sré metabolickou adaptaci na aridni
prostedi, kdy jsou stomatachem dne uzaena a oteviraji se az v noci. Rostliny tak

zabrauji nadnérné ztrat¢ vody transpiraci.

15



LITERARNI UVOD

1.1.5.2. Funkce PEPC w@stlinach

V C; rostlinach vykondva PEPC velmi rozmanité fyziolé@ic role, mmsobi
v anaplerotickych drahach, které jsaitgmny i u Ga CAM rostlin.
Dulezitou funkci je dopglovani intermedidit cyklu trikarboxylovych kyselin.
Za primarni ulohu PEPC je povazovano doptini OAA, ktery nize byt nasledh
redukovan na malat nebo transaminovan na aspartétlana tak ziskavétyruhlikaty
skelet pro dalSi metabolismus. [6, 45] PEPC pagkyintermediaty citratového cyklu
v piipadt, Ze jsou vyerpany aa-ketoglutarat je vyuzit pro syntézu aminokyselin
v chloroplastech pomoci glutaminsynthetasy/glutamiétoglutarataminotransferasy
v GS/GOGAT cyklu (viz obrazek 6). [38]

Aminokyseliny, které jsou v d&b rastu aktivie¢ syntetizovany, &Sinou
pochazeji z uhlikatého skeletu pyruvaittketoglutaratu a oxalacetatu. Také biosyntéza
chlorofylu je odvozena od-ketoglutaratu. [38]

aglucose

l glycolysis

HCO,
] PEP Cytosol
PEPC / |
pymv:ub
O&A
di,ely] C{}ﬁs
GAA cltmte ﬁ];fm
md]dlﬂ I'
|T|d]dl!: Krebs l‘iDCiII"-li'E'I
n cycle o Kli- GS/GOGAT
R\ Iumnrm. ydt
‘-U‘“—‘"dt‘* c:hlcnropla@t

mitochondria

Obr. 6: Anaplerotické drahy vedouci k syntéze aminokys@8j
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Vyuziti kooperace mezi PEPC, NAD-dependentni mal@ydrogenasou
a NADP-dependentni malatdehydrogenasa (dekarboiylaslouzi pi regeneraci
NAD" a poskytovani redukich ekvivaleni NADPH. Fosfoenolpyruvat sefiptéto
reakci n€ni na pyruvat a anorganicky fosfat. [6]

PEPC se takécastni vychytavani molekul GQuvolrénych respiraci. Bkolik
studii prokazalo, Ze ve zrajicich plodech a senfefje@ongrné aktivni PEPC, ktera
muze vychytavat CQuvolnény respiraci a zfiné jej fixovat do OAA. [6]

Pri anaerobidéze (keny pond#ené ve vod, kliceni semen) ziskava rostlina
energii fedevsim kvaSenim. Jedna se o sled reakci, ve ktemganicka slotenina
slouzi jako akceptor vodiku. fiP alkoholovém kvaSeni je akceptorem vodiku
acetaldehyd, ip mlécném kvaseni pyruvat, u malatového kvaSerizenbyt jako
akceptor vodiku vyuzit OAA. Malatové kvaseni nemageni v pravém slova smysilu,
neba’ premena glukdézy na malat neposkytujéimo energii, ale reoxiduje se vznikajici
NADH, udrZuje se adenylatovy pool a koncentracegamického fosfatu.

lglucosei

ATP =< - - —
ADP - ---~ |

glucose-6-P

{

fructose-6-P
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2 triose-P

- - = =

1
1
2 ADP -7 |
2 ATP ===== g : y
i ; 2 (NADHH
]
i

2 CO; i
2 glycerate-3-P ' i )
¢ 2 HCO; 2P %/NAD‘
¢
> PEP k } 2 OAA —-—L—‘—» 2 malate

Obr. 7: Participace PEPC na malatovém kvasSeni [6]
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ZvysSené pH cytoplazmy PEPC aktivuje, neutralni gude geménuji na kysely malat
a ten pH vraci na fyziologickou hodnotu. NaopakspiZzeni pH je aktivovana NADP-
dependentni malatdehydrogenasa (dekarbomi)la a akumulovany malat je

preménovan na mnohem mérkysely pyruvéat, pH se @pvraci na gvodni hodnotu.

[6]

1.1.6.Regulace aktivity PEPC

Fosfoenolpyruvatkarboxylasa je citivegulovana na mnoha arovnich.
Enzym ma Siroké spektrum alosterickych efekt@&teré souvisi také s druhem
rostliny. Regulace rostlinné PEPC probiha na Urexprese a jedna se o velmi slozity
a komplexni mechanismus, zahrnujici regulaci mnolazymi, metabolit
a signalizanich drah. [4]
Regulace aktivity PEPC v,Costlinachin vivo je ovlivnéna hlaveé dostupnosti
substratu PEP a efekfosouvisejicich s fotosyntézou. [19, 46, 47] Zawslychlosti
reakce katalyzované PEPC, ktera byla ziskarady ttiznych zdroj, na koncentraci
substratu fosfoenolpyruvatu ma Kklasicky hyperbglickvar. Sodasré vSak byla
prokadzana i zavislost sigmoidalni. [62]¢kdblik pozdEjSich studii objevilo, ze
ve srovnani s {PEPC vykazuje PEPC z@ruhi rostlin rozdilné kinetické vlastnosti.
Pro PEPC z ¢rostlin byla prokdzana vyssSi afinita k substratavp ve srovnani
s PEPC z ¢Cdruhi. [21]
DalSi pokusy satasré objevily variabilitu v afini¢ va¢ci HCO; a nasledé bylo
potvrzeno, ze CPEPC maji nizSi hodnotu ,K(HCGOy), nez enzymy z £rostlin.
Evoluce G PEPC tedy souvisi se Zmami v afini€ vic¢i substraim PEP a HCQ. [21]
Aktivitu enzymu ovliviuje teplota a pH. PEPC,@ostlin ma ¥tSinou teplotni optimum
okolo 35°C, optimum pH je 8,1. [46] AvSak i mala&ma pH se mize projevit velkym
vlivem na aktivu PEPQn vitro je aktivita G PEPC vyrazé citliva praw ke znénam
pH. [48, 49] NizSi pH rize mit vliv jak na aktivitu enzymu, tak i na jehilicost
k modulatofim, nag. inhibice L-malatem. [46]

DalSi moznou urovni regulace PEPC je¢mm koncentrace inhibitér Jednim

e

z nejdilezitéjSich inhibitofi PEPC je L-malat, ten jefipnym produktem redukce

18



LITERARNI UVOD

oxalacetatu a inhibuje PEPC bakterii, rostlin aétakkterych archebakterii. [19]
DalSim moZnym inhibitorem je také L-aspartat, @&mrimy produkt metabolismu
oxalacetatu. Bkteré rostlinné typy PEPC mohou byt také senzitiviii citratu
a pyruvatu (nap C, izoforma kukiice), PEPC izolovana E. coli je inhibovana
sukcinatem a dalSimi karboxylovymi kyselinami. [19]

PEPC z CAM rostlin je regulovana oligomerizaci. tfee, kdy enzym neni aktivni,
existuje v podob homodimeru ¢2), zatimco v noci tvié aktivni homotetramerod).
[50] Pasobeni alosterickych aktivatoa stupé aktivace jsou vice zavislé na daném
druhu rostliny a zdroji PEPC. Rostlinng 2oforma PEPC je &Sinou modulovana
glukosa-6-fosfatem, pappadct i dalSimi metabolity glykolyzy jako je fruktosaét,
bisfosfat. Specifickym aktivatorem PEPC zj€dnodloznych rostlin je glycin. [47]
Bakterialni PEPC je modulovana metabolifjroxidace mastnych kyselin —

acetylkoenzymem A, i samotnymi mastnymi kyselinafio]

Regulace PEPC z;@ostlin byla ve srovnani s PEPG ©@stlin zkouméana zatim mén
Nicmére pro PEPC z list tabadku byl zaznamenan inhibi inek pra¥ L-malatu
[51] a pro PEPC ze sojovych hbplbyla pozorovana aktivace glukosa-6-fosfatem,
fruktosa-6-fosfatem, glukosa-1-fosfatem a dihydemwatonfosfatem. [52]

DalSi urovni regulace PEPC je reverzibilni fosfapd, ktera je velmi koordinovana
a zavisla na sitle. K modifikaci dochazi na serinovém zbytku \zkbsti
N-terminalniho konce molekuly PEPC. [2, 4]

Fosforylaci zajiSuje specifickd PEPC-kinsa (PEPC-k) éhbm fosforylace se
meéni hlavré funkéni vlastnosti enzymu vzhledem Kk inhibiton a aktivatoim. Velmi
casto nastava také zma kinetickych paramalr jako je maximalni rychlost reakce,
afinita enzymu k substratu, nebo Hillkoeficient. [53]

U fotosyntetické ¢ PEPC bylo v souvislosti s fosforylaci zfigb zvySeni maximalni
reakeni rychlosti, aktivani konstanty pro glukosa-6-fosfat a naopak snizéhvosti
vaci L-malatu. [53, 54, 55]

V CAM rostlinach je enzym fosforylovanébem noci a tento proces Uzce souvisi

s cirkadialnim rytmem. [56]
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Regulace fosforylace {PEPC je komplex}jSi proces, nez u LPEPC a souvisi se
swtlem, gitomnosti dusikatych metabdlia dalSimi vlivy. [51, 57, 58]

1.1.6.1. Fosfoenolpyruvatkarboxylasa-kinasa

Specifickd fosfoenolpyruvatkarboxylasa-kinasa (PHPCje nejmensSi znama
proteinkinasa (molekulova hmotnostrilghizné 30 kDa) a fadi se do rodiny
Ser/Thr kinas. Je t¥ena pouze katalytickou doménou, postrada N-termingist

a C-termindlni regutmi oblast a je nezavisla naitpomnosti C4" ionti. [56]

Samotny proces fosforylace je regulovaedevsim expresi PEPC-k, ktera je
aktivovana u rostlin typu L£swtlem a u rostlin stypem metabolismu CAM
cirkadialnim rytmem. Regulace exprese PEPC-k; v@stlinach je sloz§si, vedle
regulace sétlem je dilezita také dostupnost dusikatych latek. [56]

Exprese PEPC-k tite byt ovliviéna i oxid&nim a solnym stresem. [4, 59]

Fosforylace ¢ PEPC fosfoenolpyruvatkarboxylasou-kinasou (PEPQ¥a
studovana v glistu a zahrnuje uspadanou kaskadu. Tato komplexni a natlsv
zavisla kaskada zapojujetigpvky raznych komponent (pH, iontové kanaly,
signaliz&ni enzymy), @zné typy butk (pochev cévnich svaik mezofylove)
a subcelularni kompartmenty (chloroplasty, vakun]éadro). [38]

Aktivace z&ina os¥tlenim, v chloroplastu — v iltach pochev cévnich svarzk
se tvdi 3-fosfoglycerat, ktery vystupuje jako mezikkny metabolicky posel
a difunduje do buk mezofylovych. K transportu dochazi diky emy pH (prae
v chloroplastu). Zmnou pH je aktivovana v  mezofylovych iikéch
fosfolipasa C a ffechodri je produkovan sekundarni posel inositol-1,4,554fat
a diacylglycerol. Inositol-1,4,5-trifosfat fipobuje oteteni C&" kanati tonoplastu
a odtok C& ionti do cytosolu, zatimco diacylglycerol a“*Caktivuji proteinkinasu C.
Prudké zvySeni aktivity PEPC kinasy, nezavislé r&" @ntech, sotasré vede
k fosforylaci G PEPC (obr.8, str. 21). [38]
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Obr. 8: Schématicky model uspidani transduii kaskady fosforylace PEPC v C
listu [38]

1.1.6.2. Semena rostlin a regulace aktivity PEPC

Produkce semen, jejich dozravani a nasledna 2ty — dormance jsou ovligény
radou latek, které umaaji rostliné prezit a adaptovat se na sezonnémyn Dormanci
lze charakterizovat snizenou metabolickou aktivitomastavenimistu. V semenech
jsou také uloZeny inhibitory proteas, toxiny, ankimabialni, antifungalni
a antiherbivorni latky, které zafidji semefim ochranu. [60]

S dormanci souviseji fytohormony, tiagkyseliny abscisové a giberelinové,
¢i pritomnost inhibitoé rastu. Dilezitou roli ma i obal semen, ktery branistu
a rehydrataci, jez by mohla glaktivovat ulozené enzymy. Odsteam, poruseni obalu,
swtlo, chlad, stimulace teplotou — mohotepusit dormanci a zahajit germinaci. [61,
62]
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Fosfoenolpyruvatkarboxylasa ze semen rostlin jeasifl kterA nebyla doposud
podrobrji zkoumana. Kinetické studie bylasté&né provedeny pro PEPC ze semen
kukurice, sk@ce a fazole. Fosforylaci a PEPC-k se zabyvaly paimdie semen
skaice, j@mene, pSenice a kukaoe.

