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Teoreticky uvod

1 Teoreticky uvod

1.1 Obecna charakteristika NADP-ME

NADP-dependentni malat dehydrogenasa dekarboxyla¢ni EC 1.1.1.40, déle jen
NADP-ME (z angl. malic enzyme), je velmi rozSifeny enzym, pfitomny jak
v Zivodisnych a rostlinnych pletivech, tak v prokaryotickych a eukaryotickych
mikroorganismech. Katalyzuje oxidativni dekarboxylaci L-malatu za vzniku pyruvatu a
oxidu uhligitého za soutasné redukce koenzymu NADP" na NADPH (a) [1, 2, 3]:

Coo"
ololoy
HO-cCH |
NADP-ME —
(le + NADP* > C=0 + CO, + NADPH
2 Mg CHj
COO
L-malat pyruvat (a)

Enzym také miZe katalyzovat dekarboxylaci oxalacetatu (b) nebo redukovat a-
ketokarboxylové kyseliny (c) [2]:

(IZOO'
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| NADP-ME C—0 + CO

C=0o *+ P ] 2

l Mg CH;

COO”
oxalacetat pyruvat

(b)
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CHj CHs
pyruvat laktat ©



Teoreticky uvod

Substritem NADP-ME je malat, koenzymem je NADP'a kofaktory jsou
dvojmocné kationy kovii, jejichZ ptitomnost je nezbytnd. U&innymi kofaktory jsou
Mg?*, Mn**. Rovnéz kationty Co®*, Cd** a Ca®" jsou uginné kofaktory NADP-ME z
kukufice, ale enzymova aktivita je s témito ionty niZ$i neZ s ionty Mg** nebo Mn*".
Rada dvojmocnych kationii miiZe piisobit jako inhibitor NADP-ME [2].

1.2 Vyskyt NADP-ME

NADP-ME byl nalezen v mnoha organismech jako jsou bakterie, kvasinky,
houby, rostliny, Zivo¢ichové a také ¢lovék [3].

1.2.1 Reostlinny NADP-ME

NADP-ME je rozsifeny enzym, pfitomny ve vSech typech rostlin [1]. Distribuce
NADP-ME v riznych rostlinnych organech je také velice rozmanita. Tento enzym byl
nalezen v kvétech, plodech, semenech, kofenech a specidlnich zisobnich organech,
stejné tak v listech, kde vykondva specifické funkce. Relativni aktivita enzymu se
znatné li8i v zavislosti na typu rostlinného pletiva a druhu. Aktivita NADP-ME byla
nalezena ve svéracich buiikidch priiduchi Vicia faba, kde byla mnohem vét§i nez
v parenchymalnich buikach listt [7]. Velmi vysoka aktivita chloroplastové isoformy
byla nalezena v listech nékterych C, rostlin jako je kukufice, cukrova titina a &irok [1].
Vysoka aktivita NADP-ME byla zaznamenana také v Cerstvém materidlu z palic kaly

[7].

Fotosyntetické NADP-ME se nachazeji v C4 rostlinach a to v chloroplastech v
buiikach pochev cévnich svazki a v cytoplazmé& CAM rostlin, zatimco nefotosyntetické
NADP-ME, se vyskytuji ve vSech rostlinich, a to jak v cytoplazmé, tak v
chloroplastech. V rostlinach tedy existuje n€kolik isoforem, které lze délit podle ucasti

ve fotosyntéze a lokalizaci v burice [1]:

1. C40-NADP-ME: Tato isoforma se nachazi v nékterych C, rostlinach jako je
napfiklad kukufice, cukrova titina a &irok , kde je vyuZivana pro dekarboxylaci malatu

v buiikach pochev cévnich svazki v chloroplastech. Produkt CO; je fixovan v Rubisko.
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Teoreticky uvod

Tato isoforma byla nejvice studovana v kukufi¢nych listech.

2. C42-NADP-ME: Je nefotosyntetickd isoforma NADP-ME vyskytujici se
v plastidech C4 rostlin. Byla identifikovana v jednodé&lozné kukufici a v dvoudélozné
rostlin€ Flaveria bidentis. V kukufici byl C42~-NADP-ME izolovan z etiolovanych

listi a kofenti. Tento enzym souvisi s obrannou odpovédi rostliny.

3. C43NADP-ME: V C; rostlinaich se NADP-ME vyskytuje také

v cytoplazmé.

4. CAM;)-NADP-ME: Nékteré CAM rostliny pouZivaji cytoplazmaticky
NADP-ME k dekarboxylaci malatu, ktery je uskladnén b&hem noc¢ni fixace ve
vakuolach. Uvolnény CO;, pak vstupuje do pentosofosfitového cyklu ve dne. Je
fotosyntetickou formou NADP-ME. PfestoZe ma tento enzym analogickou funkci jako
C41)-NADP-ME , tak se oba enzymy li§i v bun&¢né lokalizaci.

5. CAM;-NADP-ME: Je nefotosyntetickd isoforma NADP-ME nalezena
v n&kterych fakultativnich a obligatné fakultativnich CAM rostlinach jako je kosmatec
kfistdlovy ( Mesembryanthemum crystallinum) nebo aloe (Aloe arborescenc).
Kosmatec kfi§talovy pfechazi z C; metabolismu na CAM pouze v pfipad€, je-li

vystaven solnému stresu ¢i stresu suchem.

6. C31)-NADP-ME: Je nefotosyntetickd isoforma NADP-ME nachazejici se
v cytoplazmé né&kterych Cj rostlin jako jsou fazole, topol, grep, rajéata. NADP-ME v
pletivech raj&at a grepu byl nalezen v respiraénim fetézci béhem dozravani plodd, kde je

poskytuje pyruvat a/nebo NADPH jako substratu pro respiraci.

7. C32-NADP-ME: Je plastidové isoforma NADP-ME vyskytujici se v C;
rostlinach jako je ryZe, rajéata a ovocné plody [1].
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Teoreticky uvod

1.2.2 Zivoti¥ny NADP-ME

Ve tkanich savch byly popsany tfi isoformy NADP-ME. Dvé& isoformy jsou
mitochondridlni: NADP-dependentni isoforma (EC 1.1.1.40) a NAD(P)-dependentni
mitochondriélni isoenzym (EC 1.1.1.39), ktery miize vyuZivat jak NADP" tak i NAD’,
ale efektivngji pracuje s NAD". Tteti isoforma je cytoplazmaticka (EC 1.1.1.40) [10].

Mitochondridlni NADP-ME (EC 1.1.1.40) se nachazi ve tkanich s nizkou
schopnosti déleni bun€k napf. v srdci, svalech a mozku. Cytoplazmaticky NADP-ME je
jeden z nejvice zastoupenych proteinli v jaterni tkani holuba a tvofi 0,6% celkovych
cytoplazmatickych proteinti. Pro cytosolovou isoformu NADP-ME z holubich jater je
znama krystalova struktura [14].

1.3 Genova rodina NADP-ME

V rostlinich je NADP-ME koédovana malymi genovymi rodinami. V
dvoudélozné C; rostling huseni¢ku rolnim (A4rabidopsis thaliana) je znaima sekvence
genomu. Genom huseni¢ku obsahuje ¢tyti geny kodujici NADP-ME (At-NADP-MEI-
ME4). Exprese isoforem NADP-ME se li§i v jednotlivych rostlinnych organech i
v zavislosti na ontogenezi. Isoforma (NADP-ME4) je pravdépodobné konstitutivni, je
lokalizovana v plastidech. Dalsi tfi isoformy jsou cytoplazmatické a vyskytuji se jako
hexametr nebo oktamer [8, 19]. Prvni At-NADP-MEl se vyskytuje vyhradné
v druhotnych kotfenech, At-NADP-ME3 je obsazena v pylu a chloupkach a treti
cytoplazmatickd At-NADP-ME2 se nachézi ve vyzralych organech [19].

Ryze (Oryza sativa, C; jednodé€lozna rostlina) ma &tytfi €leny NADP-ME genové
rodiny, jeden v plastidech a t¥i jsou cytoplazmatické. Obdobné jako v rostlin¢ huseni¢ku
rolnim (Arabidopsis thaliana) jsou jednotlivé isoformy NADP-ME exprimovany
specificky v jednotlivych pletivech i v riiznych fazich ontogeneze. Exprese jednotlivé
isoformy specificky odpovida rovnéz na jednotlivé typy stresu [8, 19]. Cytoplazmatické
geny Oscyt ME1 jsou exprimovany v listech a kofenech. Gen Oscyt ME2 je

exprimovan pouze v kofenech a gen Oscyt ME2 se exprimuje ve viech typech pletiv,
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Teoreticky uvod

av3ak v malém mnoZstvi. Gen pro chloroplastovou isoformu Oschl ME se stejné jako

Oscyt MEI exprimuje v listech a kofenech [11].

V rostliné tabaku (Nicotiana tabacum, C; rostlina) byly v letonim roce
identifikovany tfi transkripty NADP-ME, pfi¢emZ dva z nich kéduji cytoplazmatickou
isoformu (DQ923118 a EH663836) a tieti plastidovou isoformu (DQ923119).
Vcytoplazm€ se vyskytuje Nt-NADP-ME2, Nt-NADP-ME1 je exprimovan
v chloroplastech a Nt-NADP-ME3 je exprimovan ve vyzralych organech [13].

1.4 Struktura NADP-ME

Struktura eukaryotickych NADP-ME je vice popsina neZz struktura
prokaryotickych NADP-ME. Nejlépe prozkoumana je struktura Zivo&isnych NADP-
ME, nebot’ byla krystalovana struktura né&kterych cytoplazmatickych a mitochndrialnich
NADP-ME. Dle krystalové struktury jsou NADP-ME vét§inou homotetramery sloZené
z monomeru o relativni molekulové hmotnosti mezi 64 000 — 67 000 [35].

1.4.1 Struktura Zivodisného NADP-ME

Aktivita NADP-ME byla poprvé detekovana v holubich jatrech. Prvni informace
o krystalové struktufe cytoplazmatické NADP-dependentni malatdehydrogenasy
dekarboxylaéni (c-NADP-ME, EC1.1.1.40) jsou staré vice jak tficet let [14, 30].
Postupné byly ziskany krystalové struktury dal§ich NADP-ME napf. cytoplazmatického
NADP-ME z potkana, mitochondridlniho NAD-ME z hlista (Ascaris suum), z lidského
mitochondridlniho NAD-ME a nové krystalové struktury holubiho cytoplazmatického
NADP-ME [30].

Jaterni NADP-ME z holuba je tetramer (dimer dimert) s &tvercové planarnim
uspofadanim monomerd. Tento NADP-ME obsahuje &étyfi domény. Doména A je
tvofena pfedev§im helikalni strukturou. Doména B obsahuje p&t hlavnich B-listt
obklopenych n&kolika helixy po obou stranach. V doméné C je ulozeno vazebné misto
pro NADP". P¥i uzaviené konformaci tohoto enzymu je nikotinamidova &ést v aktivnim

centru enzymu chranéna pfed uvolnénim aminokyselinovymi zbytky z domény B a C.
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Doména D je C-termindlnim koncem enzymu [14].

Podobné jako c-NADP-ME z holubich jater, miZe byt lidsky c-NAD-ME
rozdélen na &tyfi domény A, B, C a D, pfi¢emzZ aktivni centrum enzymu je lokalizovano
mezi doménami B a C. Dinukleotidovy koenzym je asociovan v Rossmannové Zlabku
vdoméné¢ C. Aminokyselinové zbytky vdoménich A a D se vétSinou ucastni
usporadani dimerd a tetrameru enzymu. Tetrametr lidského NAD-ME miiZe byt také
popsan jako dimer dimeri [14].

obr.1 Schéma struktury cytoplazmatického NADP-ME z holubich jater. Monomery

jsou znazornény riznymi barvami [17].

Porovnani struktur holubiho a lidského enzymu naznafuje moZny mechanismus
kofaktorové specifity obou enzymii. Aminokyselina Lys362 ma pfi tomto procesu
velice dilezitou funkci. Dal$i aminokyselina jako je Ser346 miiZe také pomahat pfi
urfovani kofaktorové specifity enzymu.

I ptes vysokou homologii v sekvenci aminokyselin, ma jaterni holubi c-NADP-
ME vnékterych oblastech velké strukturni rozdily ve srovnani s lidskym
mitochondridlnim NAD-ME. Takovouto oblasti je napfiklad vazebné misto pro 2°'-
fosfatovou skupinu kofaktoru NADP’, ktera uréuje kofaktorovou specifitu enzymu [14].
U lidského mitochondridlniho NAD-ME ma vazebné misto pro adenin rozdilnou
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konformaci a sekvenci aminokyselin ve srovnani s cytoplazmatickym NADP-ME z
holuba. Tento enzym obsahuje aminokyseliny lysin-serin, pfi¢emZ v lidském enyzmu
dochazi k zaméné na lysin-tyrosin. Postranni serinovy hydroxyl je vazan na 2’-fosfat,
zatimco postranni fet&zec lysinu s molekulou NADP" neiteraguje [18].

Obr. 2 Schéma struktury lidského m-NAD-ME v komplexu s ATP, tartronatem, Mn®* a
fumaratem. Jednotlivé monomery jsou znazornény tyrkysové, zelené, Zluté a

riizové [18).

1.4.2 Charakteristika rostlinného NADP-ME

Trojrozmérna struktura rostlinnych NADP-ME nebyla doposud ziskana. U
mnoha rostlinnych NADP-ME byly popsany jednotlivé isoformy, jejich relativni
molekulové hmotnosti a uspofadani podjednotek.

U huseni¢ku rolniho (4rabidopsis thaliana) byly popsany 4 isoformy, z nichZ tfi
cytosolové maji relativni molekulovou hmotnost odpovidajici hexametru ¢&i oktameru a
&tvrta plastidova isoforma se vyskytuje v rovnovaze tetramer/dimer [19].V zelenych
listech kukufice pak relativni molekulova hmotnost chloroplastové isoformy odpovida
62 000, stejné jako v listech cukrové titiny [6, 21]. Protein o relativni molekulové
hmotnosti 72 000 nalezeny pouze pomoci protilatek v etiolovanych listech kukufice [6],

ve stoncich pSenice [2], ve sko&ci obecném (Ricinus communis) [16], & ve vodni
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rostlin€ dousku hustolistém (Egeria densa) [22], byl pozdéji identifikovan jako Hsp 70
(heat shock protein), ktery interaguje s NADP-ME a byl mylné povaZovan za isoformu
[20]. Isoforma zlist Flaveria trinervia ma relativni molekulovou hmotnost jedné
podjednotky 61 700 [2]. V C4 stromu Haloxylon persicum byla popsana chloroplastova
isoforma NADP-ME o velikosti 67 000 a déle ve Flaveria floridana byl popsan NADP-
ME o velikosti 62 000. Tyto isoformy byly nalezeny v chloroplastech bun&€k pochev
cévnich svazki C4 rostlin [1]. V aloe (4loe arborescent) byl popsin NADP-ME o
velikosti 65 000 [4].V kosmatci kii§tdlovém (Mesembryanthemum crystalinum), ktery
je zastupce CAM rostlin, byla nalezena v listech po indukci solnym stresem a suchem
cytoplazmaticka isoforma NADP-ME s molekulovou relativni hmotnosti 64 000 [1].
Fazole (Phaseolus vulgaris), zastupce Cs rostlin, tvofi homotetramer NADP-ME
s relativni molekulovou hmotnosti jedné podjednotky piiblizn¢ 70 000. Tento NADP-
ME se nachazi v cytoplasmé& pfedevsim listid [5].