V semenech kukice byla nalezena pouze jedna izoforma [9]¢ dkoformy
PEPC byly detekovany v kicich semenech denene [13], podobny zéw prinesla
studie semen skoe. [11] AvSak jedna z izoforem slae vykazuje neobvyklé sloZeni
— jedn& se o heterooktamer, ktery je sloZerttye podjednotek 107 kDa (ty jsou
totozné s druhou izoformou charakterizovanou u sesiece) actyt podjednotek
0 64 kDa.

V pitipact PEPC z jémene [13], pSenice [15] a slae [15] je enzym ulozeny
v suchych semenech defosforylovany. PEPC v semejegatene je fosforylovana
béhem prvnich 24 hodin imbibice a byla zde detekovaaktivita PEPC kinasy, ktera
neni ovlivrena signalni kaskadou zavisejici na&thy, jez je popisovana v listech, C
rostlin. [13]

Fosforylovany enzym ma vySSi aktivitu a je raéoitlivy vuci inhibici L-malatem,
presré opa&nou charakteristiku vykazuje pr&wneobvykla heterooktamerni izoforma
skaice. [12]

Pro PEPC ze semen kulee bylo zjiS€no, Ze nativni forma uloZena pegav
v semenech, je pn fosforylovana, coZz naztaje existenci dosud nepopsaného
zpasobu regulace specifické PEPC kinasy. [62]

22



LITERARNI UVOD

1.2. Poznatky a navazujici studie

V laboratgi Doc. RNDr. Heleny RySlavé, CSc. bylo na téma tagas PEPC
vypracovano jiz #kolik praci. Rednttem studia byla PEPC ze semen kirte [62]

a PEPC z list tabaku. [63, 64]

U PEPC izolované ze semen kike byly studovany kinetické vlastnosti zvkast
ve vztahu k fosforylaci. Nativni forma PEPC nalezansemenech kukice je plrg
fosforylovana, naopak enzym defosforylovany ma intiddnotu maximalni regki
rychlosti, vykazuje sigmoidalni fipéh zavislosti reaéni rychlosti na koncentraci
substratu PEP a rovh doslo ke zréné Hillova koeficientu. [62]

Pri studiu vlivu efektoli bylo zjisS€no, Ze glukosa-6-fosfatipobi pouze mirnou
aktivaci PEPC, ale L-malat je velmi silnym inhibigon defosforylované formy PEPC,
inhibuje i formu fosforylovanou, ale ne v takov&eni[62]

Pro defosforylovanou formu enzymu, izolovanéhcstt ltabaku, byl také zaznamenan
pokles maximalni reaki rychlosti (ve srovnani s PEPC izolovanou ze seme
kukurice). Vliv inhibitoru L-malatu na fosforylovany aetbsforylovany enzym byl
srovnatelny pro ob formy, avSak aktivace glukosa-6-fosfatem byla pozéana
mnohem vyraz§si pro formu defosforylovanou. [63, 64]

Na zaklad provedenych pokusbyly pro dalSi izolace a studia regulaci vybrany
rostliny a semena rostlin, které by mohly posloy#id rozsteni dodnes znamych
poznatkh a ziskané kinetické parametry mohou byt ¢esw dokie porovnany
s doposud znamymi hodnotami.
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1.3. Experimentalni rostliny

1.3.1. ListyCannabis sativd..

Technické konopiGannabis sativalL.) (obr. 9) je velmi odolna Crostlina
patici do ¢eledi konopovitych rostlin Gannabiaceag)jedna se o odnoz kulturni
rostliny konopi setého. Dosta do vysky 2,5 m i vice, ma Stihly stonek a j@die
svymi dlaiovitymi listy a malymi zelenymi kéty. Technické konopi je velmi déb
vyuzitelné v oblasti gmyslu - textilni, papirensky, ale i automobilovytrogi
a stavebni (mé& dobré tepelné a zvukové &olalastnosti). Nejvice se vSak upiate
pii vyrobé kosmetiky a potraviri&kych dopiki.

Souwasre je rostlina znama tvorbou sekundarnich metahoktonopné sekundarni
metabolity pedstavuji Sirokou Skalu sldenin, které jsou odvozeny z acetatove
a Sikimatové biosyntetické cesty, hojje rozsfen i terpenovy metabolismus. Mezi
farmakologicky aktivni sekundarni metabolity ipatkanabionidy, dale byly
identifikovany flavonoidy a flavonoidm podobné dihydrostilbenové metabolity,
dihydrofenantreny a spiroindany. ZaréveniZzeme nalézt sldeniny se dema
benzenovymi jadry — kanabistilbeny a také tricykdicsloweniny. V konopi byly také
objeveny alkaloidy odvozené od spermidinu a ctdéla terpel Nejvice jsou

zastoupeny mono- a sekviterpeny, které jsou dikytdavosti zodpowdné za vyrazny

pach rostliny.

Obr. 9: Technické konopiCannabis sativa..)
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1.3.2. Semen&henopodium quinoa
Merlik chilsky (Chenopodium quinda(obr. 10) je jednoleta dvosglbZzna

rostlina, kterd je velmi nenanod a je schopnaistu i ve vysokych nadniskych
vy3kach (az 4000 m n.m.)Radi se doceledi merlikovitych Chenopodiacege
a pivodem pochazi z Latinské Ameriky, kde je vyuzivgaleo tzv. pseudoobilovna
(nepati mezi travy). Komein¢ se merlik chilsky ozriaje jako quinoa. V jizni Bolivii

a Peru je quinoautezitym zenddélskym produktem, hlavni potravou a také jedinym
zentdélskym vyrobkem, ktery je mozné gnit za hotovost. Jeji drobna kulovita zrna
(obr. 11) se vyuzivaji podobrjako je&men, listy je moZzné zpracovat jako Spenat.
Quinoa je v dnesni débvelmi cerna, obsahuje velké procento celkovych bilkovin
(OSN Kklasifikovalo quinou jako plodinu s vysokym salbem bilkovin), esencialni
aminokyseliny, sacharidy, vitaminy a mineraly. Jéleditym zdrojem vlakniny
a neobsahuje lepek. NASA quinouradila do vyzkumného programu na podporu

a udrzeni lidského Zivotaébem dlouhych vesmirnych tet coz vypovida o jeji

vyznamné nuttini hodnok.
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Obr. 10: Merlik chilsky Obr. 11: Semena merliku chilského

(Chenopodium quinga
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1.3.3. SemenRisum sativuni..

Hrach sety neboliPisum sativumL. (obr. 12) pat do celedi bobovitych
(Fabaceag Je to jednoleta kulturni rostlina, ktera dosahujsky az 200 cm, diase ji
v mirném pasu i tropech, avSak je mozné&gtpvat i v horskych oblastech. V Eviop
se stovala jiz v mladSi dabkamenné, v Asii je8tdtive, coz dokazuji i prehistorické
nalezy.

Hrach se nepstji vyuziva jako picnina nebo zelené hnojeni, sengadstavuji velmi

vyzivhou luSéninu (obr. 13). Podolin jako ostatni luskoviny obsahuje i hrach

antinutreni latky typu inhibitofi trypsinu, lektiny, taniny a hemaglutininy.

Obr. 12: Hrach sety(Pisum sativunt..)

1.3.4. Semenhkens culinaris
Cocka (obr. 14, str. 27) je jednoleta rostlifalici se také deledi bobovitych

(Fabaceag dosahuje vySky iiblizné 40 cm a ve srovnani s jinymi luskovinami je
nara:na na teplo. Pochazi #deini Asie a je posmné rozSfena v okoli Sedozemniho
more, v Indii, Pakistanu Chile a Etiopii.

Péstuje se pedevsSim pro sva semena (obr. 15, str. 24), ktend ykryta v luscich,
obvykle po dvou. Obsahuje vyrazné mnozstvi bilkpdiky cemuz je velmi dlezitou
slozkou stravy. Cenny je také vysoky podil Zelexgdi, zinku, drasliku, hi&iku,
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2. CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace jerqulevSim porovnani kinetickych paranietPEPC
ze semen kukKice a listi tabaku s PEPC z jinych rostlinnych zdroj

1. Purifikace PEPC z rostlinného materialu —z@3tlin
2. Studium enzymovych charakteristik PEPC & Kim
- Vliv fosforylace PEPC na maximalni rychlost reakcafinitu enzymu
k substratu

- vliv fosforylace PEPC na inhibici L-malatem a alkiiv
glukosa-6-fosfatem
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3. MATERIAL

3.1. Rostlinny material

MATERIAL

Jako experimentalni material byly vyuZzity listy heického konopi, semena merliku

chilského, semena hrachu setéhiméky jedlé.
Rostliny technického konopi laskaposkytl UEB AVCR.

3.2. Chemikalie

Akrylamid — Sigma, USA

Alkalicka fosfatasa (P6774-10KU; 2,000-4,000 U/mdigma, USA
BSA — Sérovy albumin

Bradfordovocinidlo — Sigma, USA

Coomassie Brilliant Blue R, G — Sigma, USA

DEAE-celulosa — Whatman, USA

Dithiothreitol (DTT) — Sigma, USA

Dodecylsulfat sodny (SDS) — Servasiiecko

Fast Violet B — Sigma, USA

Glukosa-6-fosfat — Sigma, USA

Inhibitory fosfatas — Phosphatase Inhibitor CodkdiP5726) — Sigma, USA

Inhibitory rostlinnych proteas — Protease Inhibi@wrcktail for plant cell and tissue

extracts (P9599) — Sigma, USA
L-malat sodny — Sigma, USA
N,N,N",N" — tetramethylenethylendiamihEMED) — Serva, Mmecko
N,N"-methylenbisakrylamid — Servaghiecko
NADH - Sigma, USA
Nitroblue tetrazolium chlorid — Sigma, USA
Oxalacetat — Sigma, USA
Ostatni chemikalie — Lachem@R; Sigma, USA
Phenazin methosulfat - Sigma, USA
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Phenylmethylsulfonyl fluorid — Sigma, USA
Polyvinylpolypyrrolidon (PVP) - Sigma, USA
Sephacryl S300 — Pharmacia, Svédsko
Sephadex G200 - Pharmacia, Svédsko
Tris(hydroxymethyl)aminomethan — Servasmecko

3.3. Fistroje a pomicky

Analytické vahy 100 A — Denver instrument Compdd$A
Centrifuga Hettich Universal 32R — Hettich¢iNecko
Elektroforeticka souprava Multigel G-44 — Biometik&mecko
Elektromagnetické michadlo KMO 2 basic — LabortéichNémecko
Misi¢ gradientu GM-1 — Pharmacia, Svédsko

Peristaltickd pumpa P-1 — Pharmacia, Svédsko

PH metr Ultrabasic UB 10 — Denver instrument Conyp&iSA
Shirac¢ frakci FCC 61 — Laboratornfistroje PrahaCR

Spektrofotometr Hélioa — Hermo Spectronic, USA

MATERIAL

Spektrofotometr Ultrospec 2100 pro — Amersham PharanBiotech, Anglie
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4. METODY

4.1. Purifikace PEPC z rostlinného materialu

4.1.1. Riprava rostlinného extraktu

Listy technického konopi (30g) byly homogenizovanyeci misce pomoci
tloucku, semena (60g) byla nejprve rozemleta v mlynkuasled® byla extrahovana
po dobu 15 minut. Homogenizace a extrakce byla giema v trojnasobném
mnozstvim pufru A, ktery obsahoval 100 mM pufrsHHCI (pH 7,8); 1 mM DTT;
1 mM EDTA; 5 mM MgC} a 5% glycerol.
Ziskany homogenat a extrakt byitefiltrovan gres ¢tyti vrstvy gazy a Kk filtratu byl
ptidan asi 1 g PVP a 1 mM PMSF. Poté byla provedemdritugace fi 9000 RPM
(9400 x g) pi 4°C po dobu 30 minut. Supernatant byl a@rajako hruby extrakt
a byla v gm zmefena aktivita PEPC a mnoZstvi bilkovin.

4.1.2. Srazeni siranem amonnym

Hruby extrakt byl srdzen siranem amonnym do 35%yceni. Dale byla
provedena centrifugaceiip9000 RPM (9400 x g) ip 4°C po dobu 30 minut.
Supernatant byl vysrazen do 55% (pro listy tech#tck konopi), resp. do 60%
(pro semena merliku, hrachu @&cky) a centrifugovan za stejnych podminek.
Po resuspendaci sedimentu v pufru B obsahujicim®bTris — HCI pufr (pH 7,8);
0,5 mM DTT; 1 mM EDTA; 5 mM MgGla 5% glycerol byla zgtena aktivita PEPC

a mnozstvi bilkovin.

4.1.3. Dialyza

Siranova frakce byla resuspendovana v 8 ml pufria Blialyzovana proti
1 | pufru B @i 4°C pres noc. Po dialyze byla zZbena aktivita PEPC a mnozZstvi
bilkovin.
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4.1.4. lonto¥ vyménna chromatografie
Odsoleny preparat PEPC byl nanesen na kolonu DEAEcelulosy

ekvilibrovanou pufrem B. Po jejim promyti byly eltfmy nezachycené bilkoviny
a nasleda byla provedena eluce linearnim gradientem NaCufupB (0-300 mM)
pratokovou rychlosti 1 ml/min.