1.4.3 Charakteristika bakteridlniho NADP-ME

Molekulovd hmotnost podjednotek bakteridlnich NADP-ME je mnohem
riznorodéj$i neZ rostlinnych i Zivo¢isnych NADP-ME. V archaebakterii Sulfobolus
solfaricus byl izolovan ME jako dimer, podobné jako v cukrové titiné [29]. Naptiklad
NADP-ME s vét§imi podjednotkami (pfiblizn€ 83 000), charakterizovany del§i C-
termindlni oblasti s homologii s fosfotransacetylasou, byl objeven v bakterii
Sinorhizobium memiloti. Na druhou stranu, NADP-ME s mens$i velikosti podjednotek
byly nalezeny v riznych gram pozitivnich bakteriich jako je  Bacillus
stearothermophilus (50 000). Men§i NADP-ME o relativni molekulové hmotnosti
40 000 byl také nalezen u Corynebacterium glutamicum a Lactococcus lactis, kde

katalyzuje pouze dekarboxylaci oxalacetatu [35].

1.5 Reak¢ni mechanismus katalyzy NADP-ME

Z kinetickych studii mechanismu katalyzy cytoplazmatického NADP-ME (EC
1.1.1.40) z holubich jater [24] a mitochondridlniho NADP-ME z lidskych rakovinnych
bun€k prsu vyplyva, Ze reakce katalyzovana timto enzymem probihd naslednym

uspofadanym mechanismem dvousubstratové reakce binarnim-terciarnim (Bi-Ter) [25].
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NADP-ME obsahuje nejmén& dvé vazebni mista pro substrat, jedno pro NADP' a
druhé pro malat nebo oxalacetit. Volny NADP-ME se v buiikich vyskytuje
pravdépodobné véazany s iontem kovu (1) (Obr. 3). Nejprve se na enzym navaZe prvni
substrit NADP" (2), ktery zpiisobi konformaéni zmé&nu enzymu a poté se miize vazat
druhy substrat, malt. Vznikne kvarterni komplex slozeny z NADP'-L-malatu-iontu
kovu-enzymu (3). Deficit elektronu na o atomu uhliku malatu je vytvofen chelataci
s iontem kovu a pfesunem H™ iontu na NADP". Tento deficit zptisobi ptesun elektronu
z B uhliku a z karboxylové skupiny malatu za uvolnéni prvniho produktu, CO,. Jako
druhy produkt se uvolni pyruvat (4), pravdépodobné v enol formé&. Nakonec se uvolni
NADPH (5) a volny enzym se vraci do své ptivodni konfirmace (1) [24].

Obr. 3 Navrhovany kineticky mechanismus reakce katalyzované NADP-ME z holubich

jater [24, upraveno]

1.6 Regulace NADP-ME

Rostlinny nefotosynteticky NADP-ME je vyznamné regulovan metabolity
zapojenymi do nékterych metabolickych drah. NADP-ME zkli¢ici jednod€loZzné
rostliny sko&ce obecného (Ricinus communis) je regulovan vysokou hladinou

intermediat Krebsova cyklu a metabolity syntézy mastnych kyselin. Acetyl-koenzym
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A, palmitoyl-koenzym A, koenzym A a sukcinat silné aktivuji tento NADP-ME.
Aminokyseliny glutamat a glutamin, které se vyskytuji v kli¢icim skoéci obecném
(Ricinus communis) ve vysoké koncentraci, jsou také aktivaitory NADP-ME [16].

Regulace fotosyntetickych isoforem NADP-ME se uskutediiuje inhibici
nadbytkem substratu (L-malatu), ke které naopak u nefotosyntetickych isoforem
nedochazi [1]. Regulace NADP-ME byla popsiana i u jinych druhd rostlin.
Chloroplastova isoforma fotosyntetického NADP-ME z cukrové titiny je aktivovana
sukcinatem pfi nizkych koncentracich malatu [2]. Mnoho organickych kyselin je
inhibitorem rostlinného NADP-ME, pfi¢emZ nejsiln&jsi inhihibi¢ni vliv byl pozorovan
oxalatem a oxaloacetatem, které kompetuji s maladtem v aktivnim centru enzymu. U
chloroplastové isoformy NADP-ME z listi kukufice byl popsén inhibi€ni vliv, a to
pfedevsim a-ketoglutaratem a oxalacetatem, ktery je vyraznéjsi pti pH 7,5 neZ pti pH
8,4 [2]. Fruktosa-1,6-bisfosfat pisobi jako alostericky inhibitor C4 isoformy NADP-ME
z kukufice, cukrové titiny, &iroku a CAM rostliny Bryophyllum tubiflorum, zatimco u
C; typu rostliny, ryZe, se chova jako aktivator. Koenzym A a thiaminpyrofosfat mély
naopak inhibi¢ni vliv na rostlinu Bryophyllum tubiflorum. NADP-ME z rtiznych druht
ovoce a hliz brambor vykazuje alosterické chovani v pfitomnosti organickych kyselin,
nejvice v ptipad® sukcinatu, kdy doslo a aktivaci tohoto enzymu a zméné& sigmoidalni
kinetiky na hyrebolickou [2] Tento NADP-ME byl naopak inhibovan anorganickym
fosfatem a AMP. Sulfét je také inhibitor NADP-ME z kukufice. Mnoho dvojmocnych
kationtii kovii se chové jako inhibitor NADP-ME. Ca®*se chova jako smiSeny inhibitor
v pfitomnosti Mg?* jako kofaktoru. NADP-ME v cizrmng s kofaktorem Mn?* je inhibovan
t&zkymi kovy Cd**, Zn** a Hg*" [2].

Inhibice Zivo¢isnych NADP-ME jsou mnohem lépe prozkoumané neZ inhibice
rostlinnych NADP-ME [30]. a-ketoglutarat inhibuje jak cytoplazmaticky, tak
mitochondridlni NADP-ME nekompetitivné. Citrat inhibuje cytoplazmaticky ME
kompetitivné a mitochondridlni NADP-ME inhibuje jednak nekompetitivn€ pii nizké
koncentraci malatu a kompetitivn€ pfi vysoké koncentraci malatu. Z vysledkd studii
také vyplyv4, Ze mitochondridlni a cytoplazmaticky NADP-ME v astrocytech jsou
rozdiln€ regulovany endogennimi latkami [48]. Regulace byla podrobné studovéna u
Zivoci¥ného mitochondridlniho NAD-ME, ktery je kompetivné inhibovan ATP, a to jak
viiti NAD, tak viiti L-malatu a alostericky aktivovan fumaratem [55, 56].
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1.7 Funkce NADP-ME

NADP-ME pfitomny ve vSech organismech plni fadu funkci, nebot produkty
reakce katalyzované timto enzymem jsou zapojeny do riznych metabolickych drah. Je
jak katalytickym enzymem (pyruvat je dile metabolizovan pyruvatdehydrogenasou a je
ziskavana energie), tak anabolickym enzymem (NADPH a pyruvit jsou vyuZity pro
biosyntetické udely) [35].

1.7.1 Fotosyntetickd funkce NADP-ME

NADP-ME byl nalezen vmnoha rostlinach s C4 typem fixace CO,, kde
katalyzuje dekarboxylaci primamniho fotosyntetického produktu — &tyfuhlikaté
karboxylové kyseliny [2].

1.7.1.1 C4 typ fixace oxidu uhlititého

C4 rostliny jsou vhodné anatomicky uzpisobeny ke své <innosti. Mezi
povrchovymi buiikami epidermu se nachazeji dv€ vrstvy odlisnych bunék — buiiky
mezofylové, kde se fixuje CO, C4 cestou a buiiky pochev cévnich svazkii, kde po
dekarboxylaci probiha Calvintiv cyklus [9].

Mezofylova buiika

Buiika pochvy cévniho svazku

obr. 4 C4 typ fixace CO;

Rostliny tohoto typu fixuji v mezofylovych butikich HCOj;™ na fosfoenolpyruvat
(PEP) enzymem fosfoenolpyruvétkarboxylasou (PEPC), za vzniku oxalacetitu, tedy
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étyfuhlikaté sloudeniny [32]. Oxalacetat miZe byt metabolizovan dvojim zpiisobem,
bud’ na aspartat nebo na malat, podle &ehoz se C4 rostliny rozd€luji na malatové a
aspartatové. Dekarboxylace &tyfuhlikatého intermediatu v buiikich pochev cévnich
svazki miZze byt katalyzovina NADP-dependentni malatdehydrogenasou
dekarboxyla¢ni, NAD-dependentni malatdehydrogenasou dekarboxylaéni nebo
fosfoenolpyruvatkarboxykinasou. CO, pak vstupuje do Calvinova cyklu, ktery je
lokalizovan v butikach pochev cévnich svazki [32].

Prvni reakci Calvinova cyklu je zachyceni anorganického CO, a jeho vazba na
ribulosu-1,5-bisfosfit (RuBP). Tato reakce je katalyzovana ribulosou-1,5-
bisfosfatkarboxylasouw/oxygenasou (Rubisko) lokalizovanou v chloroplastech. Vznika
Sestiuhlikaty intermediat, ktery se velmi rychle pfeméfiuje na 3-fosfoglycerat. Rostliny,
které vyuZivaji pouze mechanismus Calvinova cyklu se nazyvaji podle tohoto stabilniho
produktu, rostliny C; typu. Fosfoglycerat se dale ve dvou krocich za spotfeby ATP a
NADPH pteméiiuje na glyceraldehyd-3-fosfit, coZ je kli¢ova sloutenina Calvinova

cyklu [32].

Cast trios (glyceraldehyd-3-fosfat) pfechazi vn&jii chloroplastovou membranou
do cytosolu buiiky, kde se pfeméni na fruktosu-1,6-bisfosfit. Po oditépeni fosfitu
vznikd fruktosa-6-fosfat, kterd se fadou reakci méni aZ na ribulosu-5-fosfat.
K regeneraci ribulosy-5-fosfat dochazi sloZitym procesem zahrnujicim ¥adu reakci
vzajemnych pfemén cukri [32].

obr. 5 Porovnani anatomie listu C; rostliny (A) a listu C, rostliny (B), [54]
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Dosud bylo objeveno velké mnoZstvi rostlin vyuzivajicich C,4 fixaci CO;. Jedna
se o rostliny Zijici v oblastech s horkym klimatem - v tropech, poustich. Jsou to
predevdim tropické travy, cukrova titina a kukufice. Vyhodou tohoto zpilisobu fixace
CO; je zvySeni u¢innosti fixace CO, v oblastech s vysokou sluneéni radiaci, s vysokymi
teplotami a omezenou dodavkou vody. V tropickych oblastech je tento typ fotosyntézy
vyhodnéjsi, i kdyZ uvedené ptidatné metabolické cesty spotfebuji vice energie [9].

1.7.1.2 CA M metabolismus

Stejné pridatné metabolické drahy, které byly popsany u C, typu rostlin se
vyskytuji také v rostlinach CAM (Crassulacean acid metabolism). Primarni fixace CO,

a Calviniiv cyklus zde nejsou oddéleny prostorové, ale Easoveé.

Pro rostliny z Celedi tu¢nolistych je charakteristicky rytmus den/noc v obsahu
Cs-karboxylovych kyselin, zejména malatu. Pfes noc se hromadi primarni produkt
fixace CO, a malat se ukladd do vakuol. Ve dne dochézi k jeho dekarboxylaci a
uvolnény CO; vstupuje do Calvinova cyklu [9].

obr. 6 CAM typ fixace CO; [49]
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NADP-ME miZe mit také funkci pfi fotosyntéze v nékterych pletivech spojenych
s reprodukénimi organy napt. ve stén& lusku cizrny, kde je malat je hlavnim produktem

fixace CO,. Podobné NADP-ME v plevach p3enice by mohla hrét roli pfi fotosyntéze
[2].

1.7.2 Obranna odpovéd rostlin viii stresu

Nékteré nefotosyntetické isoformy NADP-ME pravdépodobné hraji roli
v metabolizmu rostlin za stresovych podminek. Tato funkce byla zjiSténa pro
cytoplazmatické isoformy vyskytujici se v C; rostlinaich (Cs1y-NADP-ME) a pro
plastidové isoformy rostlin (C42-NADP-ME a C32-NADP-ME) [1].

Rostliny jsou v pfirod& vystaveny mnoho druhim stresu. Mezi né patfi napfiklad
slané prostfedi a sucho, které jsou nejvét§im problémem pro rist rostliny.Na rostlinu
pusobi i biotické faktory — viry, bakterie, houby a jiné. Na druhou stranu si rostliny
vyvinuly mnoho fyziologickych a biochemickych strategii, jak zvladnout tyto
nepfiznivé podminky a branit se G¢inkiim patogenu [26]. Bylo zjisténo, Ze vlivem stresu
aktivita NADP-ME stoupd. V kofenech sazenic kukufice vystavenych ptisobeni
celulase, jasmonétu nebo houbovému elicitoru [60], které stimuluji bioticky stres byla
dvojnasobné zvySena aktivita NADP-ME [27]. Vzestup aktivity v rostlinach
vystavenych abiotickému stresu byl pozorovan u fazole (Phaseolus vulgaris) po
aplikaci kadmia [5], v listech vodnich rostlin druhu Egeria densa po zméné€ podminek
prostfedi o nizké teploté a svétle na vysokou teplotu a osvétleni [22], v listech tabaku
infikovanych viry [38], v listech oliv za podminek solného stresu [44], taktéz v listech
Aloe vera L. [26] a stejné tak solny a osmoticky stres v listech a kofenech sazenic ryze

zvySuje aktivitu NADP-ME [11, 45].

1.7.3 UdrZovani pH a dal$i anaplerotické role NADP-ME

Cytoplazmaticka isoforma NADP-ME ve spolupraci
s fosfoenolpyruvatkarboxylasou reguluje intracelularni pH. NADP-ME a NAD-MDH
dokazi pfeménit velké mnoZstvi nahromadénych zasob karboxylovych kyselin,

pfedev§im malatu a citratu, ¢imZz vyrovnavaji jejich hladinu uvnitf mitochondrie
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Metabolicky obrat téchto karboxylovych kyselin se zvySuje v ptipadech, kdy si stres
pisobeny vlivem Zivotniho prostfedi nebo b&hem vyvoje rostliny vyzada zvySené
mnoZstvi energie nebo metaboliti na vyrovnani téchto nepfiznivych stavii [2]. PFi
nahromadéni oxalacetitu se pH uvnitf mitochondrii sniZi a NAD-MDH jej za¢ne
pfeméiiovat na malat, ¢imZ se miZe sniZit nebo zcela zastavit citratovy cyklus. Malat je
pak NADP-ME pfeménén na pyruvat a ten dale na oxalacetat, ktery vstupuje do
citratového cyklu. V ptipadé, kdy je koncentrace oxalacetitu pfili§ nizka k zachovani
citratového cyklu, zaéne se pyruvat vznikly pfi glykolyze pfemétiovat na oxalacetat [2].