V pribéhu chromatografie byl sledovan obsah bilkovin \ngitivych frakcich
meéienim absorbancerip280 nm a stanovena aktivita PEPC. Aktivni fraksty slity

a srazeny siranem amonnym do 80% nasyceni, nasledoentrifugaceip 9400 x g
pii 4°C po dobu 20 minut. Sediment byl resuspendavannimalnim objemu pufru B
(200upl).

4.1.5. Gelova chromatografie

Gelova filtrace byla provedena na kalprkde byl jako chromatograficky
material pouzit Sephacryl S 300 (velikost 1,5 x @B). K eluci byl vyuZzit pufr B
a v ziskanych frakcich byla &pmérena absorbancgi®80 nm pro sledovani mnozstvi

bilkovin a také stanovena aktivita PEPC.

4.2. Stanoveni mnozstvi bilkovin

Metoda stanoveni koncentrace bilkovin dle Bradfeédie zaloZzena na interakci
barviva Coomassie Brilliant Blue G 250 s bazickyararomatickymi aminokyselinami
v proteinech [65].

Dochazi k posunu absa@miho maxima z 464 nm na 595 nm a dstr absorbance
pii 595 nm ntize byt nasledhpouzit jako méritko koncentrace bilkovin.

K 33,3 pl hrubého extraktu bykidan 1 ml Bradfordov&inidla, pogipad byl vzorek

dle poteby nd@edin. Snés byla promichana a po 20 minutach stani byl&iena

absorbanceip 595 nm proti slepému vzorku. Jako standard bylzgohowzi sérovy

albumin (BSA) o koncentraci 0,25 — 1,4 mg’ml
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4.3. Metody stanoveni enzymové aktivity PEPC

Enzymova aktivita PEPC byla stanovena spektrofotooky. Vyuzita byla spazena
reakce s NAD-dependentni malatdehydrogenasou, ktlyslbdovan ubytek NADH
pii 340 nm po dobu 5minut.

M¢éteni bylo provedeno v kyweb délce 1 cm, laboratorni teplad celkovém objemu

reakéni snesi 1 ml.

4.3.1. Mefeni aktivity PEPC

Pro stanoveni aktivity enzymu PEPC byla vyuzita fagpna reakce,
kdy v prvnim kroku vznika OAA, jenz je nasledrpomoci NAD-dependentni
malatdehydrogenasy redukovan za sgmf NADH na malat, ficemz NAD-
dependentni malatdehydrogenasa j@omna ve vzorku v dostateém mnozstvi.
Spektrofotometricky byl zaznamenan pokles absoamisobeny ubytkem NADH.
V objemu 1 ml reaéni snes obsahovala: 250 mM Tris-HCI pufr (pH 8,1); 5 mM
NaHCQ;; 2 mM MgCh; 0,2 mM NADH; 2 mM PEP a 1,42 pmol.rfiml™ NAD-
dependentni malatdehydrogenasy. Reakce byla sémdogidavkem 50 ul extraktu.
M¢éteni bylo provedeno na spektrofotometditrospec 2100 proa aktivita byla
vyjadiena v mikromolech igmsnéného substratu za 1 minute £ 6200 molf.cm™),

piipadré vztaZzena na mnozstvi bilkovin a uvedena jako a#tspecificka.
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4.4. Kinetické metody

4.4.1. Stanoveni kinetickych parantetr
Rychlost reakce katalyzované PEPC byla v kinetibkstodiich nifena

podobré jako v 4.3.1. pomoci #pzené reakce s malatdehydrogenasou jako pokles
absorbance ip 340 nm. Readni snes obsahovala v1 ml 250 mM Tris-HCI pufr
(pH 8,1 a 7,3); 5 mM NaHCH2 mM MgCh; 0,2 mM NADH. Substrat PEP byl pouzit

v koncentracich (0,1 mM; 0,2 mM; 0,4 mM; 1 mM; 2 mMI mM). Reakce byla
startovana fidavkem 50 pl extraktu. Rychlost reakce byla stanav
spektrofotometricky renim absorbanceifip340 nm na Hstroji Hélios a po dobu
5,83 min a vyjatena v mikromolech igménéného substratu za 1 minute € 6200
mol.I".cn?), piipad®é vztaZena na mnoZstvi bilkovin a uvedena jako @étiv

specificka.

Kinetické parametry jako maximalni reaik rychlost (\(,,) a Michaelisova

konstanta (k) byly vypaiteny nelinearni regresi v programu MS Excel prabite
experimentalnich dat hodnotami vypenymi z gisluSné rovnice (rovnice 1).
Statisticky soubor zahrnoval 2 sadygieni a 6 koncentraci substratu PEP .

Rovnice 1:v......... reakni rychlost
\/Iim [[S] ’
V=—"—73 [S]........ koncentrace substrat
Km + [S] VAR maximalni reakni rychlost

[ GO Michaelisova konstanta

Stanoveni aktivity PEPC v zavislosti na tepldiylo provedeno v regki sntsi
pro meieni aktivity PEPC (viz. 4.3.1.), ktera byla inkudoa 5 minut i poZzadované
teplot (26°C; 30°C; 34°C a 40°C). Reakce byla startoy@idanim enzymu.
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Zavislost aktivity PEPC na pH byla préfena vreaéni snesi podobné jako
v odstavci 4.3.1.. Jako pufr byl vyuzit Tris-HCI fpua Skala pH se pohybovala
od pH=6,5; pes pH=6,8; 7,1; 7,3; 7,6 a 7,9 az k pH=8,1 a 8,%.1l sn&s obsahovala
250 mM Tris-HCI pufr (o daném pH); 5 mM NaHGQ mM MgCh; 0,2 mM NADH.
Substrat PEP byl pouzit v satind koncentraci 2 mM. Reakce byla startovana
piidavkem 50 pl extraktu. Aktivita byla stanovena kdpefotometricky n&ienim
absorbance ip 340 nm na fistroji Hélios « po dobu 5,83 min a vyjéena

v mikromolech pemnéného substratu za 1 minute £ 6200 molf.cm?). Paralels

bylo provedeno jedno kontrolnigieni.

4.4.2. Studium fosforylace PEPC

Pro studium fosforylace PEPC byl pouZzit enzym atkal fosfatasa.
Vzorek PEPC po gelové chromatografii byl s alkadic fosfatasou inkubovan po dobu
1 hodiny @i laboratorni teplat MnoZstvi alkalické fosfatasyjiigavané ke vzorku,
bylo stanoveno podle mnozstvi bilkovin, které bygovzorku zjis&&no — 30ul alkalické

fosfatasy piblizné na 2,25 mg bilkovin.

4.4.3. Vliv alosterickych efekt@ma aktivitu PEPC

V pokusu byl sledovan vliv inhibitoru L-malatu atisé@toru glukosa-6-fosfatu
na rychlost reakce katalyzované PEPC. Vliv efaktbyl méien v reakni sngsi
viz. 4.3.1. za pouziti pufru Tris-HCI o pH 7,3t patur&ni (2 mM) a subsatutai
(0,2 mM) koncentraci substratu PEP. Koncentracagtaych efektofi byla 0 mM,;
1 mM; 2 mM a 5 mM. Progteny byly d¥ sady vzork.

Rychlost reakce byla stanovena spektrofotometriokyenim absorbancefip340 nm
na pistroji Hélios o po dobu 5,83 min a vyjddna v mikromolech iig@ménéného
substratu za 1 minute € 6200 mol.t.cm?), pripadré vztazena na mnozstvi bilkovin

a uvedena jako aktivita specificka.
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4.5. Elektroforetické metody

Elektroforéza vyuzivd schopnosti nabity¢hstic pohybovat se ve stejnosmem
elektrickém poli. Rychlost pohybuastic je zavisla na velikosti naboje a velikosti
molekuly. Rizné nabité atizrneé velké molekuly se budou pohybovat odliSnou ryctilos
Bézne je jako nost pouzivan polyakrylamidovy gel, ktery je inertni,
mechanicky pevny a phledny. Polyakrylamidovy gel setipravuje kopolymeraci
dvou monomeat, akrylamidu a N,N"- methylen-bis(akrylamidu) [66].
Jako katalyzator se m@stji pouzivda N,N,N",N° — tetramethylenethylendiamin
(TEMED) [67].

4.5.1. Riprava vzorki pro elektroforetickou separaci

Vzorky po gelové chromatografii byly pro SDS—-PAGHnichany s SDS
vzorkovym pufrem (0,5 M Tris-HCI pufr pH 6,8; 1066M DTT; 10% SDS; 20%
glycerol; 0,1 % bromfenolova modv poreru 1:1. Red aplikaci na gel byly vzorky
v SDS vzorkovém pufru ffyvedeny cca na 5 minut k varu. Aplikovany objem byl

zvolen tak, aby u jednotlivych vzarlodpovidal stejnému mnozstvi bilkovin.

Pro nativni elektroforézu byly vzorky po gelové amatografii nanaSeny na gel
ve 20% sacharose pomoci Hamiltonoviikstky. Objem byl také zvolen tak, aby

odpovidal stejnému mnozstvi bilkovin u jednotliviictorki.

4.5.2. Elektroforetick& separace v polyakrylamidowgelu

Vv piitomnosti SDS

Separace SDS-PAGE je elektroforéza v ekt polyakrylamidového gelu
(PAGE) v gitomnosti SDS. Metoda je zalozenéa réedi proteiri dle jejich velikosti.
Detergent SDS redukuje proteiny na jejich linearaamu strukturu a obali je
uniformnim nabojem. [66, 67]
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Diskontinudlni elektroforéza za denaturujicich powk v Fitomnosti SDS byla
provedena metodou dle Leammliho [68].

Byl pouzit gradient polyakrylamidového gelu s wyirhi 10% a 15% koncentrace
separéniho gelu a 5% koncentrace gelu zémsiciho. Separace byla provedena
na elektroforetické souprawlultigel Biometra s SDS elektrodovym pufrem (25 mM
Tris-HCI pufr pH 8,3; 250 mM glycin; 3,5 mM SDS)iipnapsti 70V pro gel

zaostovaci, pro gel sepafai bylo nagt zvySeno na 140 V.

4.5.3. Detekce proteinv polyakrylamidovém gelu

Pred barvenim byl zadsivaci gel opatrh odstragn a proteiny sepataiho
gelu byly detekovany barvici lazni obsahujici Cossi Brilliant Blue (2 g Coomasie
Brilliant Blue R 250; 0,5 g Coomasie Brilliant Blu& 250; 425 ml ethanolu; 100 ml
kyseliny octové; 50 ml methanolu a 425 ml vody)z&di bylo naslednhodbarveno

roztokem obsahujicim ethanol, kyselinu octovou @uwe pongru 25: 10: 65.

4.5.4. Elektroforetick& separace v polyakrylamidowgelu

v nativnim progedi

Pro nativni elektroforézu byl vyuzit gradient pdipgamidového gelu z 6%
a 12% sepataiho gelu a 3% zadsivaci gel. Nativni elektroforéza byla provedena
za Eelem néasledné detekce enzymu PEPC.
Separani gel obsahoval 3 ml 30% akrylamid a N,N"- methytes(akrylamid); 3,8 ml
1,5 M Tris-HCI pufru (pH 8,8); 0,15 ml 10% glyceuol0,15 ml 10% peroxodisiranu
amonného a 0,012 ml TEMED.
Zaostovaci gel byl pipraven z 0,4 ml 30% akrylamidu a N,N"- methylen-
bis(akrylamidu); 0,5 ml 1M Tris-HCI pufru (pH 6,8);04 ml 10% glycerolu; 0,04 mi
10% peroxodisiranu amonného a 0,008 ml TEMED.
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Pouzity elektrodovy pufr #h slozeni 18,8 g glycinu, 3 g Tris-HCI a 10 ml 10%
glycerolu na 1000 ml destilované vody. Pro detgiastupujicihocela bylo ged
zatatkem elektroforézy fpdano rekolik kapek bromfenolové mad Nejprve separace
probihala p napsti 70 V, po dosazeni hranicellidiho gelu bylo nagti zvySeno

na 140 V. OB desky byly Bhem elektroforézy chlazeny proudici vodou.

4.5.5. Detekce aktivity PEPC po nativni elektrofaré

Detekce PEPC byla provedena kolorimetrickym stanowe produktu
oxalacetatu v reakci s Fast Violet B (6-benzaminoethoxym-toluidin diazonium
chlorid) dle Karna. [69]

Po nativni elektroforéze byl cely gel rychle pokrgiztokem smichanym z 100 mM
Tris pufr pH 7,5; 25 mM NaHCQ 10 mM MgC};, 10 mM PEP. A roztokem
piipravenym ze 100 mM Tris pufru pH 7,5 a 50 mg aggmmahiaté na 100 °C, aby se
veSkerd agarosa rozpustila. Po 60-90 minutach adeilpi laboratorni teplat byla
agarosa z povrchu gelu odsttaa a pitomnost PEPC se projevila jako vyrazné

cervené prouzky.
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5. VYSLEDKY

5.1. Izolace PEPC

Z lista technického konopi a semen merliku, hrachtio&y byl podle izolgniho
postupu uvedeném v kapitole 4.1. izolovan enzym @EPo jednotlivych krocich
izolace byla miena aktivita PEPC. Aktivita byla zifena v hrubém extraktu,
v resuspendovanych sedimentech po srazeni siramaonngm, aktivita PEPC
ve vzorku po dialyze, po ionexové chromatografiist@upci DEAE-celulosy a aktivita
PEPC po gelové chromatografii. Vysledky jsou prnjatlivy experimentalni material
uvedeny ve formizolatni tabulky (tab. 1).

Aktivita sledovaného enzymu byla vztazena na jednatbjemu a také na mnozstvi
bilkovin piitomnych v jednotlivych preparatech — jako spekdiaktivita. V kazdém
kroku bylo také uteno celkové mnozstvi bilkovin. Ke stanoveni bylaiia metoda
dle Bradfordové a vysledky jsou uvedeny v tabul¢std 40).

5.1.1. Sledovani aktivity PEPC vijhu izolace

Celkové mnozstvi proteinpo jednotlivych izolanich krocich postupnklesalo
(tab. 1), a to z 398 mg na 29 mg gack lista technického konopi, u semen merliku
byl zaznamenam pokles z 444 mg na 31 mg, pro serheazhu byl pak pokles
podobny jako pro semenacky z 596 mg (resp. 548 mg) na 23 mg (resp. 41mg).
Naopak specificka aktivita v fipéhu izolace stoupala - zcela postépn PEPC
izolované ze semetocky, pro PEPC izolovanou z listtechnického konopi, semen
merliku a hrachu nebyl nist specifické aktivity az tak pravidelny, avSakvysgi
hodnota byla zji$ha po gelové chromatografii. S vyjimkou PEPC izalo& ze semen
hrachu.
Prvnim krokem izolace byla homogenizace a extrakwki, v téchto frakcich bylo
velké mnoZstvi bilkovin a specificka aktivity bylpomérné nizka. S vyjimkou

stanoveni specifické aktivity v hrubém extraktu plisty technického konopi.
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Po sraZzeni siranem amonnym ve frakci do 35-60%ceas$yse mnoZstvi celkovych

bilkovin ve vzorcich vyrazhsnizilo. Vysledky shrnuje tabulka 1.

mnoZzstvi celk. mnoZstvi
Izolaéni krok aktivita V | celk. aktivita bilkovin spec. aktivita proteinu

[umol.min™.mI™] | [mI] | [umol.min™] [mg/ml] [nmol.min™.mg™] [mg]
Listy technického konopi
hruby extrakt 0,10 85 8,22 4,58 21 389
siranova frakce 0,32 9 2,90 19 17 171
ionexova chromatografie 0,02 57 1,29 2,06 11 117
gelova chromatografie 0,08 8 0,67 3,64 23 29
Semena merliku
hruby extrakt 0,15 100 14,52 4,44 33 444
siranova frakce 0,68 10,5 7,11 23 30 242
ionexova chromatografie 0,11 54 6,10 2,32 49 125
gelova chromatografie 0,25 10 2,48 3,06 81 31
Semena hrachu
hruby extrakt 0,27 110 29,10 5,42 49 596
siranova frakce 1,37 10 13,71 21,35 64 214
ionexova chromatografie 0,18 50 8,87 1,25 142 63
gelova chromatografie 0,25 10 2,52 2,34 108 23
Semena €ocky
hruby extrakt 0,27 90 24,68 6,09 45 548
siranova frakce 1,08 14 15,13 22,80 a7 319
ionexova chromatografie 0,17 50 8,39 3,07 55 154
gelova chromatografie 0,35 10 3,48 4,05 86 41

Tabulka 1: Prabéh purifikace PEPC z ligttechnického konopi, semen merliku, hrachu
acocky. Na jednotlivé izolace bylo pouzito 30g (liggchnického konopi) resp. 60 g

(semena merliku, hrachwecky) experimentalniho materialu.

Pri ionexové chromatografii na sloupci DEAE-celulosg enzym PEPC eluoval
gradientem 0-300 mM NaCl. V {diehu ionexové chromatografie byl ve vSech
frakcich sledovan obsah bilkovinétenim absorbancefip280 nm. Ve frakcich, které
vykazovaly vysokou absorbanci, byla &mna aktivita PEPCip 340 nm. Zavislost
aktivity PEPC a absorbancéi 280 nm na elnim objemu znzduje obrazek 16,
str. 41.
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Obr. 16: Separace PEPC ionexovou chromatografii na KolDBAE-celulosy (objem

kolony cca 15 ml). Zavislost aktivity PEPC na @lim objemu — aktivita PEPC

izolovana z lisi technického konopi (zel&)) ze semen merliku (oranzgy hrachu

(mode) a cocky (zlut) je vynesena na hlavni ose vlevo. Zavislost alzsuré

nantiené pi 280 nm na elénim objemu je vynesena na vedlejSi ose vpravo.

Pribéh gelové separace byl sledovan podoljako u chromatografie ionexové

— v jednotlivych frakcich byl také sledovan obsaitkdvin métenim absorbance

pii 280 nm a ve vSech frakcich byla takéérema aktivita PEPC. BRioeh gelové

chromatografie znaztuje obrazek 17, str. 42.
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Obr. 17: Separace PEPC gelovou chromatografii na koldephacryl S 300. PEPC
byla eluovana pufrem B. Zavislost aktivity PEPCednotlivych frakcich na eémim
objemu je znazokma pro enzym izolovany z listechnického konopi (zel&)) semen
merliku (oranzow), hrachu (motk) a ¢ocky (Zlut€). Hodnoty aktivity PEPC jsou
vyneseny na hlavni ose vlevo. Zavislost absorbaaog&iené pi 280 nm na elénim

objemu je vynesena na vedlejSi ose vpravo.

5.1.2. Detekce PEPC a jeji aktivity v polyakrylaowém gelu

Pro detekci PEPC a jeji aktivity byla vyuZzita dtekoretickd separace

v polyakrylamidovém gelu viftomnosti SDS a elektroforéza za nativnich podminek
Pro pokus byly pouzity vzorky merliku, hrachu¢acky po gelové chromatografii.
Obrazek 18 (str. 43) znazmije elektroforézu vigtomnosti SDS, kdy byla PEPC
vizualizovana barvici lazni Coomassie Brilliant 8IG 250. Na obrazku 19 (str. 43) je
zaznamenana detekce aktivity PEPC po nativni elekt¥ze, ktera byla provedena

kolorimetrickym stanovenim produktu oxalacetateakci s fast Violet B.
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Obr. 18: Elektroforetickd separace vifomnosti SDS. Vzorky po gelové
chromatografii. Drdha 1 - standard BSA (Mr = 67 ) - PEPC izolovana z list
technického konopi, drdha 3 - PEPC izolovana zeesemerliku, draha 4 - PEPC

izolovana ze semeafocky, draha 5 - PEPC izolovana ze semen hrachu.

Obr. 19: Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za natimigodminek. Vzorky
po gelové chromatografii. Draha 1 — PEPC izolovanéerliku, drdha 2 — PEPC

izolovana z hrachu, draha 3 — PEPC izolovana mtekého konopi.
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5.2. Charakteristika PEPC

5.2.1. Charakteristika PEPC izolované ziligchnického konopi

5.2.1.1. Stanoveni kinetickych paranietr

Pro ugeni kinetickych paramatrbyla zngfena rychlost reakce katalyzované PEPC,
ktera byla izolovana z listtechnického konopi po gelové chromatografiéi&hi bylo
provedeno p pH optimu 8,1 a pH 7,3, které koresponduje sdiggickymi
podminkami, v realni smesi pro 6 koncentraci substratu PEP (0,1 mM; 0,2 mM,;

0,4 mM; 1 mM; 2 mM; 4 mM PEP) a ve dvou paralelnfbkusech. Maximalni
realkéni rychlost a Michaelisova konstanta byly vyteny nelinearni regresi
v programu MS Excel. S¢asré byly kinetické konstanty stanoveny pro PEPC, ktera
byla inkubovana s alkalickou fosfatasou, kter4 @hopna PEPC defosforylovat.
Fosforylovana forma PEPC madasto odliSné kinetické parametry nez PEPC
defosforylovana (oddil 1.1.6.).

Inkubace byla provedena po dobu 1 hodinyiitopnnosti inhibitofi rostlinnych
proteas a i laboratorni teplat

Nasledujici obrazky ukazuji zavislost réak rychlosti na koncentraci substratu
a stanoveni kinetickych konstant pro PEPC izolovamdisti nantiené i pH 8,1
(obr. 20, str. 45) a pH 7,3 (obr. 21, str. 45)letarovnani nativni formy PEPC a PEPC

po pisobeni alkalické fosfatasy.
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Stanoveni kinetickych parametr @ p¥ipH 8,1

Nativni PEPC A PEPC po plsobeni AP

10 -

Rychlost reakce
[nmol.min ! mg 1]

0 T T T T
0 1 2 3 4 5

Koncentrace PEP [mM]
Obr. 20: Zavislost rea&ni rychlosti na koncentraci substratu PEP. Stanioven

kinetickych konstant PEPC izolované z technickélumdpi. Mefeni @i pH 8,1.
Srovnani PEPC poigobeni AP derver®) a nativni formy (zeles).

Stanoveni kinetickych parametr G pfipH 7,3
Nativni PEPC A PEPC po pusobeni AP
5 _
o
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Obr. 21: Zavislost rea&ni rychlosti na koncentraci substratu PEP. Stanioven
kinetickych konstant PEPC izolované z technickélamdpi. Meteni @i pH 7,3.
Srovnani PEPC paigobeni AP {erverg) a nativni formy (zelet).
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Kinetické parametry stanovenétippH 8,1 u nativni formy PEPC a PEPC
po pisobeni alkalické fosfatasy (AP) shrnuje tabulka 2.

pH 8,1
Km [mM] Vlim [nmol.min 'l.mg'l]
PEPC nativni forma 0,66 11,1
PEPC po p tisobeni AP 2,47 7,3

Tabulka 2: Stanoveni kinetickych paramétiPEPC izolované z ligt technického

konopi u nativni formy a PEPC pédgobeni AP fi pH 8,1.

Maximalni reakni rychlost stanovena pro PEPC paspbeni AP byla fiblizné

o ¢tvrtinu nizSi, nez u nativni formy PEPC. Z§is& hodnota K byla téngt 4x vyssi
pro PEPC po{sobeni AP.

Kinetické parametry PEPC byly zgty i pro pH 7,3, a to u nativni formy PEPC
i u PEPC po fisobeni AP. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.

pH 7,3
Km [mM] Vlim [nmol.min 'l.mg'l]
PEPC nativni forma 1,07 6,6
PEPC po p Gsobeni AP 1,73 3,3

Tabulka 3: Stanoveni kinetickych paramétiPEPC izolované z ligt technického

konopi u nativni formy a PEPC pdgobeni AP fi pH 7,3.

Hodnota maximalni reaki rychlosti pro PEPC poigobeni AP byla polowni, nez
hodnota zji&na pro nativni formu PEPC. AvSak zvySeni konstahynebylo v tomto

piipact tak vyrazné, ve srovnani sfenim i pH 8,1.

5.2.1.2.Casovy piibe¢h defosforylace
V tomto pokusu byl sledovan vliv alkalické fosfatasa aktivitu PEPC izolované
z listi technického konopi. PEPC byla inkubovana s alkalic fosfatasou (AP)
pii laboratorni teplat a v jednotlivych¢asovych intervalech (po 0, 10, 30, 45, 60, 75,
90, 110 a 140 minutach) byla #fena aktivita PEPC (podle odstavce 4.3.1.).
Z obrazku 22 (str. 47), ktery zobrazujeilpth defosforylace PEPC, je patrne, Ze
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s rostoucim¢asem se aktivita PEPC ve vzorku s AP postupnizovala. Hodnota
aktivity kontrolniho vzorku bez ffdavku alkalické fosfatasy byla po celou dobu

méieni téndt konstantni.

Prubéh defosforylace PEPC
Vzorek po pasobeni AP a4 Kontrola
0,02
O j — i A A i i i A
RN
[a I o))
s E
>
£ £ 001
© £
€ 3
L E
o =
2
(Vp] 0 T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Cas [min]

Obr. 22: Pribéh defosforylace PEPC izolované ziigechnického konopi. Zavislost
specifické aktivity PEPC né&ase. Mode je znazoréna kontrola bezifidavku alkalické

fosfatasy, zelehvzorek PEPC potsobeni alkalické fosfatasy.

5.2.1.3. Vliv alosterickych efekibna aktivitu PEPC

Pro studium vlivu alosterickych modulatona rychlost reakce katalyzované PEPC
byly vybrany d latky. L-malat, ktery ma inhibni €inek na aktivitu PEPC

a glukosa-6-fosfat, kteraipobi jako aktivator. Nasledujici obrazky zn&zgi nejprve
vliv L-malatu na PEPC izolovanou z listechnického konopi, nasletlfe uveden graf
zobrazujici vliv aktivatoru glukosa-6-fosfatu.éMni bylo provedeno ve dvou sadach
vzorki a vysledky jsou uvedeny v procentech, kdy 100%owitja aktivit PEPC,
ktera byla narrena bez fidavku inhibitorugi aktivatoru.