1.7.4 Produkce NADPH pro biosyntetické pochody

V mnoha syntetickych procesech buriky vyuZivaji redukéni ekvivalenty
NADPH. Prikladem je pfeména acetyl koenzymu A na mastné kyseliny, kde je pravé
vyuzZivan NADPH [37]. Obecné se v buiice za intenzivni syntézy mastnych kyselin tvofi
mensi mnoZstvi NADPH nezZ je skute¢na potieba. Pfedpoklida se, Ze v tomto ptipadé se
pfi biosyntézach vyuzivi NADH vytvofené v cytoplazmé bunék napt. béhem glykolyzy.
Ma-li se vyuzit NADH k syntézam, je tfeba jeho transhydrogenace za vzniku NADPH
[46].

Acstyl-CoA o - ketoglutarit ¢ — — — —-

leoty-@ollilarboxyln-
'
v
Mastné slutarétt —— —— T
kyseliny
CYTOPLAZMA MITOCHONDRIE

obr. 7 Vznik NADPH v transhydrogenacnich reakcich [46]
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Cytoplazmaticky NADP-ME je zatazen do skupiny lipogennich enzymii, protoze
je zapojen do produkce NADPH pro biosyntézu mastnych kyselin s dlouhym fetézcem
[30]. Vysoka koncentrace NADP-ME byla nalezena u ¢lovéka na vSech mistech, kde
dochézi k aktivni syntéze triacylglyceridli, speciadlné v jaterni a tukové tkani [36].
NADP-ME v lidskych a ptacich jatrech a tukové tkani je lokalizovan téméfr vyhradné
v cytoplazmé& [37]. Lipogenni tkané& jako je bila a hnéda tukova tkan jsou bohat$i na
tento enzym neZ ledviny. Jatra maji vy3$i aktivitu NADP-ME neZ mozek, srdce nebo

kosterni sval.

Roli NADP-ME naznacuje také zména doprovazena pfi dietnim reZimu. Aktivita
NADP-ME se v jatrech potkani zvysuje, jestlize jsou vystaveny vysoké glukosové nebo
fruktosové dieté, snizuje se pii hladovéni a opét se zvySuje pfi normalnim stravovani.
Pti diabetu stejné jako pti hladovéni byl zjistén pokles rychlosti lipogeneze, jak
v tukové tkéni tak i v jatrech [33]. Kolisani rychlosti lipogeneze je paralelni ke zméné
aktivity NADP-ME. Buné¢na hladina Zivoéisnych NADP-ME je udrZovéna zejména
regulaci syntézy [36]. Kiira nadledvin, kde se NADP-ME ucastni syntézy steroidd, je
také bohata na tento enzym [30]. NADP-ME je duleZity prostfednik zapojeny do
transportu redukénich ekvivalenti (NADPH) z cytoplazmy do mitochondrii v kufe
nadledvin [59], kde dochazi k mitochondridlni hydroxylaci steroidi [59]. Dale muze
hrat roli pfi mikrosomaélni detoxikaci xenobiotik [3]. Syntéza NADP-ME je stimulovana
vysokou koncentraci sacharidii, nizko - tukovou dietou, insulinem, hormony 3titné zlazy
a androgenem nadledvin, dehydroepiandrosteronem, zatimco syntéza je inhibovéana

nedostatkem hormont §titné Z1azy, hladovénim a glukagonem pies cAMP [36].

Ze studii rostlinné cytoplazmatické nefotosyntetické isoformy NADP-ME
vyplyva, Ze vyznamnou funkci je produkce NADPH pro biosyntézu ligninu a
flavonoidi [2]. Také v semenech fepky olejky a ricinovych fazolich je enzym zahrnuty
do biosyntézy lipidi za produkce pyruvitu a NADPH. Fyziologicka funkce
v dvoudélozného sko&ce obecného (R. communis) je syntéza mastnych kyselin [2].

1.7.5 Funkce NADP-ME v nadorovych buiikdch

V normélni tkdni NADP-ME produkuje NADPH pro biosyntézu mastnych
kyselin. V nidorovy butikach je ve srovnani s aktivitou NADP-ME vysokd aktivita
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glukosa-6-fosfatdehydrogenasy nebo NADP-dependentni isocitratdehydrogenasy, které
tvofi asi 50% cytoplazmatické aktivity. Cytoplazmaticky NADP-ME je dileZity tim, Ze
v nadorovych buiikach produkuje pyruvat [12]. Nadorové buiiky vykazuji vy3§i aktivitu
NADP-ME neZ normalni buriky [29].

Mitochondridlni NAD-ME (EC 1.1.1.39) je v naddorovych burikach zapojen do
glutaminolyzy, coZ je hlavni cesta produkce energie v téchto buiikich na misto
glykolyzy [12, 47]. Hlavnim zdrojem energie pro rakovinné buiiky neni glukosa, ale
v krevni plazmé se hojné vyskytujici aminokyselina glutamin, ktera se sledem reakci
pfeméfiuje aZ na laktit. Touto cestou dochdzi k produkci energie pro potieby
zkraceného citratového cyklu (z a-ketoglutaratu na malat) a k produkci intermediatii pro
anabolické éely v nddorové burice naptiklad aspartatu pro syntézu purinid - DNA [12].

lactate alanine
4 /‘
pyruvate : \
co, i
falty- faity-
@ ae;dc“’ acids
ipice
o glutamete

glma'mlne

obr. 8 Glutaminolyza: reakce citratového cyklu (zndzormény modrou barvou), reakce
malat-aspartatového ¢&lunku (znazomény hnédou barvou), enzymy silné
exprimované v nadorovych buiikach (zndzomény zeleno barvou). 1 -
glutaminasa, 2 - GOT, 3 - a-ketoglutardit dehydrogenasa, 4 -
sukcinatdehydrogenasa, 5 - fumarasa, 6 - malatdehydrogenasa, 7a -
cytoplazmaticky NADP-ME, 7b - mitochondrialni NAD-ME, 8 - citratsynthasa,
9 - akonitasa, 10 - laktatdehydrogenasa [3]
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V mitochondrii miiZe mit vznikly malat né€kolik moZnosti. Pfeménu na
oxalacetat za katalyzy mitochondridlntho NADP-ME (EC 1.1.1.40) nebo dekarboxylaci
na pyruvat pomoci mitochondridlniho NAD-ME (EC 1.1.1.39) a nebo transport do
cytoplazmy, kde jej cytoplazmaticky NADP-ME (EC 1.1.1.40) pfeméni na pyruvat a
nasledné pomoci laktatdehydrogenasy na laktat, ktery je vypuzen z nadorové builky
[12]. Jeden z diivodt, pro¢ glukosa neni hlavnim zdrojem energie je, Ze pyruvat je
pohotové pfeméiovan na laktat pomoci vysoké hladiny laktatdehydrogenasy, ktera je v
cytosolu nadorovych bunék [39].

1.7.6 Souvislost NADP-ME se stimulaci sekrece insulinu a lipogenezi

Ukazalo se, Ze vyrazny vliv na lipogenezi v jatrech ma dostupnost insulinu.
Diabetes je spojovan se zvySenou schopnosti jater pfeméiiovat sacharidy na mastné
kyseliny a triacylglyceridy, zatimco dostupnosti insulinu v pokusnych diabetickych
zvifatech se tato porucha zvrati. Za tyto zmény odpovidd zména aktivity lipogennich
enzymu. Aktivita t&chto enzyml vyznamné klesa pfi diabetu, zatimco pfi insulinové

1é&bé se hladina enzymii vraci na normalni uroveii [39].

Pentozovy cyklus miZe plnit dvé fyziologické role. Prvni je poskytovani
NADPH pro lipogenezi v jatrech, tukové tkani a pro syntézu cholesterolu v kuie
nadledvin a druhd je doddvani ribosa-5-fosfitu pro syntézu nukleovych kyselin
v rostoucich buiikach. Insulin indukuje glukosa-6-fosfatdehydrogenasu a NADP-ME.
Byl objeven uzky vztah mezi glukosa-6-fosfatdehydrogenasou a lipogenezi. Bylo
zji§t€no, Z%e indukce NADP-ME je regulovdna piesné opatné neZ glukosa-6-
fosfatdehydrogenasa a také byla zjisténa podobna regulace mezi rostoucimi buitkami a
lipogenezi indukovanou riiznymi hormony. Napf.: epidermélni ristovy faktor (EGF)
indukuje glukosa-6-fosfatdehydrogenasu, zatimco indukce NADP-ME, je potlacena
[42].

V ptadich jatrech je mala ¢ast NADPH dodavana pentozovym cyklem. Na rozdil
v jatrech krys Zivenych i hladovéjicich byla % - % celkového NADPH potfebného pro
lipogenezi, produkovana pentozovou cestou.V téchto krysich jaternich burkach se
zablokovanim NADP-ME aktivity zvySila zavislost lipogeneze na pentosovém cyklu.

[42].
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obr. 9 Vztah mezi pentozovym cyklem, pyruvitovym cyklem a lipogenezi [46]

V kufecich jaternich butikich je NADPH pro lipogenezi dodavano diky NADP-
ME. Naopak v krysich jatrech je NADPH dodavano jak NADP-ME, tak i pentozovym
cyklem. V hepatocytech je riist stimulovan tvorbou ribosa-5-fosfitem a také zvySenim
NADPH, pfi¢emz je vyuziti NADPH pro lipogenezi potladeno. Tak miize byt NADPH
vyuZito pro rist a anabolické dé&je jako je syntéza membranového cholesterolu. Insulin i
EGF podporuji rist hepatocytt. Insulin stimuluje lipogenezi vice nez riist, zatimco EGF

stimuluje pouze rist a potlatuje efekt insulinu na lipogenezi [42].
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2 Cil prace

1. Purifikace NADP-dependentni malatdehydrogenasy dekarboxylaéni (NADP-
ME) z listl tabaku (Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana, SR1).

2. Studium mechanismu dvousubstratové reakce katalyzované NADP-ME.
3. Sledovani vlivu riznych metabolitii na aktivitu NADP-ME.

4. Urceni typu inhibice a inhibi¢nich konstant pro inhibitor GTP, a to wvii¢i
substratim L-maldtu a NADP® v pfitomnosti jak Mg®*, tak Mn** ionti.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

2’,5’-ADP-Sepharosa 4B — Amersham Pharmacia Biotech, Anglie
3-fosfoglycerat sodny — Sigma, USA
Acetyl-koenzym A - Sigma, USA

ADP - Sigma, USA

Akrylamid — Sigma, USA

Aspartat sodny — Sigma, USA

ATP - Sigma, USA

Bradfordovo &inidlo — Sigma, USA

Coomassie Briliant Blue R 250, G 250 — Sigma, USA
DEAE-celulosa — Whatman, USA

Dithiothreitol (DTT) — Sigma, USA

Dodecylsulfat sodny (SDS) — Serva, Némecko
Fenazin methosulfat — Sigma, USA
Fosfoenolpyruvat sodny — Sigma, USA

Fumarat sodny — Sigma, USA

Glukosa-6-fosfat — Sigma, USA

Glutamét sodny — Sigma, USA

Glutamin sodny — Sigma, USA

GTP - Sigma, USA

HEPES - Sigma, USA

Koenzym A - Sigma, USA

L-malét sodny — Sigma, USA

MOPS - Sigma, USA

N,N,N’",N’, — tetramethylenethylendiamin (TEMED) — Serva, Némecko
N,N’-methylenbisakrylamid — Serva, Némecko
NAD" - Sigma, USA

NADH - Sigma, USA

NADP" - Sigma, USA
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NADPH - Sigma, USA

Nitroblue tetrazolium chlorid — Sigma, USA

Ostatni chemikalie — Lachema, CR; Sigma, USA

Oxalacetat - Sigma, USA

Palmitoyl-koenzym A - Sigma, USA

Percol - Sigma, USA

Phenazin methosulfét - Sigma, USA

Polyvinylpolypyrrolidon (PV P) - Sigma, USA

Pyruvat sodny - Sigma, USA

Sephacryl S300 — Pharmacia, Svédsko

Sephadex G200 - Pharmacia, Svédsko

Standardni proteiny o molekulové hmotnosti 29000-97000 — Serva, Némecko
Sukcinat sodny - Sigma, USA

Tablety 5-bromo-4-chloro-3-indoylfosfat/nitroblue tetrazolium - Sigma, USA
Tris(hydroxymethyl)aminomethan — Serva, Némecko

a-ketoglutarat sodny — Sigma, USA

3.2 Pristroje

Analytické vahy 100 A — Denver instrument Company, USA
Centrifuga Jetfich Universal 32R — Hettich, Némecko
Elektroforetické souprava Multigel G-44 — Biometra, Némecko
Elektromagnetickd micha¢ka KMO 2 basic — Labortechnik, Némecko
Homogenizator Turrax DI18 — IKA, Némecko

Mikroskop Nicon eclipse TE2000-U - Japonsko

Misi¢ gradientu GM-1 — Pharmacia, Svédsko

Peristalticki pumpa P-1 — Pharmacia, Svédsko

PH metr Ultrabasic UB 10 — Denver instrument Company, USA
Sbéra¢ frakci FCC 61 — Laboratorni ptistroje Praha, CR
Spektrofotometr Hélios a — Hermo Spectronic, USA

Spektrofotometr Ultrospec 2100 pro — Amersham Pharmacia Biotech, Anglie
Vortex KMO — Labortechnik, Némecko
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3.3 Rostlinny material

Jako modelové rostliny byly pouZity rostliny tabaku (Nicotiana tabacum L. cv.
Petit Havana SR1).

obr. 10 Sedmitydenni sazenice tabaku (Nicotiana tabacum L.)

3.4 Lokalizace NADP-ME in vivo

3.4.1 1zolace chloroplasti z Nicotina tabacum L.