K méfeni byla vyuzita reali snesi viz. 4.3.1. za pouziti pufru Tris-HCI o pH 7,3;
pii satur&ni (2 mM) a subsatutai (0,2 mM) koncentraci substratu PEP. Koncentrace
jednotlivych efektait byla 1 mM; 2 mM a 5 mM.
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Pro PEPC izolovanou z listtechnického konopi je vliv L-malatu na rychlosakee
znazorgn na obrazku 23. Jak se dak@gpokladat, nejvyrazjsi byla inhibice 5 mM
L-malatem, kdy hodnoty kleslyilizn¢ na polovinu, a to i subsaturéni (0,2 mM)

I satur&ni koncentraci (2 mM) substratu PEP, a to ve srovrgkontrolami bez
pfidavku L-malatu. Vliv 1 mM a 2 mM L-malatu byl nyalnangétené hodnoty klesly
tésne pod hodnoty nagtené pro kontrolni vzorky bezridavku L-malatu. Rozdil
v inhibici pfi subsaturani (0,2 mM) a satutmi koncentraci (2 mM) substratu PEP pak

neni [ilis patrny ani u jedné z pouzitych koncentraci akatu.

Vliv L-malatu na rychlost reakce katalyzované PEPC
m 0,02 mM PEP m2 mM PEP

120 ~

104
96

1mM 2 mM 5mM

Koncentrace L-malatu

Obr. 23: Vliv L-malatu na rychlost reakce katalyzované PERtera byla izolovana
z listi technického konopi. Sloupec vlevo zndizge neieni @i subsaturani
koncentraci substratu PEP, pravy sloupec hodnatyfemé i satur&ni koncentraci.
Vysledky jsou uvedeny v procentech, kdy 100% odgé@vkontrolnimu r&eni

bez gidavku L-malatu.

Vliv aktivatoru glukosa-6-fosfatu na rychlost reakkatalyzované PEPC izolované
z lista technického konopi je znazeém na obrazku 24 (str. 49). Byl potvrzen
piedpoklad nejvyznan@Bi aktivace 5 mM glukosa-6-fosfatem, kdy byla kéena
hodnota rychlosti reakce skoro 4,5x vysSi, nez ntriedy bez pidavku aktivatoru,
a to @ subsaturani (0,2 mM) koncentraci substratu PEP. Pro sahirkoncentraci

(2 mM) substratu PEP byla zaznamenana hodnbbdizmé¢ 2,5x vySSi ve srovnani
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s kontrolou bez aktivatoru. Vyrazny vliv na aktivaPEPC izolovanou z list
technického konopi byl zji&b i pro ostatni koncentrace aktivatoru (1 mM a 2 mM
glukosa-6-fosfat). Hodnoty pro rychlost reakce katavané PEPC zji8hé

pii subsaturéni koncentraci substratu se pohybovaly okolo 3008 srovnani
s kontrolnimi néenimi bez pidavku glukosa-6-fosfatu. Pro satémékoncentraci PEP
se rychlost reakce zvysilariplizné o polovinu, také ve srovnani s kontrolnimi
metenimi.

Pfi porovnani hodnot nagtenych za subsatufiai a saturéni koncentrace substratu

jsou patrné pogrné vyznamne rozdily u vSech koncentraci glukosa-@tas

Vliv glukosa-6-fosfatu na rychlost reakce katalyzov ané PEPC

m 0,02 mM PEP m2 mM PEP
500 ~

446

282

$ 250 -

1mM 2 mM 5 mM

Koncentrace glukosa-6-fosfatu

Obr. 24: Vliv glukosa-6-fosfatu na rychlost reakce katalyang PEPC, jez byla
izolovana z lisi technického konopi. Sloupec vilevo zndzge neieni @i subsaturéni
koncentraci substratu PEP, pravy sloupec hodnatyfemé i satur&ni koncentraci.
Vysledky jsou uvedeny v procentech, kdy 100% odgévkontrolnimu r&eni
bez gidavku aktivatoru glukosa-6-fosfatu.

Vliv alosterickych modulatdr byl sledovan i pro PEPC izolovanou ziiseéchnického
konopi, ktera byla vystavenaigobeni alkalické fosfatasy. Inkubace byla provedena

po dobu 1 hodiny vifitomnosti inhibitof rostlinnych proteas afiplaboratorni teplat
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Vliv L-malatu na rychlost reakce katalyzované PEPI3t technického konopi, ktera
byla vystavenaimsobeni AP je zaznamenan na obrazku 25.

NejvyrazrgjSi byla inhibice 5 mM L-malatem a to wipact subsaturéni i satur&ni
koncentraci PEP. Rozdil v inhibickipsubsaturéni (0,2 mM) a satukmi koncentraci
(2 mM) substratu PEP pak neni u 2 mM a 5 mM komeeet L-malatu $liS patrny.

V piipace 1 mM L-malatu byl pozorovanip satur@&ni koncentraci PEP dokonce
opany efekt. Celkov jsou hodnoty nagfené pro PEPC izolovanou z technického

konopi po fisobeni AP nizsi, nez udieni s nativni formou PEPC (obr. 23, str. 48).

Vliv L-malatu na rychlost reakce katalyzované PEPC

po p Gsobeni alkalické fosfatasy
180 -

m 0,02 mM PEP m2 mM PEP

116

120

%

4 50
60 39

Ll

1mM 2 mM 5mM

Koncentrace L-malatu

Obr. 25: Vliv L-malatu na rychlost reakce katalyzované PERtera byla izolovana

z listi technického konopi a vystavenéspbeni alkalické fosfatasy. Sloupec vlevo
znazotiuje mefeni @i subsaturéni koncentraci substratu PEP, pravy sloupec hodnoty
nantiené pi satur&ni koncentraci. Vysledky jsou uvedeny v procente&dy 100%
odpovida kontrolnimu giteni bez pidavku L-maléatu.

Vliv aktivatoru glukosa-6-fosfatu na rychlost reekkatalyzované PEPC izolované
z listia technického konopi, ktera byla inkubovana s APzrjézorgn na obrazku 26
(str. 51). Byl potvrzenigdpoklad nejvyznan#si aktivace 5 mM glukosa-6-fosfatem,
a to [ subsatureni (0,2 mM) koncentraci PEPuriBsatur&ni koncentraci byla také
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zaznamenana aktivace, ale jen velmi slaba, ve ardva kontrolami bez ffdavku
glukosa-6-fosfatu.

V piipact 1 mM a 2 mM koncentrace glukosa-6-fosfatu bylanzenenana mirna
aktivace jen fi subsaturéni koncentraci substratu. | v tomtdigpadct jsou celko¥
hodnoty namstené pro PEPC izolovanou z technického konopi jEbipeni AP nizsi,

nez u méieni s nativni formou PEPC (obr. 24, str. 49).

Vliv glukosa-6-fosfatu na rychlost reakce katalyzov ~ ané PEPC
po p tsobeni alkalické fosfatasy

250 1 m 0,02 mM PEP m2 mM PEP

183

131

%

1mM 2 mM 5 mM

Koncentrace glukosa-6-fosfatu

Obr. 26: Vliv glukosa-6-fosfatu na rychlost reakce katalyaoge PEPC izolované
z lista technického konopi, ktera byla vystaveniagbeni alkalické fosfatasy. Sloupec
vlevo znazotiuje mefeni @i subsaturéni koncentraci substratu PEP, pravy sloupec
hodnoty nanrsfené pi satur&ni koncentraci. Vysledky jsou uvedeny v procentech,
kdy 100% odpovida kontrolnimudgiteni bez pidavku aktivatoru glukosa-6-fosfatu.

5.2.1.4. Vliv teploty na aktivitu PEPC

V pokusu byl sledovan vliv teploty na aktivitu PER£Ilovanou z lisi technického
konopi. Mefeni bylo provedeno ve dvou sadach v tedlsmési podle odstavce 4.4.1..
Reakni snes byla i dané teplat ( 26°C, 30°C, 34°C a 40°Ghkubovdna po dobu

5 minut. Sodasre bylo provedeno g&teni @i teploe laboratorni.
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V piipact PEPC izolované z listtechnického konopi stoupala aktivita v celém rbasa
pouzitych teplot. Ribéh zavislosti aktivity PEPC na dané teplabbrazuje obrazek 27

a je z ) patrna téns linearni zavislost.

Zavislost aktvity PEPC na teplot &

0,16 -

0,13 -

Aktivita PEPC
[Mmol.min tml 1]

O, 10 T T T T 1
20 25 30 35 40 45
Teplota [TC]

Obr. 27: Zavislost aktivity PEPC izolované z listechnického konopi na tepot

5.2.1.5. Vliv pH na aktivitu PEPC

Zavislost aktivity PEPC na pH byla prérena podle postupu popsaném v odstavci
4.4.1., jako pufr byl wvyuzit Tris-HClI pufr a SkalgpH se pohybovala
od pH=6,5; pes pH=6,8; 7,1; 7,3; 7,6 a 7,9 az k pH=8,1 a 8,5.

Na obrazku 28 (str. 53) je zobrazen vysledny géafistosti aktivity PEPC izolované

z lista technického konopi na daném pH. Z grafu je patieéaz do pH=7,1 byla
hodnota aktivity velmi nizka. Ke skokové &mé doSlo v gipad pouziti Tris-HCI
pufru o pH=7,3. Nawienad hodnota aktivity byla fplizn¢ dvojnasobna, nez
pii pH=7,1. Postupfhise hodnoty aktivity PEPC zvySovaly az do pH=8,5.
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Zavislost aktivity PEPC izolované z technického kon opinapH
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Obr. 28: Zavislost aktivity PEPC izolované z listechnického konopi na pH

pouZzitého pufru.

5.2.2. Charakteristika PEPC izolované ze semenikneshilského

5.2.2.1. Stanoveni kinetickych paranietr

Pro ugeni kinetickych parameir PEPC izolované ze semen merliku byla pouzita
PEPC naisSténa ionexovou a gelovou chromatografiiéieni bylo provedeno @&p

pii pH optimu 8,1 a pH 7,3; obdobnako pro PEPC izolovanou z listechnického
konopi (odstavec 5.2.1.1).

V piipact semen nebyla PEPC vystavensagbeni alkalické fosfatasy, jelik@asovy
prabéh defosforylace (odstavec 5.2.2.2.) prokazal, aesopeni alkalické fosfatasy

nevyvolalo ténit zadné zrany v aktivitt PEPC (obr. 29, str. 54).

Pro PEPC izolovanou ze semen merliku byly stanoveagnoty \(, = 103,5
nmol.mint.mg* a K, = 0,41 mM pi pH 8,1. Ri pH 7,3 byly ziskany hodnoty
Vim = 55, 1 nmol.miit.mg* a K, = 0,80 mM.

Hodnota \,, zjiSttnapti pH 8,1 je témt dvojnasobna, hodnota,Kpolovicni, oproti

pokusu provedenéntigpH 7,3.
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Stanoveni kinetickych parametr G PEPC ze semen merliku
A Méfenipfi pH 8,1 A Méfeni pfi pH 7,3
100 ~
(] T
o D
s E
o
« £ 50
S E = i
= =
S g
x s
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Koncentrace PEP [mM]

Obr. 29: Zavislost rychlosti reakce katalyzované PEPC, kibsta izolovana ze semen
merliku na koncentraci substratu PEP. Oranzm@vznazorano meteni @i pH 8,1

acervere mereni [ pH 7,3.

5.2.2.2.Casovy piibeh defosforylace

Casovy piibéh vlivu alkalické fosfatasy na aktivitu PEPC by¢dbvan také pro PEPC
izolovanou ze semen merliku. Pokus byl provederobhdjako @i méreni s PEPC
izolovanou z lisi technického konopi. PEPC byla épinkubovana s alkalickou
fosfatasou p laboratorni teplat a v jednotlivychéasovych intervalech (po 0, 10, 30,
45, 60, 75, 90, 110 a 140 minutach) bylaémma aktivita PEPC (podle odstavce
4.3.1.). Casovy ptibéh defosforylace PEPC izolované ze semen merlikangzorgn
na obrazku 30 (str. 55). Z obrazku je patrné, Zegsobeni alkalické fosfatasy nedoslo

v pripact PEPC izolované ze semen merliku k ¢&@adnym zminam.
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Prubéh defosforylace PEPC
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Obr. 30: Prabéh defosforylace PEPC izolované ze semen merlikvisEdst specifické
aktivity PEPC na&ase. Modle je znazoréna kontrola bezifidavku alkalické fosfatasy,

oranzo¥ vzorek PEPC poisobeni alkalické fosfatasy.

5.2.2.3. Vliv alosterickych efekibna aktivitu PEPC

Vliv alosterickych modulatdr byl sledovan pro PEPC izolovanou ze semen merliku
stejre jako pro PEPC izolovanou z listechnického konopi (dle odstavce 5.2.1.3.).
Sledovan byl vliv inhibitoru L-malatu a aktivatoglukosa-6-fosfatu o koncentracich
1 mM; 2 mM a 5 mM. Mieni bylo provedeno ve dvou sadach vioakvysledky jsou
uvedeny v procentech, kdy 100% odpovida aktiVAEPC, kterd byla naffena bez
piidavku inhibitorugi aktivatoru.

Obrazek 31 (str. 56) zobrazuje vliv L-malatu nahtpst reakce katalyzované PEPC,
ktera byla izolovana ze semen merliku.¢Ofe patrné, Ze nejvyraZj$i inhibi¢ni
acinek mel 5 mM L-malat. Hodnota na#ena pi subsaturéni koncentraci substratu
PEP klesla na 18%, hodnota n#ena se satutai koncentraci PEP dokonce az
na 11%. Pro ostatni dwkoncentrace L-malatu byl inhini viiv také velmi zetelny.
Hodnoty reakni rychlosti pro PEPC zaznamenang& p mM a 2 mM koncentraci
L-malatu se pohybovaly pod 50% hodnot, které bydydieny pro kontrolni vzorky

bez @gidavku L-malatu. U vSechitpouzitych koncentraci L-malatu neni patrriyli
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vyznamny rozdil pro hodnoty na&ené @i subsaturaci (0,2 mM PEP) a saturaci
(2 mM PEP).

Vliv L-malatu na rychlost reakce katalyzované PEPC
m 0,02 MM PEP m2 mM PEP
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18 18
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Obr. 31: Vliv L-malatu na rychlost reakce katalyzované PEPEPC byla izolovana
ze semen merliku chilského. Sloupec vlevo zmager mefeni @i subsaturani
koncentraci substratu PEP, pravy sloupec hodnatyfemné i satur&ni koncentraci.
Vysledky jsou uvedeny v procentech, kdy 100% odgé@vkontrolnimu r&eni
bez gidavku aktivatoru glukosa-6-fosfatu.

Pasobeni aktivatoru glukosa-6-fosfatu na redkrychlost pro PEPC izolovanou
ze semen merliku znadzmije obrazek 32 (str. 57). Nejvyzna#si vliv na aktivaci
PEPC byl opt nalezen pro 5 mM koncentraci glukosa-6-fosfafistéha hodnota byla
v tomto gipadt ténetr Sestinasobna, nez hodnotaétema pro kontrolu bezifgavku
aktivatoru, a to p subsaturani (0,2 mM) koncentraci substratu PEP. Pro sétira
koncentraci (2 mM) substratu PEP byla zaznamenédadia piblizné 2,5x vyssi ve
srovnani s kontrolou bez aktivatoru. Velmi vyrazniy na aktivaci PEPC ze semen
merliku byl zjiSén i pro 1 mM a 2 mM koncentraci glukosa-6-fosfa®ti. subsaturani
koncentraci substratu se hodnota pohybovala cB@086 pro 1 mM glukosa-6-fosfat,
v piipade 2 mM koncentrace kolem 400%, v porovnani s konfrol mgienimi.

Pro saturéni koncentraci PEP byla zaznamenatibligné dvojnasobna hodnota, také
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ve srovnani s kontrolnimi &enimi, a to pro abkoncentrace (1 mM i 2 mM glukosa-
6-fosfat). Ri porovnani jednotlivych hodnot nafienych za subsatufiai a saturéni
koncentrace substratu jsou patrné vyznamné rozdiwsech koncentraci glukosa-6-

fosfatu. Nejvyrazgjsi rozdil byl vSak zjign pro 5 mM koncentraci aktivatoru.

Vliv glukosa-6-fosfatu na rychlost reakce katalyzov ~ ané PEPC
m 0,02 mM PEP m2 mM PEP
600 - 571

L 300 -

1mM 2 mM 5 mM

Koncentrace glukosa-6-fosfatu

Obr. 32: Vliv glukosa-6-fosfatu na rychlost reakce katalyang PEPC, ktera byla
izolovana ze semen merliku. Sloupec vlevo zmager mefeni @ subsaturani
koncentraci substratu PEP, pravy sloupec hodnatyfemé i satur&ni koncentraci.
Vysledky jsou uvedeny v procentech, kdy 100% odgé@kontrolnimu réfeni bez
ptidavku aktivatoru glukosa-6-fosfatu.

5.2.2.4. Vliv teploty na aktivitu PEPC

Vliv teploty na aktivitu PEPC izolovanou ze semeerliku byl sledovan podolrjako

u PEPC izolované z listtechnického konopi. Bteni bylo provedeno ve dvou sadach
v realkeni snesi podle odstavce 4.4.1..

Reakni snes byla i dané teplat ( 26°C, 30°C, 34°C a 40°Ghkubovana po dobu
5 minut. Sodasre bylo provedeno &teni @i teplot laboratorni.

Obrazek 33 (str. 58) znazmije souvislost teploty s aktivitou PEPC izolovanou

ze semen merliku. Az do teploty 34°C je patrné avgfi aktivity PEPC s rostouci
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teplotou, avSak ip teplo€ 40°C byl zaznamenan pokles aktivity na hodnotu

srovnatelnou s aktivitou nasfenou i 30°C.

Zavislost aktvity PEPC na teplot &
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Obr. 33: Zavislost aktivity PEPC izolované ze semen mertikueplok.

5.2.2.5. Vliv pH na aktivitu PEPC

Stanoveni zavislosti aktivity PEPC izolované ze eemmerliku na pH bylo provedeno

obdobr jako pro PEPC izolovanou z listechnického konopi (odstavec 5.2.1.5).

Na obrazku 34 (str. 59) je zobrazen vysledny géafistosti aktivity PEPC izolované
ze semen merliku na daném pH. Z grafu je patrnéazZelo pH=7,1 byla hodnota
aktivity velmi nizka. Ke skokové z&né doSlo v gipac pouziti Tris-HCI pufru o
pH=7,3. Pro PEPC izolovanou ze semen merliku byagtena pi pH=7,3 skoro
¢tyifnasobna hodnota aktivity. Postdpee hodnoty aktivity PEPC zvySovaly aZz do
pH=8,5.
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Zavislost aktivity PEPC izolované ze semen merliku na pH
0,3 -
F|l—|
O —
o £ o2
Lu —
o <
g S
£ g 0,1 -
< 3
0 T T T T 1
6 6,5 7 7,5 8 8,5 9
pH

Obr. 34: Zavislost aktivity PEPC izolované ze semen mertikpH pouZzitého pufru.

5.2.3. Charakteristika PEPC izolované ze semerhbraetého

5.2.3.1. Stanoveni kinetickych paranietr

Stanoveni maximalni reaki rychlosti a konstanty Kpro PEPC izolovanou ze semen
hrachu bylo provedeno sténako v pokusu s PEPC izolovanou ze semen merliku
chilského (odstavec 5.2.2.1).

Obrazek 35 (str. 60) znazmje zavislost aktivity PEPC izolované ze semen luac
na koncentraci substratu PEP. Pro pH 8,1 byly st@amp hodnoty
Vim = 127 nmol.mift.mg* a K, = 0,27 mM. B pH 7,3 byly ziskany hodnoty
Vim = 99 nmol.mift.mg* a K,, = 0,52 mM.

Hodnota maximalni re&ki rychlosti pro pH 8,1 je @& o réco vysSi nez i pH 7,3,
ale rozdil neni tolik vyrazny. Konstantg,lstanovenaip pH 7,3 je skoro dvojnasobna

v porovnani s konstantou stanovenéugil 8,1.
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Stanoveni kinetickych parametr G PEPC ze semen hrachu

A Méfeni pfi pH 8,1 A MéFeni pfi pH 7,3
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Obr. 35: Zavislost rychlosti reakce katalyzované PEPC izat®/ ze semen hrachu
na koncentraci substratu PEP. Tihawodra barva znaziwje nefeni @i pH 8,1

a s\tle mode je znazoréno nefeni @i pH 7,3.

5.2.3.2.Casovy piibeh defosforylace
Vliv alkalické fosfatasy na aktivitu PEPC byl sledm i pro vzorek PEPC izolovany
ze semen hrachu. d¥eni bylo provedeno stejnjako v pokusu s PEP izolovanou ziist
technického konopi a semen merlikiasovy piibéh defosforylace PEPC izolované
ze semen hrachu je znazémnna obradzku 36 (str. 61). Z obrazku je patrné, ze
po pisobeni alkalické fosfatasy nedoSlo anifippc PEPC izolované ze semen hrachu

K vyrazréjSim zménam.
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Obr. 36: Pribéh defosforylace PEPC izolované ze semen hrachusldat specifické
aktivity PEPC natase. Tma¥ mode je znazoréna kontrola bez idavku alkalické

fosfatasy, sétle mode vzorek PEPC podsobeni alkalické fosfatasy.

5.2.3.3. Vliv alosterickych efekibna aktivitu PEPC

Pasobeni inhibitoru L-maléatu a aktivatoru glukosae&fhtu na reaini rychlost pro
PEPC izolovanou ze semen hrachu setého bylo slada@sobem, ktery odpovidal
pokusu s PEPC z listechnického konopi i semen merliku. &®bpyly vyuZzity fi
koncentrace efektdrl mM; 2 mM a 5 mM. Mieni bylo provedeno paral€lipro dw
sady vzork, vysledky jsou uvedeny také v %, kdy 100% odpové&d¢ni rychlosti,
ktera byla narrena zcela beziflavku modulatoru.

Pro PEPC izolovanou ze semen hrachu je vliv L-matatzorgn na obrazku 37 (str.
62). NejvyrazgjSi inhibicni €inek se projevil § puasobeni 5 mM L-malatu, ale
z obrazku je patrné, Ze inhibice 1 mM a 2 mM L-ed& je témdi srovnatelna
s hodnotami nagitenymi @i 5 mM koncentraci. Inhibice PEPC izolované ze seme
hrachu je porrné vyrazna, nartrené hodnoty klesly pod 50% hranici hodnot

naneienych u vzork bez gidavku L-malatu. B porovnani hodnot re&hich rychlosti

61



VYSLEDKY

pro PEPC nagtenych pi 0,2 mM a 2 mM koncentraci substratu PEP nebyl

zaznamenan znatejsi rozdil.

Vliv L-malatu na rychlost reakce katalyzované PEPC
m 0,02 MM PEP m2 mM PEP

100 +

49 45
(=] 50 -
> 36 37
O _
1mM

18
2 mM 5 mM

Koncentrace L-malatu

Obr. 37: Vliv L-malatu na rychlost reakce katalyzované PERtera byla izolovana
ze semen hrachu. Sloupec vlevo znaam nefeni [ subsaturéni koncentraci
substratu PEP, pravy sloupec hodnoty &@me i satur&ni koncentraci. Vysledky
jsou uvedeny v procentech, kdy 100% odpovida kdminu nefeni bez pidavku

L-malatu.

Podobr jako u inhibice L-malatem nebyl pro PEPC izolovarnme semen hrachu
zaznamenan vyrazny rozdil ve vlivu aktivatoru gleskd®-fosfatu v zavislosti na jeho
zvySujici se koncentraci. dthek aktivatoru glukosa-6-fosfatu na réak rychlost
pro PEPC ziskanou ze semen hrachu zhégerobrdzek 38, str. 63. Hodnoty
nantiené pi 0,2 mM koncentraci substratu PEP se pro vSeclmwifé koncentrace
pohybuji okolo 230% ve srovnani s kontrolami beéigvku aktivatoru. Stefntak
hodnoty zmdtené @i 2 mM koncentraci substratu a jednotlivych koncacich
glukosa-6-fosfatu jsou srovnatelné a pohybuji sderko 140% pi porovnani
s kontrolnim mdfenim bez glukosa-6-fosfatu. Z grafu téz vyplyvatehy rozdil mezi
hodnotami narenymi ¥ subsaturaci a saturaci, t&hshodny pro vSechnyitpouzité

koncentrace aktivatoru.

62



VYSLEDKY

Vliv glukosa-6-fosfatu na rychlost reakce katalyzov ané PEPC
m 0,02 mM PEP m2 mM PEP
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Obr. 38: Vliv glukosa-6-fosfatu na rychlost reakce katalyang PEPC. PEPC byla
izolovdna ze semen hrachu. Sloupec vlevo zhd@ger mefeni @i subsaturéni
koncentraci substratu PEP, pravy sloupec hodnatyfemé i satur&ni koncentraci.
Vysledky jsou uvedeny v procentech, kdy 100% odgé@vkontrolnimu réreni

bez gidavku glukosa-6-fosfatu.

5.2.3.4. Vliv teploty na aktivitu PEPC

Vliv teploty na aktivitu PEPC izolovanou ze semeradimu byl sledovan stejnym
postupem jako u PEPC izolované ziisgchnického konopi a merliku chilského.

U pokusu s PEPC izolovanou ze semen hrachu (obstB8%4) byl zaznamenan dat
hodnot aktivity PEPC, ale pouze do teploty 30°£.38°C nasledoval jiz mirny pokles
aktivity a u ng¢feni @i 40°C byla hodnota aktivity srovnatelna s hodnot@aneienou
za laboratorni teploty (23,5°C).
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Zavislost aktvity PEPC na teplot &
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Obr. 39: Zavislost aktivity PEPC na teptPEPC izolovana ze semen hrachu.

5.2.3.5. Vliv pH na aktivitu PEPC

Stanoveni zavislosti aktivity PEPC izolované ze eerhrachu na pH bylo provedeno
stejnym postupem jako pro PEPC izolovanou # ligtchnického konopi (odstavec
5.2.1.5).