Cerstvé homni listy tabéku (Nicotina tabacum L.) byly homogenizoviny ve
vychlazené tfeci misce s p&tinasobkem izolatniho media obsahujiciho 330 mmol.I"
sorbitol, 50 mmol.I' HEPES — KOH pufr (pH 7,5), 2 mmol.I" EDTA, 1 mmol.I"
MnCl,, 1 mmol.1" MgCl,, 15 mM DTT a 0,5% BSA, pfedem vychlazené¢ho na
konzistenci tajiciho ledu. Poté byl homogenat centrifugovan p#i 1000 x g po dobu 2
minuty pfi teploté 4°C. Supernatant (tj. rozpustna frakce) byl centrifugovan pti 16 600 x
g po dobu 15 minut pfi teplot€ 4°C a poté prefiltrovan pfes molekulové sito o velikosti
poérii 80 um. Sediment (tj. chloroplastova frakce) byl sklenénou ty¢inkou obalenou
vatou opatrn€ resuspendovan asi v1 ml resuspendadniho media obsahujiciho 330
mmol.I"! sorbitol a 25 mmol.I"' HEPES — KOH pufr (pH 7,5). Déle byla na dno kyvety
pipetovana vrstva 80% roztoku Percol a na né&j vrstva 40% roztoku Percol a posledni
vrstvu tvofil resuspendovany sediment. Néasledovala centrifugace pfi 1000 x g, po dobu
15 minut, pfi 4°C. Pasteurovou pipetou byla odsata chloroplastova frakce, ktera béhem
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centrigugace klesla na rozhrani roztoki Percol o rozdilnych koncentracich.
Chloroplastova frakce byla opét resuspendovana v malém mnoZstvi resuspendacniho
media a centrifugovana pfi 1000 x g, po dobu 3 min, pfi 4°C. Intaktni chloroplasty byly
resuspendovany v resuspendaénim médiu. Rozpustné bilkoviny z chloroplastii byly
ziskany resuspendaci v pufru Tris-HCI (pH 7,4), popt. ultrazvukovou lézni, kdy doSlo
k vyliti obsahu chloroplasti. B&hem celé izolace byl preparat uchovéavan v chladu o

teploté 0 — 4°C.

3.4.2 Detekce aktivity NADP-ME v buné&nych frakcich

Aktivita NADP-ME byla v chloroplastové i cytosolové frakci detekovéana v
reakéni smési obsahujici 100 mmol.I" Tris — HCI pufr (pH 7,4), 10 mmol.I"' L-malét, 10
mmol.I" MgCl,, 2 mmol.I'' NADP a 0,1 mg/ml nitroblue tetrazolium (poskytuje modro-
fialové zabarveni) s 5ug/ml fenazin methosulfitem [27] nebo 5,1 mg/ml
jodonitrotetrazoliové violeti (poskytuje &ervené zabarveni) s 5Spg/ml fenazin
methosulfatem. Lokalizace NADP-ME byla pozorovana mikroskopicky mikroskopem
Nicon eclipse TE2000-U.

3.5 Purifikace NADP-ME z listi Nicotina tabacum L.

3.5.1 Priprava rostlinného extraktu

Horni listy tabaku (30 g) byly homogenizovany v tfeci misce s tlouckem
v trojnasobném mnoZstvi vychlazeného extrakéniho pufru A obsahujiciho 100 mmol.1"
pufr Tris-HCl (pH 7,8), 1 mmol.I" DTT, 1 mmol.I" EDTA, 5 mmol.I' MgCl,, 5%
glycerol. K homogenatu byl ptidan 1g PVP a poté byl centrifugovan pti 9000 RPM
(9400 x g) pti 4°C po dobu 30 minut. Supernatant byl oznaen jako hruby extrakt a byla
v ném zméfena aktivita NADP-ME a mnoZstvi bilkovin.

3.5.2 SraZeni siranem amonnym

Hruby extrakt byl sraZen siranem amonnym do 35% nasyceni. Poté byla
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provedena centrifugace pti 9000 RPM (9400 x g) pii 4°C po dobu 30 minut.
Supernatant byl srdZen do 55% nasyceni a centrifugovan za stejnych podminek. Po
resuspendaci sedimentu v pufru B obsahujiciho 25 mmol.I" Tris — HC1 pufr (pH 7,8),
0,5 mmol.I"' DTT, 1 mmol.lI" EDTA, 5 mmol.I" MgCl,, 5% glycerol byla zmé&kena
aktivita NADP-ME a mnozstvi bilkovin.

3.5.3 Dialyza

Siranova frakce byla resuspendovana v 8 ml pufru B a dialyzovana proti 1 1
pufru B pfi 4°C pies noc. Po dialyze byla zméfena aktivita NADP-ME a mnoZstvi

bilkovin.

3.5.4 Ionexovi chromatografie

Odsoleny enzymovy preparat byl aplikovan na kolonu DEAE - celulosy (o
velikosti 1,5 x 10 cm) ekvilibrovanou pufrem B. Po promyti kolony pufrem B byly
eluovany nezachycené bilkoviny, poté byla provedena eluce linearnim gradientem NaCl
v pufru B (0-300 mmol.I") pritokovou rychlosti 1 ml/min. Ve viech frakcich byla
zméfena absorbance pfi 280 nm a aktivita NADP-ME. Slité aktivni frakce byly srazeny
siranem amonnym do 80% nasyceni a poté byly centrifugovany pfi 9400 x g pfi 4°C po

dobu 30 minut. Sediment byl resuspendovan v minimalnim mnozZstvi pufru B (80 pl).

3.5.5 Gelova chromatografie

Gelova chromatografie byla provedena na koloné naplnéné chromatografickym
materidlem Sephacryl S 300 (velikost 1,5 x 65 cm). Eluce probihala pufrem B
pritokovou rychlosti 0,1 ml/min. V eluovanych frakcich byla zméfena absorbance pfi

280 nm, stanovena aktivita NADP-ME a mnoZstvi bilkovin.

Gelova filtrace byla také provedena na koloné¢ Superdex 200 HR 10/300 GL
(AKTA HPLC systém). Aktivni frakce NADP-ME po afinitni chromatografii byly
koncentrovany na 200 pl pomoci kyvet Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit
(zachycujici proteiny o velikosti vé&t§i jak 100 kDa) a aplikoviany na pfedem
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ekvilibrovanou kolonu pufrem B. NADP-ME byl eluovan pufrem B pritokovou

rychlosti 0.5 ml/min.

3.5.6 Afinitni chromatografie

Chromatograficka kolona (1 x 8 cm) obsahujici nosi¢ 2°,5°-ADP Sepharosa 4B
byla ekvilibrovana adsorpénim pufrem, ktery obsahoval pufrem B s obsahem 5 mmol.l"!
malatu. Po aplikaci vzorku, do kterého byl pfidan 5 mmol.I"" malat byla kolona opét
promyvéna pufrem B s 5 mmol.I" malatem. Eluce byla provedena pufrem C ( tj. pufr B
bez obsahu Mg*") [50]. V eluovanych frakcich byla zméfena absorbance pfi 280 nm a
poté byla stanovena aktivita NADP-ME.

3.6 Stanoveni mnoZstvi bilkovin

Bilkoviny byly stanoveny metodou podle Bradfordové, ktera je zaloZena na
zméné€ absorpEniho maxima ze 465 nm na 595 nm barvy Coomasie Briliant Blue R 250
a Coomasie Briliant Blue G 250 po vytvofeni komplexu s proteinem. MnoZstvi proteinii
bylo stanoveno spektrofotometricky pfi 595 nm. Jako standard byl pouzit hovézi sérovy

albumin (BSA) o koncentraci 0,25 - 1,4 mg.ml™* [22].

3.7 Metody stanoveni enzymové aktivity

3.7.1 Stanovenf aktivity NADP-ME

Enzymova aktivita NADP-ME byla stanovena spektrofotometricky, kdy vzestup
absorbance pfi 340 nm za dobu 3min byl pfimo umémy koncentraci vzniklého.
redukovaného koenzymu NADPH. Bylo méfeno na spektrofotometru Ultrospec 2100
délka kyvety 1 cm, objem reakéni smési 1ml. Reakce byla vZzdy startovana pfidanim
pfisluSného mnoZstvi enzymu. Reakéni smés pro stanoveni aktivity NADP-ME
obsahovala vzdy 100 mmol 1" pufr Tris-HCI (pH 7,4), 10 mmol I"' L-malét, 2 mmol I’
MgCl,, 0,2 mmol 1" NADP* a 50 pl roztoku enzymu. Aktivita byla vyjadfovana

v mikromolech ptemé&néného substratu za 1 minutu, (¢ = 6200 mol.l".cm™).
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3.7.2 Stanoveni aktivity MDH

Aktivita MDH byla méfena spektrofotometricky pfi 340 nm pfi 21°C po dobu 3
minut sledovanim ubytku NADH spotiebovaného na redukci oxalacetatu na malat. 1 ml
reakéni smési obsahoval 100 mmol.I"! Tris—-HCl pufr (pH 8,1), 10 mmol.I"! oxalacetat,
0,5 mmol.I" NADH a 5 pl roztoku enzymu. Aktivita byla vyjadfovana v mikromolech

pfemé&n&ného substratu za 1 minutu, (¢ = 6200 mol.I".cm™).

3.7.3 Stanoveni aktivity PEPC

Aktivita PEPC byla stanovena v 1 ml reak&ni smési obsahujici 100 mmol.I”
Tris—HCl pufr (pH 8,1), 5 mmol.I"' NaHCO3, 2 mmol.I"' MgCl,, 0,2 mmol.I'NADH a 2
mmol.I"! PEP. Reakce byla startovana 20 pl roztoku enzymu. Spektrofotometricky byl
sledovan ubytek NADH pii 340 nm po dobu 3 minut pfi 21°C. Ke stanoveni byla
vyuZita spfaZenda reakce, ve které je vznikajici oxalacetat redukovan pomoci NADH a
NAD-MDH na malat, pficemz NAD-MDH je pfitomna v dostateéném mnoZstvi
v extraktu. Aktivita byla vyjadfovana v mikromolech pfeménéného substratu za 1

minutu, (¢ = 6200 mol.I'!.cm™).

3.8 Kinetické metody

3.8.1 Uréeni mechanismu dvousubstritové reakce

Reakéni smés pro uréeni mechanismu dvousubstratové reakce katalyzované
NADP-ME obsahovala 80 mmol.I"' MOPS-20 mmol.I"! octan sodny-NaOH pufr (pH
7,4), 1 - 16 mmol.I" L-malét, 0,4 - 4 mmol.I"" MgCl, a 0,03 - 0.2 mmol.I"' NADP" v 1
ml reak¢ni smési. Pro uréeni kinetickych parametri byla zméfena rychlost reakce
katalyzované NADP-ME vreakéni smési pro pét rliznych koncentraci substratu
(malatu) a pét riznych koncentracich druhého substratu (NADP™). V kazdé sérii méfeni
byla zvolena jedna fixni koncentrace kofaktoru Mg®*(4; 2; 1; 0,5 a 0,4 mmol.I").
Hodnoty volného L-malatu nebo volného NADP* byly vypoéitany z hodnot asocia&nich

konstant komplexu L-malat-Mg** (log B = 1,55) a NADP*-Mg>* (log B = 1,72).
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Mechanismus reakce katalyzované NADP-ME byl uréen z primarnich a sekundérnich
grafii a vypoétem z rovnic pro nasledny (sekvenéni) kineticky mechanismus (1) a ping-
pongovy kineticky mechanismus (2) [S1, 63]. Experimentalni data byla zpracovana

nelinearni regresi v programu MS Excel.

o 4] [2] o
[B] K,, +[4] K,,,B +[4]-[B]+ K, -K,,

v, = Viim [A][B]
" Ko [Bl+ K, -[4]+[4]-[B] @

kde v, zna¢i pocate¢ni rychlost reakce, V), odpovidd maximalni rychlosti
reakce, Kmq je Michaelisova konstanta pro substrat A, K,p je Michaelisova konstanta
pro substrat B, [A] je koncentrace substratu A (NADP"), [B] je koncentrace substratu B

(L-malatu) a K, je disocia¢ni konstanta pro komplex enzym-substrat A.

RozliSeni nasledného uspofadaného a nasledného neuspoiadaného mechanismu
bylo uréeno vynesenim konstanty K vi¢i koncentracim substratu L-malatu nebo NADP.

Konstanty K" byly vypoéitany podle vzorct (3) a (4) [63].

._aK, [B]
K=W 3)
K, [4]
S KA+ 4] *)

kde K," je Michaelisova konstanta pro substrat A, K.~ je Michaelisova

konstanta pro substrat B, [A] je koncentrace substratu A, [B] je koncentrace substratu B.
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3.8.2 Sledovani vlivu metabolitu na aktivitu NADP-ME

Byl sledovan vliv puruvatu, o-ketoglutardtu, sukcindtu, fumaratu,
fosfoenolpyruvatu, glukosa-6-fosfatu, 3-fosfoglyceratu, glutamatu, glutaminu, aspartatu,
ATP, ADP a GTP, které byly testovany p¥i 5 mmol.l" koncentraci v reakéni smési. Dale
byl testovan koenzym A, acetyl-koenzym A a palmitoyl-koenzym pti 0,1 mmol.l"
koncentraci v reak&ni smé&si. V1iv metaboliti na aktivitu NADP-ME byl méfen ve tfech
reak&nich smé&sich. Satura¢ni reakéni smés pro stanoveni vlivu latek na aktivitu NADP-
ME obsahovala 80 mmol.I" MOPS-20 mmol.I" octan sodny-NaOH pufr (pH 7,4), 16
mmol.I" L-malat, 0,2 mmol.I"' NADP* a 4 mmol.I"" MgCl, na 1 ml reakéni smési.
Reakéni smé&s s niz8i koncentraci malatu pro stanoveni vlivu latek na aktivitu NADP-
ME obsahovala 80 mmol.I"" MOPS-20 mmol.I" octan sodny-NaOH pufr (pH 7.4), 2
mmol.I"! L-malat, 0.2 mmol.I! NADP* a 4 mmol.l" MgCl, na 1 ml reakéni smési.
Reakéni smés s niz§im obsahem NADP" obsahovala 80 mmol.I" MOPS-20 mmol.l"
octan sodny-NaOH pufr (pH 7.4), 16 mmol.I" L-malat, 0.05 mmol.I! NADP* a 4
mmol.I"" MgCl, na 1 ml reakéni smési. Reakce byla vzdy startovana p¥idavkem 50 pl
enzymu. Aktivita NADP-ME byla stanovena spektrofotometricky méfenim absorbance
pfi 340 nm na pfistroji Hellios a, Thermo Spectronic pfi teploté 21°C po dobu 5 minut.
100% odpovida aktivit¢ NADP-ME bez ptidavku metabolitu.

3.8.3 Inhibi¢ni studie

Inhibi¢ni konstanty a typ inhibice NADP-ME pro GTP byl uréen wvici
substratim L-malitu nebo NADP" v pfitomnosti dvojmocnych kationtd kovii Mg
nebo Mn** jako kofaktorii enzymu.

Byla méfena zavislost rychlosti reakce NADP-ME na koncentraci L-malatu
(NADP")v ptitomnosti volného inhibitoru. Zavislost rychlosti reakce NADP-ME byla
mé&fena s p&ti riznymi koncentracemi L-malétu (16, 8, 4, 2,1 mmol.1") a s pé&ti riznymi
koncentracemi NADP* (0,2; 0,05; 0,04; 0,03; 0,02 mmol.l") v pfitomnosti tfech
koncentraci GTP (3, 2, 1, 0 mmol.l'l). Reakéni smés pro sledovani inhibi¢nich studii
NADP-ME obsahovala 80 mmol.I' MOPS-20 mmol.I' octan sodny-NaOH pufr
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(pH 7,4), 1 - 16 mmol.I"' L-malat, 2 mmol.I" MgCl, (0,1 mmol.I"" MnCl,) a 0,02 - 0,2
mmol.I' NADP™ na 1 ml reak&ni smé&si.