Na obrazku 40 (str. 65) je zobrazen vysledny géafistosti aktivity PEPC izolované
ze semen hrachu na daném pH. Z grafu je patrnégzzdo pH=7,1 byla hodnota
aktivity velmi nizka. Ke skokové zin¢ doslo v gipad pouziti Tris-HCI pufru
o pH=7,3. Hodnota aktivity PEPC izolované ze semethu se zvySila az 10,5x ve
srovnani s hodnotou na&benou @i pH=7,1. Postuph se hodnoty aktivity PEPC
zvysovaly az do pH=8,5.
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Obr. 40: Zavislost aktivity PEPC izolované ze semen hrachpi pouzitého pufru.

5.2.4. Charakteristika PEPC izolované ze setmeky seté

5.2.4.1. Stanoveni kinetickych paranietr
Stanoveni maximalni reaki rychlosti a konstanty Kpro PEPC izolovanou ze semen
¢ocky bylo provedeno stegnjako v pokusu s PEPC izolovanou ze semen merliku

chilského a hrachu setého.

U vzorku PEPC izolované ze semeocky byly pro pH 8,1 stanoveny kinetické
parametry: Y, = 65,1 nmol.mift.mg* a K,, = 0,14 mM; pro pH 7,3 byly hodnoty
Vim = 24,8 nmol.mift.mg* a K, = 0,50 mM.

Pii pH optimu 8,1 je stanovena maximalni r&ak rychlost giblizné 2,6x vysSi
a konstanta | naopak térfr 3,5x , nez hodnoty ziskan&fanim g pH 7,3. Zavislost
aktivity PEPC na koncentraci substratu PEP znagerobrazek 41, str. 66.
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Stanoveni kinetickych parametr G PEPC ze semen ¢oc¢ky
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Obr. 41: Zavislost rychlosti reakce katalyzované PEPC, kibsta izolovana ze semen
c¢ocky na koncentraci substratu PEP.¢B Zlutou barvou je znazatmo mefeni

pti pH 8,1. Tmavsi barvou &feni @ pH 7,3.

5.2.4.2.Casovy piibeh defosforylace
Casovy ptibéh vlivu alkalické fosfatasy na aktivitu PEPC byedbvan i pro PEPC

izolovanou ze semeniocky. Pokus byl proveden obdobnako @i méreni s PEPC
izolovanou z lisi technického konopi, ze semen merliku a hrachu.CPRRa ot
inkubovana s alkalickou fosfatasodiii paboratorni teplat a v jednotlivych¢asovych
intervalech (po 0, 10, 30, 45, 60, 75, 90, 110 @ d¥dnutach) byla zgfena aktivita
PEPC (podle odstavce 4.3.1(asovy ptibéh defosforylace PEPC izolované ze semen
¢ocky je znazorsn na obrazku 42, str. 67. Z obrazku je patrné, depijsobeni
alkalicke fosfatasy nedoSlo ¥ipad PEPC izolované ze seméocky také k zadnym

vyraznym zmn¢nam.
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Obr. 42: Prab¢h defosforylace PEPC izolované ze sermsetky. Zavislost specifické
aktivity PEPC naase. Modle je znazoréna kontrola bezifidavku alkalické fosfatasy,

Zluté vzorek PEPC poigsobeni alkalické fosfatasy.

5.2.4.3. Vliv alosterickych efekipbna aktivitu PEPC

Inhibice a aktivace PEPC izolované ze sektmhy efektory L-malatem a glukosa-6-
fosfatem byla provedena obdaljako u PEPC izolované zgrchozich
experimentalnich vzotk Koncentrace efektarbyla 1 mM; 2 mM a 5 mM. Nkeni
bylo provedeno paraledmpro dw sady vzork, vysledky jsou uvedeny také v %, kdy
100% odpovida re&ki rychlosti, ktera byla na#hena zcela bezfglavku modulatoru.

Pro PEPC izolovanou ze semencky je vliv L-malatu na rychlost reakce ji
katalyzovanou znazo&n na obrazku 43 (str. 68). Pro tento vzorek nehghamenan
piilis vyrazny rozdil ve vlivu jednotlivych koncential-malatu. Hodnoty nagiiené
pti 1 mM, 2 mM i 5 mM koncentraci L-malatu pro suhsatni koncentraci substratu
se pohybuji okolo 40%. Pro sattind koncentraci substratu okolo 30%, vysledky byly

opct vztazeny ke kontrolnim vzoikn bez pidavku inhibitoru L-maléatu.
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Vliv L-malatu na rychlost reakce katalyzovaneé PEPC
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Obr. 43: Vliv inhibitoru L-malatu na rychlost reakce katabymné PEPC, ktera byla
izolovana ze semertocky. Sloupec vlevo znaztwmje neieni @i subsaturani
koncentraci substratu PEP, pravy sloupec hodnatyfemné i satur&ni koncentraci.
Vysledky jsou uvedeny v procentech, kdy 100% odgé@kontrolnimu réfeni bez

piidavku L-malatu.

Vliv aktivatoru glukosa-6-fosfatu na rychlost reekkatalyzované PEPC izolované
ze semercocky je znazoran na obrazku 44 (str. 69).idtpoklad nejvyznandsi
aktivace 5 mM glukosa-6-fosfatem, nebyl v tomigppc potvrzen. O malo vyrazji

se projevila aktivace 2 mM glukosa-6-fosfatem, Kkoya nandiena hodnota reahi
rychlosti pro PEPCijiblizné 5x vysSi, nez u kontroly bezigavku aktivatoru, a toip
subsaturéni (0,2 mM) koncentraci substratu PEP. Pro sahir&oncentraci (2 mM)
substratu PEP byla zaznamenana hodnbbdizné 2,7x vySSi ve srovnani s kontrolou
bez aktivatoru. Vyrazny vliv na aktivaci PEPC mehnou ze semetocky byl zjisen

i pro dalSi d¢ koncentrace aktivatoru (1 mM a 5 mM glukosa-6-tsf Hodnoty
zjistené @i subsaturani koncentraci substratu se pohybovaly okolo 45@&novnani
s kontrolnimi néenimi bez pidavku glukosa-6-fosfatu. Pro satémékoncentraci PEP
se reakni rychlost zvysSila piblizn¢ 2,3x pro 1 mM koncentraci glukosa-6-fosfatii, p
pouziti 5 mM koncentrace aktivatoru byla zjiga Fiblizné trojnasobna hodnota, takée
ve srovnani s kontrolnimi &enimi.
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Pfi porovnani hodnot nagtenych za subsatufiai a saturéni koncentrace substratu
jsou patrné pogrné vyznamné rozdily, které jsou pro vSechny pouZié@dentrace

glukosa-6-fosfatu srovnatelné.

Vliv glukosa-6-fosfatu na rychlost reakce katalyzov ané PEPC
® 0,02 mM PEP @2 mM PEP
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Koncentrace glukosa-6-fosfatu

Obr. 44: Vliv glukosa-6-fosfatu na rychlost reakce katalyang PEPC, ktera byla
izolovana ze semertocky. Sloupec vlevo znaztwmje neieni @i subsaturani
koncentraci substratu PEP, pravy sloupec hodnatyfemé i satur&ni koncentraci.
Vysledky jsou uvedeny v procentech, kdy 100% odgé@wkontrolnimu réeni bez

ptidavku aktivatoru glukosa-6-fosfatu.

5.2.4.4. Vliv teploty na aktivitu PEPC

Vliv teploty na aktivitu PEPC izolovanou ze seméocky byl sledovan stejnym
postupem jako u PEPC izolované zdigtchnického konopi, semen merliku chilského

a semen hrachu.

Pro PEPC izolovanou ze sem#&tky (obr. 45, str. 70) byl zaznamenan skoro linearni
narist aktivity v zavislosti na zvysujici se temot to az do teploty 34°C.riP40°C
v3ak hodnota aktivity PEPC velice prudce kleslatia pii této teplo¥ byla skoro
2,5x nizsi, nez aktivita natiena i laboratorni teplat (23,5°C).
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Obr. 45: PEPC izolovana ze seméocky. Zavislost aktivity PEPC na tepot

5.2.4.5. Vliv pH na aktivitu PEPC

Stanoveni zavislosti aktivity PEPC izolované ze esetfocky na pH bylo provedeno
stejnym postupem jako pro PEPC izolovanou # ligtchnického konopi (odstavec
5.2.1.5).

Na obrazku 46 (str. 71) je zobrazen vysledny géafistosti aktivity PEPC izolované
ze semertocky na daném pH. Z grafu je patrné, Ze az do pHb¥Yla hodnota aktivity
velmi nizka. Ke skokové zéné doslo v pipad pouziti Tris-HCI pufru o pH=7,3; kdy
hodnota aktivity PEPC izolované ze semaxiky byla giblizné dvojnasobna, nez
hodnoty ziskané #&tenim @i pH=7,1. Postupfise hodnoty aktivity PEPC zvySovaly az
do pH=8,5.
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Zavislost aktivity PEPC izolované ze semen  ¢o¢ky na pH
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Obr. 46: Zavislost aktivity PEPC izolované ze sentetky na pH pouzitého pufru.
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6. DISKUZE

Fosfoenolpyruvatkarboxylasa je v gedi zajmu jiz vice nez 50 let. Nejprve byla
PEPC studovana v souvislosti $ £ CAM fotosyntézou, poz{l byla velka pozornost
vénovana stanoveni kinetickych paranmiefPEPC ziiznych zdroj a moZnostem
regulace jeji aktivity. PEPC z rostlinnych zdrapbsahuji konzervovanou sekvenci
(kyselina-zasada-X-X-S-I-D-A-Q-A-L-R) [38], kde Sgr fosforylovatelny specifickou
PEPC-kinasou. Fosforylovany enzym m&sinou vySSi maximalni redki rychlost,
vySSi afinitu k substratu, je vice aktivovany glsées-fosfatem a méninhibovany
L-malatem. [4, 19, 21, 46, 47, 48, 49] Tyto &m kinetickych vlastnosti nejsou
obecné, liSi se pro PEPCiznych zdroj. V naSi laborat byla studovana regulace
PEPC v listech tabaku [64] a v této praci byla provnani pipravena PEPC z ligt
C; rostliny — technického konopi.

Dosud je malo informaci o PEPC v semenech rostling gedevsim o fosforylaci
PEPC Bhem dozravani a Kiéni semen. V semenech gke [12], j€mene [13]
a pSenice [15] bylo zji8ho, Ze vsuchém semeni je PEPGitgmna jako
nefosforylovana. Prawgodobrt to souvisi s aktivaci PEPC-kinasyédem. Jina
situace je v semenech kuiae, kde je PEPCifiomna ve fosforylované forén [62]

V této praci jsem vybrala k porovnani dalSi sememdp semena, u kterych jsme
predpokladali vysokou aktivitu PEPC s ohledem na kysobsah proteiin Jedna se
0 luSeniny — hrach,cotku a semena merliku chilského, ktera jsou &dvbohata

na bilkoviny a pedstavuji jihoamerickou pseudoobilovinu.

6.1. Stanoveni kinetickych parameti

Pro kinetické studie byly pouzity enzymové prepagrifikované precipitaci siranem
amonnym, ionexovou a gelovou chromatografii. NejvySpecifickou aktivitu
po izolaci ngla PEPC ze semen hrachu (108 nmolhming'), ze semen merliku
(81 nmol.mirt.mg*), semertocky (86 nmol.mint.mg*), specificka aktivita PEPC list
technického konopi pak byla niz&i (23 nmol.thing?) (tabulka 1, str. 40).
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Z chromatograrin (obr. 16, str. 41; obr. 17, str. 42) je patrné, @& vSech
chromatografickych separacich se PEPC eluovalaj@en vrchol, coZ spolu s jednim
prouzkem nativni elektroforézy (obr. 19, str. 48ym&uje Fitomnost jedné izoformy.
Byla sledovana fosforylace PEPCtzmych zdroj, a to fisobenim alkalické fosfatasy
(AP). V pripact PEPC izolované ze semen @stlin merliku, hrachu &ocky nentla
AP na aktivitu PEPC vliv (obr. 30, str. 55; obr., 3r. 61; obr. 42, str. 67). Tento
vysledek ukazuje, Ze vsemenech merliku, hrachucéagky je PEPC bd

v nefosforylované, nebo jiz defosforylované férm Fosforylace PEPC
ze semen grostlin byla details studovana pro skec [12], j&¢men [13] a pSenici [15].
Provedené studie prokazaly, ze PEPC bylachtb suchych semenechitomna
defosforylovana. AvSak u PEPC izolované ze seménilee doslo jiz po jedné hodin
pusobeni AP k poklesu aktivity az na 60%vpdni hodnoty a néasledrk dalSimu
snizeni nedoSlo.[62] DalSimi pokusy bylo prokazahe, PEPC uloZena v suchych
semenech £ rostliny kukdice je fosforylovana a jeji defosforylace alkalioko
fosfatasou se projevuje poklesem aktivity PEPC.[62]

V listech technického konopi, stéjnako v listech tabaku, byla aktivita PEPC
pusobenim AP snizena.

Tabulka 4 shrnuje poznatky o uehu defosforylace PEPC izolované zdist
technického konopi, semen merliku, hrachtoéky s vysledky zji&nymi pro PEPC

ze semen kukice a lisfi tabaku.