Reakce byla vZdy startovana pfidavkem 50 pl enzymu. Rychlost reakce NADP-
ME byla stanovena spektrofotometricky méfenim absorbance NADPH pii 340 nm na
piistroji Hellios o, Thermo Spectronic pfi teploté¢ 21°C. Hodnoty volného GTP byly
vypotitany z hodnot asociaénich konstant komplexu GTP-Mg** (log p = 4,31), GTP-
Mn?* (log B = 5,36). Graficka analyza ur&eni typu inhibice a inhibi¢nich konstant byla
provedena vynesenim experimentélnich dat dle Lineweavera - Burka, dle Dixona, dle
Woolf - Augustinsson - Hoffsteeho, dle Hanese - Wolfa,. Hodnoty inhibi¢nich konstant
byly ziskany jednak ze sekundéarnich grafli vynesenim smérnic respektive usekl proti
koncentracim inhibitoru a jednak vypoétem. Inhibi¢ni konstanty byly vypocitany
nelinedrni regresi proloZenim experimentilnich dat rovnicemi pro jednotlivé typy
inhibic - rovnici pro nekompetitivni inhibici (1), rovnici pro kompetitivni inhibici (2) a

rovnici pro smi§enou inhibici (3) [51, 64].

Vim [A]
v= im (1)
(k, +[A] {1 + g}
vlim [A]
v= ()
K., [1 + ,EL]J +[A]

R

c

kde Vim odpovida maximalni rychlosti reakce, [A] je koncentrace substratu, [I]
odpovida koncentraci inhibitoru, Ky, je Michaelisova konstanta pro substrat, Kic, Kiu
jsou inhibi¢ni konstanty. Zpracovani experimentilnich dat nelinedrni regresi bylo

provedeno v programu MS Excel.
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3.9 Elektroforetické metody

3.9.1 Piiprava vzorki pro elektroforetické separace

Pro nativni elektroforézu byly pfipraveny extrakty zlistd tabadku (Nicotina
tabacum L.) a to cytosolové a chloroplastové frakce. Vzorky byly naneseny po 25 ul ve

20% sacharose pomoci Hamiltonovy stfikacky.

Pro elektroforézu v SDS prosttedi bylo 300 ul vzorku po afinitni chromatografii
nejdfive sraZzeno trojndsobnym objemem ethanolu, poté centrifugovano pfil5 000 RPM
(16 600 x g), 15 min pti 4°C a sedimenty byly resuspendovany s 15 pul destilované vody
a's 15 pl vzorkového pufru obsahujiciho 0,5 mol I Tris-HCI pufr (pH 6,8), 100 mmol
I DTT, 70 mmol I' SDS, 20% glycerol, 0,005% bromfenolovou modf a poté
kvantitativng aplikovény.

3.9.2 [Elektroforéza nativni

Nativni elektroforéza byla provedena v 6% separaénim gelu, ktery obsahoval 6%
akrylamid a N,N ‘methylenbisakrylamid; 3,8 ml 1,5 mmol 1! Tris-HCI pufru (pH 8,8);
0,15 ml 10% glycerolu; 0,15 ml 10% persiranu amonného a 0,012 ml roztoku TEMED.
Dile byl pouzit 3% zaostfovaci gel, ktery obsahoval 3% akrylamid a N,N’'-methylen-bis
(akrylamid); 0,5 ml 15 mmol I"! Tris-HCI pufru (pH 6,8); 0,04 ml 10% glycerolu; 0,008
ml roztoku TEMED a 0,04 ml 10% persiranu amonného. PouZity elektrodovy pufr
obsahoval 18,8 g glycinu; 3g Tris a 10 ml 10% glycerolu ve 1000 ml destilované vody.
Pied spusténim elektroforézy bylo aplikovano do jamek 25 pul vzorku ve 20% sacharose
pomoci Hamiltonovy stfikacky. Elektroforetické déleni nejprve probihalo pfi 70 V, po
dosazZeni hranice separa¢niho gelu bylo napéti zvyseno na 140 V [10].

3.93 SDS-PAGE

SDS elektroforéza byla provedena podle Laemmliho [14] v 10% separainim
gelu, ktery obsahoval 10% akrylamid a N,N’-methylen-bis (akrylamid); 3,8 ml 1,5
mmol 1" Tris-HCI pufru (pH 8,8), 10% persiran amonny, 0,006 ml roztoku TEMED,
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0,15 ml 10% SDS. A v 5% zaostfovacim gelu obsahujicim 5% akrylamid a N,N’-
methylen-bis (akrylamid); 0,63 ml 1 mmol 1" Tris-HCl pufru (pH 6,8); 0,05 ml 10%
SDS; 0,05 ml 10% persiranu amonného a 0,005 ml roztoku TEMED.

Rostlinné preparaty a standardni bilkoviny byly povafeny 5 min na vodni lazni,
poté byly davkovany po 10 pl pomoci Hamiltonovy stfika¢kou do elektroforetickych
jamek. Elektrodovy pufr obsahoval 18,8 g glycinu, 3 g Tris, 1g SDS v 1000 ml
destilované vody. Elektroforeticka separace probihala pfi stejném napéti jako u nativni

elektroforézy.

3.9.4 Detekce aktivity NADP-ME v gelu

Detekce aktivity NADP-ME probihala za laboratorni teploty ve 20 ml inkubacni
lazn& obsahujici 8 ml 250 mmol.I"! Tris-HCI pufru (pH 7,4), 2 ml 100 mmol.I" L-
malatu, 2ml 100 mmol.I" MgCl,, 30 mg NADP”, 2 ml 1 mg/ml nitroblue tetrazolium,
50 pl phenazin methosulfatu [24].

3.9.5 Detekce proteini v gelu

Detekce proteind probihala v 1azni obsahujici 2 g Coomassie Brilliant Blue R
250, 0,5 g Coomassie Brilliant Blue G 250, 425 ml ethanolu, 50 ml methanolu, 100 ml
kyseliny octové a 425 ml destilované vody. Poté nasledovalo nékolikandsobné
odbarvovani roztokem obsahujici methanol, kyselinu octovou a redestilovanou vodu v

pomé&ru 25 : 10 : 65.
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4 Vysledky

4.1 Bunéénai lokalizace NADP-ME v listech tabdku

V buné&nych frakcich se NADP-ME vyskytuji v cytoplazmé a/nebo
v chloroplastech [2]. Aby bylo zji$téno, jaka je situace v listech tabaku, byly separovany

chloroplasty a rozpustna cytoplazmatickd frakce postupem uvedenym v kapitole 1.2.1.

V chloroplastech i v cytoplazmatické frakci byla zméfena aktivita PEPC,
enzymu, ktery je cytoplazmaticky a jeho aktivita miize slouzit ke kontrole intaktnosti
pfipravenych chloroplastii. Z tabulky 1 je patrné, Ze aktivita PEPC v pfipravenych
chloroplastech byla velmi nizkd, frakce chloroplasti nebyla tedy kontaminovéna
cytoplazmatickymi proteiny. V téchto frakcich byla také stanovena aktivita NADP-ME
a NAD-MDH. Tabulka 1 dokumentuje, Ze vys§i aktivita NADP-ME je v cytoplazmé,
zatimco tato enzymova aktivita pfitomna také v chloroplastech je nejméné pétkrat nizsi.
V obou frakcich byla zji$téna i aktivita NAD-MDH. V porovnani s aktivitou NADP-ME
a PEPC méla NAD-MDH asi pétkrat vys$si aktivitu v cytoplazmé a tfikrat vyssi aktivitu
v chloroplastech. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 1.

Tabulka 1 Distribuce aktivity nékterych enzymii v bunéénych frakcich tabaku

Aktivita enzymu NADP-ME NAD-MHD PEPC
[umol.min™ ml]

Cytoplazma 0,010 0,049 0,011
Chloroplasty 0,002 0,006 0,001

Aktivita NADP-ME byla také detekovana v gelu po elektroforetické separaci za
nedenaturujicich podminek. Na obrazku 11 je NADP-ME vizualizovan v cytosolové
frakci obarvené nitroblue tetrazolium s fenazin methosulfaitem (11A) a
jodonitrotetrazoliovou violeti s fenazin methosulfitem (11B). Chloroplastova frakce

neni uvedena, nebot’ enzymova aktivita je pfili§ nizka, je pod mezi detekce této metody.
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obr. 11 Detekce aktivity NADP-ME po nativni elektroforéze v 6% polyakrylamidovém
gelu za nedenaturujicich podminek. Detekce NADP-ME v cytoplazmatické
frakci z listh tabaku pomoci jodonitrotetrazoliové violeti s fenazin

methosulfitem (A) a pomoci barvy nitroblue tetrazolium s fenazin
methosulfatem (B).

Intaktni chloroplasty i cytoplazmaticka frakce byly barveny stejnou technikou
jako pii detekci aktivity NADP-ME v gelu po elektroforetické separaci a studovany
mikroskopicky. Detekce NADP-ME v chloroplastech byla provedena pomoci barvy
nitroblue tetrazolium s fenazin methosulfatem, pfi€¢emZ tmavé modra barva na obrazku
(12A) odpovida aktivitt NADP-ME v chloroplastech. Jako kontrola byly pouzity
intaktni chloroplasty na obrazku (12B, C) a rozbité chloroplasty na obrazku (12D).

NADP-ME v cytoplazmé byl detekovan pomoci jodonitrotetrazoliové violeti s

fenazin methosulfitem, ktera poskytuje &ervené zabarveni odpovidajici aktivité NADP-
ME, obrazek (12E). Jako kontrola byla pouZita cytoplazma na obrazku (12F).
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obr. 12 Fazovy kontrast mikrosnimkii (mikroskop Nicon eclipse TE2000-U). ZvétSeni
400 x: detekce NADP-ME v chloroplastech barvou nitroblue tetrazolium
s fenazin methosulfitem (A), intaktni chloroplasty (B), vylity obsah
chloroplastii (D), detekce NADP-ME v cytoplazmé jodonitrotetrazoliovou
violeti s fenazin methosulfitem (E), cytoplazma (F). ZvétSeni 1000x: intaktni
chloroplasty (C)

43



Vysledky

4.2 Izolace NADP-ME z listi tabiku (Nicotina tabacum L.)

Z hornich listi tabdku byl podle izolaéniho postupu uvedeném v kapitole 1.3
ptipraven enzym NADP-ME, jehoZ aktivita byla mé&fena po jednotlivych izola¢nich
krocich. Byla zmé&fena aktivita hrubého extraktu, aktivita NADP-ME
v resuspendovanych sedimentech po sraZeni siranem amonnym, aktivita NADP-ME
ve vzorku po dialyze, aktivita NADP-ME po ionexové chromatografii na sloupci
DEAE-celulosy, aktivita NADP-ME po gelové chromatografii a aktivita NADP-ME po
afinitni chromatografii. Vysledky jsou uvedeny ve form¢ izola¢ni tabulky (Tab. 2).

PN

Aktivita sledovaného enzymu byla jednak vztaZena na jednotku objemu a jednak
na mnoZstvi bilkovin pfitomnych v jednotlivych preparatech, tedy jako specificka
aktivita. MnoZstvi bilkovin bylo stanoveno metodou podle Bradfordové. V kazdém
kroku bylo vypo¢itino celkové mnoZstvi proteinu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2.

4.2.1 Sledovini hodnot aktivity NADP-ME v priub&éhu izola¢niho
postupu

Celkové mnozstvi proteint po jednotlivych izolaénich krocich postupné klesalo
z 160 mg proteinu aZ na 2 mg proteinti (Tab. 2). Naopak specificka aktivita v priibéhu
izolace stoupala. Prvnim krokem byla homogenizace a extrakce listi tabdku. V tomto
vzorku bylo velké mnoZstvi bilkovin a specifickd aktivita byla nizka (Tab. 2). Po
sraZeni siranem amonnym ve frakci do 35% - 65% nasyceni se vyrazné sniZilo mnozstvi
celkovych bilkovin ve vzorku (Tab. 2). Pfi ionexové chromatografii na sloupci DEAE-
celulosy se enzym NADP-ME eluoval gradientem 0 - 0,3 mol. I NaCl. Po ionexové

chromatografii byla zmé&fena absorbance ve v§ech frakcich pti 280 nm.

Ve frakcich, které vykazovaly vysokou absorbanci byla zméfena aktivita NADP-
ME pfi 340 nm. Zavislost absorbance a aktivity NADP-ME na elu¢nim objemu
znazoriiuje obrazek 13. Obrazek 14 dokumentuje prib&h gelové chromatografie.
Chromatograficky vrchol ma zde symetricky priib&h, coZ naznaduje pfitomnost molekul
NADP-ME jedné velikosti, jednd se pravdépodobné o tetramer. Také pti gelové
chromatografii doslo k eluci NADP-ME v jedné frakci (Obr. 14).
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Tabulka 2 Prib&h purifikace NADP-ME z hornich list tabaku. Na jednu
izolaci bylo pouzZito 30 g listd tabaku.

. . mnoZstvi . .
1zola&ni krok aktivita \ celk. aktivita bilkovin specifick aktivita Celkt;vrgt:il::isM
[mmol.min".ml"]  [m] [umol.min™] [mgimi) fumol.min™.mg™] [mg]
Hruby extrakt 0,013 98 1,265 1,63 0,008 160
Siranova frakce 0,145 8 1,161 461 0,032 37
Dialyza 0,161 9.4 1,516 3,77 0,043 35
lonexova
chromatografie 0,019 69 1,335 0,39 0,050 27
Gelova
chromatografie 0,077 9 0,697 1,27 0,061 1
Afinitn{
chromatografie 0,019 7.9 0,153 0,28 0,069 2
- - 0,008
0,6 -
0.5 - + 0,006
E 04- a E
Q 40004 27
o J ) < £
§ 03 2 g
< 021 £
to002 § §
0,1 - ©
0 - - 0.
0 50 100 150 200 250
—RUlt B o pufr B + - pufr B + .
bez 0-300 mmol.l"NaCl 300 mmol.I" NaCl
V (ml)
—e— Absorbance NADP-ME —s— Aktivita NADP-ME

Obr. 13 Separace NADP-ME ionexovou chromatografii na koloné DEAE-celulosy.
NADP-ME byl eluovan linedrnim gradientem NaCl (0 - 300 mmol.I") v pufru B

pritokovou rychlosti 1 ml/min.
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0,8 - -+ 0,030
0.7 1 4 0,025
0,6 w -
40,020 ¥ =
T 0.5 1 a E
£ ‘e
S 0,4 4 + 0,015 g t
= 0,3 £ 3
< 57 10010 §
[}
0,2 4
4 0,005
0.1 - }
0 “ T T Tl T 0,'
0 10 20 30 4 50 60 70
V (mil)
—eo— Absorbance NADP-ME —a— Aktivita NADP-ME

Obr. 14 Separace NADP-ME gelovou chromatografii na kolon& Sephacryl S 300.
NADP-ME byl eluovan pufrem B pritokovou rychlosti 0,1 ml/min.
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+0004 ©
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V (mi)
—e— Absorbance NADP-ME —— Aktivita NADP-ME

Obr. 15 Separace NADP-ME afinitni chromatografii na nosi¢i 2°,5"-ADP-Sepharosy
4B. Eluce pufrem C (tj. pufr bez obsahu Mg?*) je v grafu znézoména Sipkou.
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Dalim izolaénim krokem byla afinitni chromatografie na sloupci 2°,5°-ADP
Sepharosy 4B. Pfi tomto procesu doSlo k vyrazné purifikaci enzymového preparatu,
mnoZstvi celkovych bilkovin znaéné kleslo (Obr. 15, Tab. 2).

Poslednim izola¢nim krokem byla separace NADP-ME gelovou chromatografii
na kolon¢ Superdex 200 HR 10/300 GL (AKTA HPLC systém). Z obrazku
chromatogramu je patrné, Ze NADP-ME byl eluovan 9,5-11,5 ml pufru B priutokovou
rychlosti 0,5 ml/min. jako jeden pik. Vrchol piku byl zaznamenan pfi eluci 10,4 ml
pufru B (Obr. 16.).
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obr. 16 Separace NADP-ME gelovou chromatografii na koloné¢ Superdex 200 HR
10/300 GL (AKTA HPLC systém). NADP-ME byl eluovin pufrem B

pritokovou rychlosti 0,5 ml/min.

4.2.2 Sledovani Cistoty purifikovaného enzymového preparitu
Se vzorkem ziskanym po afinitni chromatografii na sloupci 2°5°ADP Sepharosy

byla provedena elektroforeticka separace v 10% polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
SDS. Po afinitni chromatografii do3lo k velkému naci$téni vzorku. Vizualizace proteint
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byla provedena barvou Coomassie Brilliant Blue R 250 a G 250.

Siln&j§i majoritni prouZek v draze 1 na obrazku 17 o relativni molekulové
hmotnosti 67 000 odpovida proteinu NADP-ME. Slab3i prouZek o niZ§i molekulové
hmotnosti je pravdépodobné kontaminujici protein nebo fragment NADP-ME po
CasteCné degradaci. V draze 2 na obrazku 17 jsou naneseny standardni proteiny o
relativni molekulové hmotnosti 29 000 — 97 000.

87 000
67 000

45 000

29 000

obr. 17 Elektroforeticka separace proteinti v prostiedi SDS v 10% polyakrylamidovém
gelu. Draha 1: vzorek NADP-ME po afinitni chromatografii. Draha 2:
standardni proteiny o relativni molekulové hmotnosti 29 000-97 000

4.3 Kinetické metody

4.3.1 Ur¢eni mechanismu reakce katalyzované NADP-ME

Pro urdeni kinetickych parametri byla zméfena aktivita NADP-ME v reakéni
smési pro pét riznych koncentraci substritu (L-maldtu) a pét riznych koncentraci
druhého substratu (NADP"). V kaZdé sérii méfeni byla zvolena jedna fixni koncentrace
kofaktoru Mg?*(4; 2; 1; 0,5 a 0,4 mmol.I"").
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Mechanismus reakce katalyzované NADP-ME byl uréen zprimamich a
sekundarnich grafi pro jednotlivé kinetické mechanismy a vypoétem zrovnic pro
nasledny kineticky mechanismus a ping-pongovy kineticky mechanismus.
Experimentalni data byla zpracovana nelinearni regresi v programu MS Excel.

F 400

1iv (umol™.min .mg)

50 -ao -1’0 1'0 3'0 50 -1'.0 0:5 1:0 1:5 2:0
1/NADP] (1/mmol.r") 1malkt] (1/mmol.r")

B 45 (c] 400 -
40 4
s 35 o ‘g‘ 30,0
€ 20 4
£ s .E
£ ] > % 20,0
S g . ‘g
H - e 3
2 . 2
5
50 30 «10 10 30 50 -1.0 -0,5 0,0 0,5 10 1,5
14NADP] (1/mmoll™) 1Amalit] (1/mmolr*)
c H
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50 6'0 -1'0 10 30
1/NADP] (1/mmol.I") 1/Imalit] (1/mmolr?)
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Obr. 18 Studium mechanismu reakce katalyzované NADP-ME. Dvojité reciproky graf
zévislosti rychlosti reakce na koncentraci substratu NADP* (A, B, C,D aE) a
L-malétu (F, G, H, I a J) pfi n&kolika fixnich koncentracich Mg**: 4 mmol.I"
(A, F); 2 mmol.I' (B, G); 1 mmol.I"! (C, H); 0,5 mmol.I""(D, ) a
0,4 mmol.I"'(E, J).

Legenda pro graf: A,B,C,D aE

© 16 mmol.1” malst 06 mmol1” malét ® 4 mmol I malst #2 mmol1” malst
o 1mmol1” malat

Legenda pro graf: F, G, H,1aJ:
©0.2 mmol.” NADP 00,1 mmolI* NADP 0,05 mmoll* NADP @004 mmol1*NADP
003 mmol1* NADP

( uvedené koncentrace jsou analytické koncentrace, pro vypocet a vyneseni do
graf byly pouZity volné koncentrace po korekci chelatace Mg** s L-malitem a

Mg** s NADP")
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Z primarnich grafii na obrazku 18 je patrné, Ze se soustava pfimek protina v jednom
bod€¢ bud’ nad ¢i pfimo na horizontdlni ose, coZ je charakteristické pro nasledny
mechanismus dvousubstratové reakce. Charakteristicky diagnosticky rys pro ping-
pongovy mechanismus je série paralelnich pfimek, ktery bylo mozné v tomto ptipadé
vylou¢it. Z primarnich grafii na obrazku 18 a vypoétem pomoci rovnice pro nasledny
kineticky mechanismus dvousubstratové reakce byly ziskany kinetické parametry Vi,

K, K, K4, jejichz hodnoty jsou sumarizovany v tabulce 3.

Tab. 3 Hodnoty kinetickych konstant v pfitomnosti 4; 2; 1; 0,5 a 0,4 mmol.1I"! Mg2+.
Kma je Michaelisova konstanta pro substrast NADP', K,z je Michaelisova

konstanta pro substrat L-malat a K4 je disociatni konstanta pro komplex enzym

— substrat A.

Mg (mmol.l") 4 2 1 0,5 0,4
Vim (#mol.min".mg™) 0,180 0,118 0,096 0,092 0,096
Kma (mmol.I") 0,023 0,019 0,023 0,027 0,018
Kns (mmol.I") 1,490 1,516 1,576 2,400 0,909
Ka (mmol.I") 0,022 0,021 0,021 0,026 0,065

Rozli$eni uspofddaného nasledného a neuspoiddaného nasledného mechanizmu
dvousubstratové reakce katalyzované NADP-ME bylo uréeno vynesenim konstant K’
vii¢i koncentracim substratu L-malatu (Obr.19) nebo NADP" (Obr. 20) pti péti riznych
koncentracich Mg 2* ionti.. Konstanty K’ byly vypo&teny podle vzorct (3), (4) na stran&
36. Z charakteru kfivek na obrazku 19 a 20 byl mechanismus reakce specifikovéan jako
nasledny neuspofadany.
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obr. 19 Nasledny neuspofadany mechanismus reakce katalyzované NADP-ME. Graf
zavislosti K'na koncentraci L-malétu (16, 8, 4, 2 ,1 mmol.I'") pro pét riiznych
koncentraci kofaktoru Mg?*. Legenda grafu: —s— 4 mmol.I’ Mg?, —e— 2
mmollI’ Mg?, & 1 mmoll! Mg*, ——0,5 mmoll’ Mg*”, -« 04

mmol.I'' Mg?*

2,5 7
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obr. 20 Nasledny neuspofddany mechanismus reakce katalyzované NADP-ME. Graf
zavislosti K "na koncentraci NADP" (0,2; 0,05; 0,04; 0,03; 0,02 mmol.l'l) pro pét
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riiznych koncentraci kofaktoru Mg?*. Legenda grafu: —s— 4 mmol.I' Mg”,
—o— 2 mmolLl’ Mg*, & 1 mmoll’ Mg®*, ——0,5 mmol.l’ Mg, ——04
mmol.I" Mg?* (uvedené koncentrace jsou analytické koncentrace, pro vypodet a
vyneseni do graft byly pouZity volné koncentrace po korekci chelatace Mg?*
s L-malitem a Mg?* s NADP")

4.3.2 Sledovani vlivu metaboliti na aktivitu NADP-ME

Pro studium vlivu metabolitii na aktivitu NADP-ME byly vybrany latky, které
1ze zafadit do n&kolika metabolicky vyznamnych skupin. Byly testovany latky zapojené
do citritového cyklu (o-ketoglutarat, sukcinat, fumarat), latky glykolyzy
(fosfoenolpyruvat, glukosa-6-fosfat, 3-fosfoglycerat a pyruvat), nékteré aminokyseliny
strukturné podobné malatu (glutamat, glutamin, aspartat), intermediaty metabolismu
lipida (koenzym A, acetyl-koenzym A, palmitoyl-koenzym A) a makroergické
slou¢eniny (ATP, ADP, GTP).

Z obrazku 21, 22, 23 je patmé, Ze makroergické latky ATP, ADP a GTP mély
inhibi¢ni vliv na aktivitu NADP-ME. Nejsilnéj§im inhibitorem rostlinného NADP-ME
za podminek niZ§i koncentrace L-malatu v reakéni smési (Obr. 22) je ATP a GTP
s nimiZ aktivita NADP-ME klesla na 50 % a 46 %. Aktivita rostlinného NADP-ME se
v pfitomnosti inhibitoru ADP sniZila na 70 %.

Jako slaby inhibitor se choval 3-fosfoglycerat, pyruvat (Obr. 22) a a-ketoglutarat
(Obr. 23) s nimiZ aktivita klesla na 84%, 91% a 95%. Jako slabé aktivatory NADP-ME
pusobily glutamat - 107% (Obr.23) a sukcinat - 109% (Obr 22) Ostatni latky nemély
vyrazny vliv na aktivitu NADP-ME (Obr. 21, 22, 23).
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aspartét
glutamin
glutam 4t
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obr. 21 Vliv vybranych metabolitl na aktivitu NADP-ME z listii tabaku. Metabolity o.-
ketoglutarat, sukcinat, fumarat, pyruvat, fosfoenolpyruvit, glukosa-6-fosfat,
glutamét, glutamin, aspartat, ATP, ADP, GTP byly testovany p¥i 5 mmol.I"
koncentraci. Koenzym A, acetyl-koenzym A, palmitoyl-koenzym A byly
testovany pfi 0,1 mmol.l” koncentraci. Reak&ni sm&s nasycena substraty
obsahuje: 80 mmol.I"" MOPS-20 mmol.I" octan sodny-NaOH pufr (pH 7,4), 16
mmol.I" L-malét, 0,2 mmol.I" NADP* a 4 mmol.I" MgCl, na 1 ml reak&ni
smési. 100% odpovida aktivitt NADP-ME bez pfidavku metabolitu.
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obr. 22 Vliv vybranych metabolitti na aktivita NADP-ME z listd tabaku. Metabolity o-
ketoglutarat, sukcinat, fumarat, pyruvat, fosfoenolpyruvat, glukosa-6-fosfat,
glutamat, glutamin, aspartit, ATP, ADP, GTP byly testovany p¥i 5 mmol.I"
koncentraci. Koenzym A, acetyl-koenzym A, palmitoyl-koenzym A byly
testovany pH 0,1 mmoll’ koncentraci. Reakini sm& obsahujici niZsi
koncentraci L-malétu: 80 mmol.I" MOPS-20 mmol.I" octan sodny-NaOH pufr
(pH 7,4), 2 mmol.I"' L-malat, 0,2 mmol.I"" NADP* a 4 mmol.I"" MgCl, na 1 ml
reakéni smési. 100% odpovida aktivité¢ NADP-ME bez pfidavku metabolitu.

Obdobné chovani latek bylo naméfeno vreakéni smési za podminek niZsi
koncentrace NADP* (Obr. 23) Nejsiln&j$im inhibitorem NADP-ME je ATP, GTP a
ADP. s nimiz aktivita NADP-ME klesla na 51 %, 65 % a 78 %.
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obr. 23 Vliv vybranych metaboliti na aktivitu NADP-ME z list tabaku.
Metabolity o-ketoglutarat, sukcinat, fumarat, pyruvat, fosfoenolpyruvat, glukosa-6-
fosfat, glutamat, glutamin, aspartit, ATP, ADP, GTP byly testovany pfi 5 mmol.I"!
koncentraci. Koenzym A, acetyl-koenzym A, palmitoyl-koenzym A byly testovany pfi
0,1 mmol.I" koncentraci. Reak&ni smés obsahujici niZsi koncentraci NADP*: 80 mmol.I
! MOPS-20 mmol.I" octan sodny-NaOH pufr (pH 7,4), 16 mmol.I" L-malat, 0,05
mmol.I" NADP* a 4 mmol.I"' MgCl, na 1 ml reakéni smési. 100% odpovida aktivité
NADP-ME bez pfidavku metabolitu.

4.3.3 Inhibice NADP-ME makroergickymi komponentami
Vyrazny vliv na aktivim NADP-ME vykazovaly latky ze skupiny

makroergickych slou¢enin ATP, ADP a GTP. Detailni inhibi¢ni studie byla provedena
s inhibitorem GTP.
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Inhibi¢ni konstanty a typ inhibice NADP-ME pro GTP byl urfen wici
substratim L-malatu a NADP" v pFitomnosti dvojmocnych kationtd kovii Mg** nebo
Mn®* jako kofaktorii enzymu. Aktivita NADP-ME byla mé&fena s pé&ti riznymi
koncentracemi substratu (L-malat, NADP") a tfemi riiznymi koncentracemi inhibitoru

GTP.

Graficka analyza typu inhibice a uréeni inhibi¢nich konstant byla provedena
vynesenim experimentalnich dat do dvojité reciprokého grafu dle Lineweavera-Burka,
dle Dixona, dle Hanese—Wolfa, dle Wolfa—Augustinssona-Hoffstecho. Vynesenim
podle Lineweavera — Burka nebylo linearni, koncentraci inhibitoru ovliviiovala tvorba
komplexit mezi GTP a L-malatem a GTP a NADP'. Jestlize byly vypotitany
koncentrace volného GTP pomoci asocia¢nich konstant pro komplex GTP-L-malat a
GTP-NADP" bylo vyneseni podle Lineweavera —Burka linearni. Na molekulu NADP-
ME se tedy vazal pouze volny GTP. Hodnoty inhibi¢nich konstant byly ziskany jednak
ze sckundarnich grafii vynesenim smérnic respektive useki proti koncentracim
inhibitoru a jednak proloZenim experimentalnich dat rovnicemi pro jednotlivé typy
inhibic.