Pokles aktivity PEPC po

pusobeni AP 1 hodinu
Semena merliku* 0%
Semena hrachu* 1%
Semena €o€ky* 1%
Listy technického konopi* 10%
Semena kuku fice [62] 40%
Listy tabdku** [64] 40%

Tabulka 4: Porovnani vlivu alkalické fosfatasy na aktivitu REFzolovanou
z rostlinného materialu. Procenta odpovidaji &jidtmu poklesu aktivity, 100%
odpovida aktivit zjiSttné véase 0 min, bezifdavku AP.

* zjisténo v této DP

** PEPC z listi tabaku byla s alkalickou fosfatasou inkubovanadity
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Dale byly v jednotlivych enzymovych preparatectetw preparatu z list technického
konopi po fisobena AP, stanoveny,KPEPC pro PEP, a taipoptimalnim pH 8,1

a suboptimalnim pH 7,3. Nejnizsi afinitu k PEP w&aala PEPC z ligttechnického
konopi (0,66 mM). Po isobeni AP se tato Michaelisova konstantagjdt zvysila.

V semenech merliku, hrachu ¢acky byla afinita PEPC k PEP vySSi. Nejnizsj, K
vykazovala PEPC ze semefiocky (0,14 mM). Nizké hodnoty K jsou
pro nefotosyntetické PEPC charakteristické. [21[dhtaty zjiS&Ené pro PEPC z ligt
technického konopi odpovidaji spiSe hodnotam fatietickych izoforem PEPC.
Také hodnota K pro PEPC ze semen kuikee je nizSi ve srovnani s hodnotou
Michaelisovy konstanty Cizoforem (PEPC z ligt kukuiice K, 1,1 mM @i pH 8,1

a 8,7 mM pi pH 7,3). [77] Snizeni pH z optimalniho vedlo dk&ekavani ke zvysSeni
Michaelisovych konstant pro PEP a ke sniZzeni maxiitid reaknich rychlosti
(viz tabulka 5). Porr Michaelisovych konstant PEPC zitistechnického konopi
po pisobeni AP a nativni formy se 2nou pH snizil z 3,7 na 1,6. Tento vysledek
nazn&uje, ze v prosedi még vyhodného pH a po defosforylaci AP uz neni tolik

ovliviiovana afinita PEPC k substratu PEP.

pH 8,1 pH 7,3
K [MM] | Viim [nmol.min".mg™ | Ky [MM] | Vim [nmol.min™.mg™]

PEPC z list & tech.konopi

nativni forma PEPC 0,66 11,1 1,07 6,6
po pusobeni AP 2,47 7,3 1,73 3,3
PEPC ze semen merliku 0,41 103,1 0,80 55,1
PEPC ze semen hrachu 0,27 127,0 0,52 99,1
PEPC ze semen €o€ky 0,14 65,1 0,50 24.8

Tabulka 5: Shrnuti vysledik — zjiS€né kinetické konstanty pro PEPC izolovanou

z listi technického konopi, semen merliku, hrackodky.

Zavislost rea&ni rychlosti na koncentraci substratu PERlanve vSech fipadech
hyperbolicky charakter. A to i vifpact PEPC izolované z ligttechnického konopi,
ktera byla vystavenaugobeni AP (obr. 20, str. 45; obr. 21, str. 45; @$, str. 54;
obr. 35, str. 60; obr. 41, str. 66). Toto ikt koresponduje s vysledky zgstymi
pro PEPC izolovanou z listtabaku [64], ale liSi se od vysledku, ktery byiB#n
pro defosforylovanou formou PEPC izolovanou ze serkekurice, u které doslo

74



DISKUZE

po pisobeni AP ke zimé zavislosti z hyperbolické na sigmoidalni [62]. ®igjdalni

kinetika gredstavuje efektivni Zsob regulace enzymové aktivity.

6.2. Vliv alosterickych efektomi na aktivitu PEPC

Zmeéna koncentrace inhibitdr a aktivatod je jednou z moznosti regulace PEPC.
L-malat je jednim z nejdezit¢jSich inhibitofi PEPC. Inhibuje PEPC bakterii, rostlin
a také gkterych archebakterii. [19]

Je gimym produktem redukce oxalacetatu, metabolitemdtoivého cyklu, produktem
malatové fermentace a zaravalavni sodasti G a CAM asimilace uhliku.

Inhibice L-malatem je ovlivéna fosforylaci molekuly PEPC, nefosforylovany enzym
je vice citlivy k inhibici L-malatem.

Tabulka 6 shrnuje inhibni vliv L-malatu na PEPC izolovanou z fistechnického
konopi, semen merliku, hrachdaky.

Subsaturace (0,2 mM PEP) Saturace (2 mM PEP)
[L-malat] 1mM 2mM 5mM 1mM 2mM 5mM
Listy technického konopi 86% 82% 46% 104% 96% 49%
Semena merliku 48% 30% 18% 30% 18% 11%
Semena hrachu 49% 45% 37% 36% 28% 18%
Semena €o€ky 37% 40% 43% 30% 28% 30%

Tabulka 6: Vliv inhibitoru L-malatuna rychlost reakce katalyzované PEPC izolované
z experimentalnich Lrostlin. Vysledky jsou uvedeny v procentech a 100% odpovida
meteni kontrolniho vzorku beZglavku inhibitoru.

Z vysledki je patrné, Ze kinhibici L-malatem je nejmémitiva PEPC z list
technického konopi. vodem je pravépodobr to, ze PEPC v listech technického
konopi je fosforylovana. Porovname-li aproximovantwdnotu 4, s hodnotou
pro PEPC ze semen kuikee, dostdvame srovnatelné vysledky. Podobodnota 4y

pro inhibici L-malatem PEPC z listpSenice byla vy3Si nez pro PEPC izolovanou
ze semen grostlin a také list kukurice a plodu avokada. Semena jsou tedy mnohem

citlivgjsi k inhibici L-malatem, #&jmé proto, Zze PEPC je v suchych semenech
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skladovana jako nefosforylovana molekula a tedylivéit k inhibici L-malatem.
Vyjimkou jsou semena kukice, kde je PEPC ulozena ve fosforylované féorm
a hodnotady, mnohonasohbnvyssi (viz tabulka 7).

Defosforylaci dochéazi ke zvySeni citlivosti kiniwb L-malatem u PEPC
ze sledovanych zdmdj(viz tabulka 7). AvSak z#ma citlivosti po fosforylaci PEPCii
L-malatu neplati obeén PEPC zlist tabaku je stejh citliva ve fosforylované
i nefosforylované forr [64]

V tabulce 7 je uvedeno porovnani vlivu L-malatu R&PC izolovanou z ligt
technického konopi, semen merliku, hrachucéaky s hodnotami nalezenymi

v odbornych publikacich.

|50
nativni forma | po p isobeni AP

Listy technického konopi* 4,9 mM 2,4 mM
Semena kuku Fice [62] 4 mM 1,5 mM
Listy pSenice [53] 1,23 mM 0,26 mM
Semena hrachu* 0,72 mM -
Listy kuku Fice [71] 0,72 mM 0,27 mM
Semena fepky olejky [70] 0,72 mM 0,085 mM
Semena merliku* 0,6 mM -
Semena €oé€ky* 0,6 mM -
Sko€ec PEPC2 [12] 0,57 mM 1,47 mM
Sko€ec PEPC1 [12] 0,075 mM 0,029 mM
Plod avokada [72] 0,01 mM -

Tabulka 7: Vliv inhibitoru L-malatuna rychlost reakce katalyzované PEPC izolované
z experimentalnich rostlin, srovnani s publikovanfiodnotami, satukai koncentrace
substratu PEP.

* zjiSténo v této DP

DalSi moZnou regulaci aktivity PEPC je aktivace kgka-6-fosfatem, idezitym
metabolitem bioenergetickych reakci viba. [47]

Vliv aktivatoru glukosa-6-fosfatu na rychlost reekkatalyzované PEPC, ktera byla
izolovana z lisi technického konopi, semen merliku, hrachtoéky je zaznamenan
v tabulce 8, str. 77.
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Subsaturace (0,2 mM PEP) Saturace (2 mM PEP)
[glukosa-6-fosfat] 1mM 2mM 5mM 1mM 2mM 5mM
Listy technického konopi 282% 339% 446% 166% 128% 260%
Semena merliku 329% 435% 571% 173% 210% 243%
Semena hrachu 232% 232% 237% 147% 141% 147%
Semena €o€ky 454% 503% 455% 231% 272% 303%

Tabulka 8: Vliv aktivatoru glukosa-6-fosfatma rychlost reakce katalyzované PEPC
izolované z experimentalnichs Costlin. Vysledky jsou uvedeny v procentech a 100%

odpovida miteni kontrolniho vzorku bezioavku aktivatoru.

Glukosa-6-fosfat se projevil jako vyrazny aktivaREPC izolované z experimentalnich
C; rostlin. Ztabulky 8 je patrné, ze nejvyznafj$n aktivatni &inek mel 2 mM
glukosa-6-fosfat na PEPC izolovanou ze serdatky (503%) a merliku (435%).
U vSech sledovanych PEPC byla aktivace glukosastifem vyrazgsi

pii subsaturani koncentraci PEP, ne#isaturaci.

Aktivace PEPC glukosa-6-fosfatem nesouvisi jersfoftylacnim stavem molekuly, ale

I se zdrojem PEPC, jak dokazuje tabulka 9, str.PEPC ze semen kukce a listi
tabaku byla 2 mM glukosa-6-fosfatem aktivovana éné@ez PEPC izolovana ze semen

merliku, hrachu¢ocky a listi technického konopi.

Aktivace glukosa-6-fosfatem
nativni forma | po p isobeni AP
Semena €oEky* 503% -
Semena merliku* 435% -
Listy technického konopi* 339% 139%
Semena hrachu* 232% -
Semena fepky olejky [70] 230% -
Listy tabéku [64] 200% 140%
Listy kuku Fice [71]** 150% -
Semena kuku Fice [62]** 120% 110%

Tabulka 9: Vliv 2 mM glukosa-6-fosfatuna rychlost reakce katalyzované PEPC
izolované z experimentalnich rostlin, srovnani Bklfovanymi hodnotami,
subsaturéni koncentrace substratu PEP.

* zjisténo v této DP

** saturadni koncentrace
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6.3. Vliv teploty a pH na aktivitu PEPC

Aktivita enzymi rostlin je vyznamé#é regulovana teplotou. Pro;@ostliny obecs plati,
Ze jsou to rostliny mirného pasma s teplotnim optini5 — 25°C, oproti £ostlindm,
které jsou teplomilné s optimem 25 — 40°C. Nejvy&filotni optimum rla PEPC
ze semen hrachu 30°C. Hréach je oldewenardény na klimatické podminky, dase mu

I v podhiti. Vysledky zjiséné pro PEPC izolovanou z listechnického konopi, semen
merliku, hrachu &oc¢ky shrnuje tabulka 10, str. 78.

Teplota, kdy byla
zjiSt éna maximalni
aktivita PEPC
Semena hrachu* 30C
Semena merliku* 34C
Semena €oEky* 34T
Listy technického konopi* 40C
Semena kuku fice [62] 40C

N 4

Tabulka 10: Porovnani teplot, i kterych byla zji&na nejvySSi hodnota aktivity
PEPC izolovana z jednotlivych rostlinnych zdroj

* zjisténo v této DP

Aktivitu PEPC vyraza ovliviuje pH, i mala zna se mze projevit vyznamnym
vlivem na jeji aktivitu.In vitro je aktivita G PEPC vyrazé# citliva praw ke znénam
pH, jehoz optimum je 8,1. [46, 48, 49]

Také u PEPC z ligt technického konopi, semen merliku, hrachwagky bylo
pH optimum okolo 8,1. Na hranici pH 7,3 doSlo kagmému poklesu a pH 7,1 jiz
predstavovalo skokové snizeni aktivity na gémenttitelné hodnoty. Nejvyrazijsi

zmena byla patrna u PEPC ze semen hrachu (obr. 465)tr

Fosfoenolpyruvatkarboxylasa z stliny — technického konopi je v listech ve férm
fosforylované, PEPC vsemenech merliku chilskéhaachu a c¢ocky je
nefosforylovana. VSechny studované PEPC jsou aldivg glukosa-6-fosfatem a

v

inhibovany L-malatem, ale yds': se liSi v mite ovlivreni.
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7. ZAVER

1. Casteénou purifikaci byly ziskany enzymové preparaty PEPG rostlin: listy
technického konopi, semen merliku, hrachuwogky. NejvySSi specifickou

aktivitu mel preparat izolovany ze semen hrachu.

2. Defosforylace PEPC byla sledovana pomoci alkali¢tgfatasy. Zatimco
aktivita PEPC 2z list technického konopi byla alkalickou fosfatasou en#&
(a da se tedyipdpokladat, Ze se jedna o fosforylovanou formulivalt PEPC

ze semen merliku, hrachitaky alkalickou fosfatasou ovlivima nebyla.
3. Afinita PEPC ze semen merliku, hrachtogky k substratu PEP byla vySsi, nez
v piipace PEPC z lidi technického konopi. Po defosforylaci se afinitateje

snizila a zarovedoSlo i ke snizeni maximalni reak rychlosti.

4. PEPC z lif technického konopi byla po defosforylaci réénitliva k aktivaci

glukosa-6-fosfatem a naopak citlivost k inhibicmalatem se zvysila.
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