Dvojité reciprokym vynesenim (Obr. 24, 25) zavislosti reakéni rychlosti na
koncentraci NADP® v pfitomnosti tfech riznych koncentraci volného GTP
v pFitomnosti ionti Mg?* (Obr. 24) nebo Mn** (Obr. 25), dolo k protnuti viech kivek
na ose X, coZ znaci nekompetitivni inhibici. Inhibiéni konstanty pro reakci v pfitomnosti

Mg?* iontii a Mn®* jonti jsou uvedeny v tabulce 4.

Detailni inhibi¢ni studie NADP-ME volnym GTP vi€i L-malatu znaci smiSenou
inhibici v pfitomnosti kofaktoru Mg®* (Obr. 26). a Mn** iontii (Obr. 27). V dvojité
reciprokém provedeni grafu se vSechny kfivky stfetly mimo osy grafu v druhém
kvadrantu. Inhibiéni konstanty K. a K;, charakterizujici tento typ inhibice jsou shrmuty
v tabulce 4.
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obr. 24 Dvojit€ reciproké vyneseni dle Lineweavera-Burka. Nekompetitivni
inhibice rostlinného NADP-ME z listii tabdku GTP viiti NADP* v ptitomnosti Mg?*
iontl. Aktivita byla méfena s péti riznymi koncentracemi (0,2; 0,05; 0,04; 0,03 a 0,02
mmol.I'") NADP* a tfemi riznymi koncentracemi volného GTP (pfepogitané
koncentrace volného GTP po korekci chelatace s kofaktorem: 1,086; 0,289; 0,045 a 0
mmol.I"). Legenda grafu: ® bez GTP ® 1 mmol.I" ¢ 2 mmol.I" # 3 mmol.1"
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obr. 25 Dvojité reciproké vyneseni dle Lineweavera-Burka. Nekompetitivni
inhibice rostlinného NADP-ME z listii tabdku GTP vi¢i NADP" v pitomnosti Mn?*
iontl. Aktivita byla méfena s péti riznymi koncentracemi (0,2; 0,05; 0,04; 0,03 a 0,02
mmol.I') NADP* a tfemi riznymi koncentracemi volného GTP (pFepotitana
koncentrace volného GTP po korelaci chelatace s kofaktorem: 0,401; 0,202; 0,104 a 0
mmol.1") Legenda grafu: * bez GTP ¢ 1 mmol.I" # 2 mmol.1" ® 3 mmol.I"
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obr. 26 Dvojité reciproké vyneseni dle Lineweavera-Burka. SmiSend inhibice
rostlinného NADP-ME z listii tabsku GTP vi¢i L-malatu v p¥itomnosti Mg®* ionti.
Aktivita byla mé&fena s péti riznymi koncentracemi (16, 8, 4, 2, 1 mmol.l'l) L-malatu a
tfemi riznymi koncentracemi volného GTP (pfepocitana koncentrace volného GTP po
korekci chelatace s kofaktorem: 1,086; 0,289; 0,045 a 0 mmol.l") Legenda grafu: * bez

GTP ¢ 1 mmol.I" # 2 mmolL.I"! # 3 mmol.l"
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obr. 27 Dvojité reciproké vyneseni dle Lineweavera-Burka. SmiSena inhibice
rostlinného NADP-ME z listii tabiku GTP vii¢i L-maldtu v pfitomnosti Mn* ionti.
Aktivita byla m&¥ena s p&ti riznymi koncentracemi (16, 8, 4, 2, 1 mmol.I") L-malatu a
tfemi riznymi koncentracemi volného GTP. (pfepocitana koncentrace volného GTP po
korekci chelatace s kofaktorem: 0,401; 0,202; 0,104 a 0 mmol.l'l) Legenda grafu: # bez

GTP # 1 mmol.I" ¢ 2 mmollI"! # 3 mmol.l"

Tabulka 4 Inhibi¢ni konstanty a typ inhibice rostlinného NADP-ME z listii tabaku GTP
viti L-malitu nebo NADP* v pFitomnosti Mg”* nebo Mn?* jonti jako
kofaktorti. Inhibi¢ni konstanty jsou uvedeny se smérodatnymi odchylkami.

M gz+ Mn2+
GTP/L-malét SMISENA SMISENA
K [mmol.I"] 0.23 £ 0.08 0.047 £ 0.025
K, [mmol.I'] 1.65+0.32 0.35+0.10
GTP/NADP' NEKOMPETITIVNI  NEKOMPETITIVNI
K; [mmol.I'"] 0.70 £ 0.20 0.23 £ 0.03
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5 Diskuze

NADP-ME je v popfedi zajmu jiZ dlouhou dobu. Cytosolova isoforma tohoto
enzymu byla krystalovana jiZz pfed tficeti lety a byla tedy poznana trojrozmérna
struktura [30]. Rostlinny NADP-ME byl studovéan pfedev§im v souvislosti s objevem Cs4
cesty fixace CO,, kde je tento enzym zodpovédny za dekarboxylaci Etyfuhlikaté
slouéeniny malatu v chloroplastech bunék pochev svazkt cévnich [2, 7]. V poslednich
letech je NAD(P)-ME studovan v rakovinnych burikach a to pfedevsim s jeho kli¢ovou
roli v glutaminolyze a jsou navrhovany inhibitory tohoto enzymu jako mozZna léciva
[29]. Také rostlinny NADP-ME je v popiedi zajmu, a to jako soufdst obranného
systému rostlin proti stresu [8, 66, 52, 57, 61, 62]. Tuto roli pravdépodobné miiZe plnit
jak cytosolova, tak i chloroplastova isoforma, ale nikoliv fotosyntetickd z C4 rostlin.
Vlastnosti nefotosyntetickych isoforem tohoto enzymu vS$ak nejsou dosud dostatené
prozkoumany, aby mohly byt porovnavany s vlastnostmi NADP-ME z Zivo¢isnych
zdroji, pro které je znadma trojrozméma struktura a mechanismus katalyzy.
Nefotosynteticka isoforma je zapojena do odpovédi rostlin na bioticky stres zpiisobeny
virovou infekci [8, 53].Tato prace je pfispévkem k poznéni lokalizace a vlastnosti

NADP-ME z list( tabaku, tedy rostliny ¢asto vyuZivané jako experimentalni.

Informace o lokalizaci NADP-ME z rostlinnych zdroji jsou ziskany bud’ na
zakladé genové sekvence a tedy pfitomnosti pfislu§ného transportniho peptidu [2] nebo
imunochemickou detekci v histologickych fezech. V tenkych fezech z listd tabdku byla
zji$téna pfitomnost NADP-ME v chloroplastech, av§ak touto metodou nelze spolehlivé

urcit pfitomnost v cytoplazmé [38].

Vtéto praci byly separovany chloroplasty a v oddélenych frakcich
chloroplastové a rozpustné cytosolové byla zjisténa aktivita NADP-ME. Detekce
NADP-ME v chloroplastech byla provedena barvou Nitroblue tetrazolium s fenazin
methosulfatem, pfi¢emZ tmavé modra barva na obrazku (12A) odpovida aktivité
NADP-ME v chloroplastech. NADP-ME v cytoplazmé byl detekovan pomoci
jodonitrotetrazoliové violeti s fenazin methosulfatem, ktera poskytuje ¢ervené zabarveni
odpovidajici aktivitt NADP-ME, obrazek (12E). M¢éfenim aktivit NADP-ME
v jednotlivych bunéénych frakcich byla zjisténa distribuce tohoto enzymu. Nejvyssi
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aktivita NADP-ME byla naméfena v cytosolové frakci, zatimco v chloroplastech byla
velmi nizka (Tab. 1, str.41).

Cilem ptedklddané diplomové prace bylo studovat reakéni mechanismus a
regulaci bunéénymi metabolity cytosolové isoformy NADP-ME z listi tabaku. Enzym
musel byt nejdfive pfipraven v purifikované formeé. Purifikace byla provedena postupem
podle Rys$lavé a kol.[38]. Postup izolace NADP-ME se skladal ze ¢tyt separacnich
krokli zahrnujicich precipitaéni metodu (sraZeni siranem amonnym do 55% nasyceni)
jako prvni krok izolace, kterym se vzorek zbavil nerozpustnych soucasti a ¢asti bilkovin
a ze ¢tyf chromatografickych kroku (z ionexové na koloné¢ DEAE-celulosy, z gelové na
nosi¢i Sephacryl S 300, z afinitni chromatografie s 2,5"-ADP-Sepharosy 4B a z gelové
filtrace (s AKTA HPLC systémem). Z chromatogramii je patrné (Obr. 13, 14, 15, 16,
str.45 - 47), ze pfi vSech chromatografickych separacich se NADP-ME eluoval jako
jeden vrchol, coZ naznacuje pfitomnost jedné isoformy. Pfi jedné izolaci bylo ziskéno
pFiblizné 8 ml enzymového preparatu o specifické aktivité 0,069 pmol.min™'.mg™". Tato
specificka aktivita je srovnatelnd snedavno publikovanou vyslednou specifickou
aktivitou rekombinantnich NADP-ME izolovanych z listd Nicotiana tabacum L. [13], je
vSak mnohem niZ8i neZ specifickd aktivita fotosyntetického NADP-ME izolovaného
z list kukufice (30,9 umol.min"'.mg™) a niZ$i nez specificka aktivita z etiolovanych
listd kukufice (1,4 pmol.min’.mg™), zkofenii kukufice (1,4 pmol.min'.mg™) nebo
pienice (0,98 pmol.min"'.mg™) [1]. Specifické aktivita NADP-ME v hlizach brambor je
0,026 pmol.min".mg"a v listech kukufice 0,026 pmol.min"'.mg" [7]. Purifikovany
enzym NADP-ME ze sko¢ce obecného (Ricinus communis) mél specifickou aktivitu

0,613 umol.min"".mg™" [15].

Elektroforetickou separaci v pfitomnosti SDS byla uréena relativni molekulova
hmotnost NADP-ME z listl tabaku odpovidajici 67 000 [38]. Tato relativni molekulova
hmotnost vice odpovidad cytosolové isoformé (65 400) popsané u rekombinantniho
NADP-ME Nicotiana tabacum L. nez rekombinantni chloroplastové isoforme (63 300).
Meéfenim aktivit NADP-ME v jednotlivych bunéénych frakcich (v chloroplastové a
rozpustné cytosolové frakci) byla nejvyssi aktivita zji§téna v cytosolové frakci, zatimco
v chloroplastech byla aktivita velmi nizka (Tab. 1, str. 41). Nativni elektroforéza také

ukazuje na pfitomnost jedné isoformy projevujici se jednim prouzkem, zatimco
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pfitomnost daldi pfipadné isoformy je pod hranici detekovatelnosti této metody (Obr.
11, str. 42). Praci, ve kterych je rostlinny NADP-ME izolovan a charakterizovan
kinetickymi parametry v€etné moZnosti jeho regulace riznymi metabolity, je k dispozici

velmi malo.

Kinetika reakce katalyzované NADP-ME byla studovana metodou po&ate¢nich
rychlosti. Vzdy p#i jedné fixni koncentraci Mg** iontii byla sledovana reakéni rychlost
péti riznych koncentraci prvniho substratu (NADP") spolu spéti riznymi
koncentracemi druhého substratu (L-malatu). Vzhledem k tomu, Ze Mg** ionty tvofi
sNADP' a L-maldtem asociaéni komplexy, bylo nutné analytické koncentrace
redukovat o koncentrace substrati vazané v asociatnich komplexech, nebot' pouze
volné NADP a volny L-malét jsou skute€nymi substraty NADP-ME [25, 13, 27].
Nejdfive byla kinetika reakce katalyzované NADP-ME posuzovana jako tfisubstratova
ve tficeti dvojitych reciprokych vyneseni (vZdy S fixnich koncentraci pro 3 substraty a
viti jak volenému, tak promé&nnému substratu), aviak jeliko? kofaktor Mg** neni
enzymovou reakci pfeménovan, je v literatufe reakce katalyzovana Zivo€isnym NADP-
ME (NAD(P)-ME) klasifikovana jako dvousubstratova reakce Bi-Ter [25, 39, 58]. Tim
bylo moZné sniZit pocet diagnostickych dvojitych reciprokych vynost na deset (Obr. 18,
str 49 - 50) a souasné provést i vypoéty podle rovnic charakterizujici mechanismus
dvousubstratové reakce (mechanismus sekvenéni (1) a ping-pong (2), str. 37).
Nelinearni regresi v programu Excel bylo moZné mechanismus ping-pong vyloucit,

nebot’ se naméfena data shodovala s mechanismem naslednym (Obr. 18, str 49 - 50).

Dal$im diagnostickym vynosem (zavislosti konstanty K'viz metody str. 36 na
koncentraci NADP" &i L-malatu) byl sekvenéni mechanismus specifikovan na nahodny
stejné jako u mitochondidlniho NAD(P)-ME (EC 1.1.1.39) z hlista Ascaris suum [65].
Naopak u NADP-ME (EC 1.1.1.40) z linii lidskych nadorovych bunék rakoviny prsu
[25] a u mitochondridlniho NAD(P)-ME (EC 1.1.1.39) z nadorovych jaternich bunék
byl ur€en sice sekvenéni mechanismus, ale uspofadany [39]. Z toho vyplyva, Ze u
rostlinného NADP-ME z listi tabaku nezaleZi na pofadi vazby substratih (NADP" a L-
mal4tu) na enzym. Mohou se tvofit oba binarni komplexy EA i EB (tzn. enzym-NADP"
i enzym-L-malat) a ternarni komplex muzZe vznikat jak vazbou A na EB, tak vazbou B
na EA [51]. Stanoveny mechanismus pro NADP-ME z listii tabaku: ndhodny sekvencni,

by mozna bylo vhodné ovéfit studiemi inhibic produktem (pyruvatem, NADPH a CO,).
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Avsak napf. pyruvat se neprojevil jako silny inhibitor NADP-ME (Obr. 21, 22, 23, str.
54 - 56).

Byl studovan vliv riznych latek na aktivitu NADP-ME, a to nejen v saturacnich,
ale i subsatura&nich koncentracich obou substrati (NADP" a L-malatu), aby bylo mozné
napf. odhalit kompetici mezi substratem a inhibitorem. Vzhledem k tomu, Ze NADP-
ME je enzym, ktery mize ovliviiovat jak anabolické procesy (napf. poskytovanim
NADPH pro biosyntézu lipidl), tak procesy katabolické (spotfeba energie pfeménou
pyruvatu citratovym cyklem) byly testovany latky 5 zakladnich skupin (meziprodukty
citratového cyklu, latky spojené s lipogenezi, metabolity glykolyzy, nékteré
aminokyseliny a energeticky bohaté latky (Obr. 21, 22, 23, str. 54 - 56). Inhibice
NADP-ME energeticky bohatymi latkami (silnd inhibice GTP, ATP, slabsi ADP) a
velmi slaba inhibice intermediaty glykolyzy naznaduje, Ze funkce rostlinného NADP-
ME by mohla mit souvislost s energetickou bilanci rostliny. Ve studii publikované
v leto$nim roce byla u dvou rekombinantnich isoforem z Nicotiana tabacum L.,
plastidové (Nt-NADP-ME1) a cytosolové (Nt-NADP-ME2), studovana regulace
sukcinatem, fumardtem, aspartitem, oxaloacetdtem, pyruvatem, glukosa-6-fosfatem,
ATP, CoA a acetyl-CoA. Rekombinantni plastidovy Nt-NADP-ME1 byl aktivovan
aspartitem a inhibovan fumaratem, oxaloacetitem, pyruvatem, glukosa-6-fosfatem,
ATP, CoA a acetyl-CoA. Rekombinantni cytosolovy Nt-NADP-ME2 byl aktivovan
CoA a inhibovan viemi ostatnimi testovanymi latkami kromé aspartatu [13]. U téchto
rekombinantnich proteini vSak mohlo dojit k urditym strukturnim, funkénim a
regula¢nim zméndm oproti nativnimu NADP-ME. Na rozdil od Zivo¢isného NAD(P)-

ME [55] nebyly pro NADP-ME rostlinného pivodu provedeny detailni inhibi¢ni studie.

Posledni ¢ast diplomové prace tvoii detailni inhibi¢ni studie NADP-ME, a to
inhibitorem GTP vi&i NADP* a L-malatu v pfitomnosti jak Mg** tak Mn®" ionti.
Diivodem sledovani obou iontd bylo, Ze jak Mg®* tak Mn®* jonty mohou slouzit jako
kofaktory NADP-ME, av$ak zavislost rychlosti reakce na koncentraci jednotlivych
ionti se li§i. Zatimco u Mg®* byla pozorovana zavislost charakterizujici dvé& vazna mista
pro Mg?*, u Mn** ijontt byla nalezena sigmoidalni kinetika s Hillovym koeficientem

ptiblizné 8, naznadujicim aZ 8 vaznych mist pro Mn?* [38].
Nase vysledky ukazuji, Ze regulace nefotosyntetického NADP-ME z listd tabaku
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je odlidna od regulace lidského mitochondridlniho NAD(P)-ME (EC 1.1.1.38). Zatimco
inhibice u této isoformy inhibitorem ATP byla vi¢i jak NADP' tak L-malatu
kompetitivni [55, 56]. Vysledky této diplomové prace ukazuji na nekompetitivni
inhibici NADP-ME inhibitorem GTP vii¢i NADP" a smisenou inhibici vi¢i L-malatu, a
to jak v pfitomnosti Mg®* iontd tak Mn®" jontd (Obr. 24, 25, 26, 27 str. 58 - 61).
Nekompetitivni inhibice ukazuje na vazbu GTP do jiného mista na enzymu, nezZ se vaze
NADP". Pfitomnost dvojmocného iontu kovu (Mg?* & Mn?* iontu) neméla vliv na typ
inhibice, pouze na jeji silu. NiZ§i inhibi¢ni konstanty byly nalezeny pro Mn*" ionty
(Tab. 4, str. 61), coZ mozna souvisi i s vy$§i hodnotou logaritmu asociacni konstanty
(GTP-Mn2+). Dal$im rozdilem je, Ze zatimco NADP-ME z list tabaku nebyl aktivovan
fumaratem, Zivo¢isny NAD(P)-ME jim byl aktivovan allostericky [55, 56]. Zda se tedy,
Ze regulace rostlinného enzymu se li§i od Zivocisného a obzvlast¢ podrobnym

inhibi¢nim studiim by méla byt vénovana vétsi pozornost.
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6 Zavér

1. Nefotosynteticki NADP-dependentni malddehydrogenasa dekarboxylaéni (NADP-
ME) z listli tabaku (Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana, SR1) byla purifikovana
tfemi chromatografickymi metodami na vyslednou specifickou aktivitu 0,069 pmol.

min”.mg™.

2. Byl urden mechanismus dvousubstritové reakce katalyzované NADP-ME jako

sekven¢ni neuspofadany.

3. Byl testovan vliv riiznych metabolitii na aktivitu NADP-ME. Vybrany byly nékteré
latky zapojené do citratového cyklu, do glykolyzy, né&které aminokyseliny,
intermediaty metabolismu lipidii a makroergické slou¢eniny. Jako inhibitory NADP-
ME byly zji§tény makroergické litky (GTP, ATP a ADP), vliv ostatnich latek na
aktivitu NADP-ME nebyl vyznamny.

4. Inhibice NADP-ME makroergickou slou¢eninou GTP byla viéi substratu L-malatu
stanovena jako smiSend, vii&i NADP" jako nekompetitivni, a to jak v pFitomnosti

Mg?*, tak Mn** iontt. Byly stanoveny inhibi¢ni konstanty.

5. Vyss§i aktivita NADP-ME byla zji§t€na v rozpustné cytosolové frakci, niZ3i

v chloroplastech.

67



Pouzita literatura

7 PouZzita literatura

[1.] Drincovich, M. F.; Casati, P.;Andreo, C. S.: FEBS Lett. 490, 1-6 (2001)

[2.] Edwards, G.E.; Andreo, C.S.: Phytochemistry 31, 1845-1857 (1992)

[3.] Xu, Y.; Bhargava, G.; Wu, H.; Loeber, G.; Tong, L.: Structure 7, 877-889 (1999)

[4.] Honda, H.; Akai, H.; Shimada, H.: Gene 243, 85-92 (2000)

[5.] Smeets, K.; Cuypers, A.; Lambrechts, A.; Semane, B.; Hoet, P.; VanLaere, A.;
Vangronsvelt, J.: Plant Physiol. Biochem. 43, 437-444, (2005)

[6.] Maurino, V. G.; Drincovich, M.F.; Andreo, C. S.: Biochem. Mol. Biol. Int. 38, 239-
250 (1996)

[7.] Wedding, R. T.: Plant Physiol. 90, 367-371 (1989)

[8.] Doubnerova, V.; Jiraskova, A.; JanoSkova, M.; Miller, K.; Batkova, P.; Synkova,
H.; Cefovska, N.; Ryslava, H.: Gen. Physiol. Biophys., 26, 281-289 (2007)

[9.] Barthova, J.: Biochemie zakladni kurz, Univerzita Karlova v Praze (1999)

[10.] Bukato, G.; Kochan, Z.; Swierczynsky, J.: Int. J. Biochem.: Cell Biol., 27, 47-54

(1995)

[11.] Chi, W.; Yang, J.; Wu, N.; Zhang, F.: Biosci. Biotechnik. Biochem., 68, 1865-
1874, (2004)

[12.] Loeber, G.; Dworkin, M.B.; Infante, A.; Ahorn, H.: FEBS Lett. 344, 181-186,
(1994)

[13.] Muller, L.G.; Drincovich, M. F.; Andreo, S. C.; Lara, M. V. Plant Cell Physiol. 49,
469-480 (2008)

[14.] Yang, Z.; Zhang, H.; Hung, H.; Kuo, Ch.; Tsai, L.; Yuan, H.; Chou, W.; Chang,
G.; Tong, L.: Protein Sci. 11, 332-341, (2002)

[15.] Leammli, U.K.: Nature 227, 680 — 685 (1970)

[16.] Colombo, S.L.; Andreo, C.S.; Podesta, F.E.: Physiol. Plant. 101, 821-826 (1997)

[17.] Yang, Z.; Zhang, H.; Hung, H. Ch.; Kuo, Ch. Ch.; Tsai, L. Ch.; Yuan, H.S.; Chou,
W.Y.; Chang, G. G.; Tong, L.: Prot. Sci. 11, 332-341, (2002)

[18.] Yang, Z.; Lanks, W. Ch.; Tong, L. Structure 10, 951-960 (2002)

[19.] Wheeler, M.C.G.; Tronconi, M.A.; Drincovich, M.F.; Andreo, C.S.; Fluge, U.L;
Maurino, V.G..:Plant. Physiol. 139, 39-51 (2005)

[20.] Lara, M.V.; Drincovich, M.F.; Miiller, G.L.; Maurino, V.G.; Andreo, C.S.: Plant
Cell Physiol. 46 , 997-1006 (2005)

68



Pouzita literatura

[21.] Iglesias, A.A.; Andreo, C.S.: Plant Physiol. 92, 66-72 (1990)

[22.] Casati, P.; Lara, M.V.; Andreo, C.S.: Plant. Physiol. 123, 1611-1621 (2000)

[23.] Bradford, M.M.: Anal. Biochem. 72, 248-254 (1976)

[24.] Hsu, Y. R,; Lardy, A. H.; Clealend, W. W.; J. Biol. Chem. 242, 5315-5322, (1967)

[25.] Chang, G.G.; Juany, T. M.; Wang, J. K.; Lee, H. J.; Chou, W. Y. and Meng, CH.
L.: Arch. Biochem. Biophys. 296, 468-473, (1992)

[26.] Sun, S. B., Shen, Q. R., Wan, J.M,, Liu, Z. P.: Acta biochem. biophys 35, 423-429
(2003)

[27.] Maurino V.G., Saigo M., Andreo C.S., Drincovich M.F.: Plant Mol. Biol., 45, 409
—420(2001)

[28.] Rothermel, A. B.; Nelson, T.: J. Biol. Chem.. 264 19587-19589 (1989)

[29.] Chang, G.-G.; Wang, J.-K.; Juany, T.-M.; Lee, H.-J.; Chou, W.-Y.; Meng, Ch.-L.:
Eur. J. Biochem. 202, 681-688 (1991)

[30.] Chang, G. G.; Tong, L.: Biochemistry 42, 12722-12732 (2003)

[31.] Vodrazka, Z.: Biochemie [3], Academia Praha (1993)

[32.] Prochazka, S.,Machackova, I., Krehule, J., Sebanek, J. a kol.: Fyziologie rostlin,
Academia Praha (1998)

[33.] Wise, M. E.; Ball, G. E.: Biochemistry 52, 1255-1263 (1964)

[34.] Voet, D., Voetova J. G.: Biochemie, Victoria publishing Praha (1990)

[35.] Bologna, P. F.; Andreo, S.C.; Drincovich, F. M.: Jurnal of Bakteriology 189,
5937-5946 (2007)

[36.] Coleman, L. D.; Kuzava, E. J.: J. Biol. Chem. 266, 21997-22002 (2001)

[37.] Lin, C. R.; Davis, J. E.: J. Biol. Chem.. 249, 3867-3875 (1973)

[38.] Ryslava H., Doubnerova, V., Muller, K.,Batkova, P., Schnablova, R., Liberda, J.,
Synkova, H., Cefovska, N.. Collect. 72, 1420-1434 (2007)

[39.] Teller, J. K.; Fahien, A. L.; Davis, W. J.: J. Biol. Chem.. 267, 10423-10432 (1992)

[40.] Pongratz, L. R.; Kibbey, G. R.; Shhulman, I. G.; Cline, W. G.: 282, 200-207
(2006)

[41.] Drake, L. R.; Parks, C. W.; Thompson, W. E.: J. Biol. Chem. 258, 6008-6010
(1983)

[42.] Yoshimoto, K.;Namakura, T.; Ichihara, A.: The jurnal of Biolog. Chem. 258,
12355-12360 (1983)

[43.] Pongratz, L. R.; Kibbey, G. R.; Shulman, 1. G.; Cline, W. G.: The Jurnal of

Biolog. Chem. 282, 200-207 (2007)

69



Pouzita literatura

[44.] Valderama, R., Corpus, F.J., Carreras, A., Goméz-Rodriguéz, V. M.,Chaki, M.,
Pedrajs, J.R., Frnandéz-Ocana, A., Rio, L.A., Barroso, J.B.:Plant Cell
Environment 29, 1449-1459 (2006)

[45.] Liu,S., Chang, Y., Zhang, X., Guan, Q., Nishiuchi, S, Hase, K., Takano, T.: Plant
Mol. Biol. 64, 49-58 (2007)

[46.] Leblova, S.; Bartlova, J.: Energeticky metabolismus rostlin (Pokro¢ilé ptednaska
z biochemie), Statni pedagogické nakladatekstvi Praha (1970)

[47.] Moreadith, W. R.; Lehninger, L.A.; The Jurnal of Biological Chemistry 259,
6215-6221, (1984)

[48.] McKenna, M. C., Tildon, J. T., Stevenson, J. H., Juany, X., Kingwell, K. G.:
Neurochem. Research 20, 1491-1501, (1995)

[49.] Buchanan, B. B., Gruissem, W., Jones, R. L.: Biochemistry & Molecular Biology

of Plants, American Societly of Plant Physiologists (2002)

[50.] Skorkowski, E. F., Storey, K. B.: J. Chrom. 389, 427-432 (1987)

[51.] Macholan, L.,Bartlova, J., Ku€era, 1., Zelinka, J.: Enzymologie, Statni
pedagogické nakladatekstvi Praha (1983)

[52.] Synkova, H., Valcke, R.: Physiol. Plant. 112, 513-523 (2001)

[53.] Ryslava, H., Muller K., Semoradova, S., Synkova, H., Cefovska, N.:
Photosyntetica 41, 357-363? (2003)

[54.] http://www.cartage.org.lb/en/themes/sciences/BotanicalSciences/Photosynthesis/
Photosynthesis/Photosynthesis.htm 55

[55.] Hsu, W.-Ch., Hung, H.-Ch., Tong, L., Chang, G.-G.: Biochemistry 43, 7382-7390
(2004)

[56.] Hsieh, J-Y; Liu, G-Y;Chang, G-G.;Hung, H-Ch: J. Biol. Chem. 281, 23237-45
(2006)

[57.] Synkova, H., Semoradova, S., Burketova, L.: Plant Cell, Tissue Organ Cult., 79,
169- 176 (2004)

[58.] Aktas, D.F., Cook, P.F..: Biochemistry 47, 2539-46 (2008)

[59.] Frenkel, R.: J. Biol. Chem. 246, 3069-3074 (1971)

[60.] Schaaf, J., Walter, M. H., Hess, D.: Plant Physiol. 108,

[61.] Crecelius, F., Streb, P., Feierabend, J.: J. Exp. Bot. 54 1075-1083 (2003).

[62.] Saher, S., Fernandez-Garcia N., Piqueras, A.,. Hellin, E., Olmos, E.: Plant Physiol.
Biochem. 43 573-582 (2005)

[63.] Marangoni, G. A.: Enzyme kinetics, Department of Food Science University of

70



Pouzita literatura

Guelph (2003)

[64.] Bischvanger, H.: Enzyme kinetice, Wiley-VCH Verlag, Weinheim (2002)

[65.] Coleman, D.E., Rao, G.S., Goldsmith, E. J.,Cook, P. F., Hartus, B. G.:
Biochemistry 41, 6928-38 (2002)

[66.] Doubnerova, V., Muller, K., éumpelové, M., Cefovska, N., Ryslava, H.: Plant Sci.

v tisku

71



