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1 Uvod

B-Glukosidasy (B-D-glukosid-B-D-glukohydrolasy EC 3.2.1.21) jsou enzymy, které
katalyzuji hydrolytické S$t€peni koncovych, neredukujicich B-D-glukosylovych zbytki
s n4slednym uvoln&nim B-D-glukosy. Vyzna&uji se Sirokou specifitou k p-D-glukosidiim.'

Vyskytuji se prakticky v celém Zivém svété - v bakteriich, houbéch, rostlinach i
ZivotiSich. B-glukosidasy hub, bakterii, ¢lovéka a dvoud&loZnych rostlin byly zatim ve
viech studovanych piipadech glykosylovany, zatimco B-glukosidasy jednodé€loZnych
rostlin nikoli. B-glukosidasy dvoud&loZnych rostlin jsou lokalizovdny na bun&tné sténé
nebo v proteinovych téliscich, zatimco u jednodé€loZnych rostlin byly lokalizovdny
v plastidech. V sav€ich buiikdch je moZné nalézt B-glukosidasy jak v cytosolu jako
rozpustny enzym, tak vlysozémech, kde plsobi kyseld B-glukosidasa

(glukocerebrosidasa), jeji% nedostatek miize vyvolat Gaucherovu chorobu.’

1.1 Mechanismus katalyzy

Mechanismus uéinku jednotlivych glykosidas je obdobny, nejlépe prozkoumani
byla molekula lysozymu. Tento enzym hydrolyzuje B(1—4) glykosidické vazby mezi
kyselinou N-acetylmuramovou a N-acetylglukosaminem, a tim napomah4 $t€pit buné&nou
sténu bakterii.

Reakce je zaloZena na pfemé&né acetilu na poloacetdl (obr. 1). Pokud reakce probiha
bez pfispéni enzymu, jedna se o acetdlovou hydrolyzu katalyzovanou kyselou skupinou,
kterd zahrnuje protonaci reagujictho kyslikového atomu nésledovanou roz$tépenim C-O
vazby. Vysledkem je vytvofeni rezonan¢né stabilizovaného oxoniového iontu. Oxoniovy

kation poté navaZe vodu za vytvofeni poloacetilu a zpétné regenerace kyselé skupiny.
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Obr.1: Mechanismus neenzymové kyselé hydrolyzy acet4lu na poloacetsl *

Mechanismus pilisobeni lysozymu (obr.2), je zaloZen na pfichyceni lysozymu na
Sestiuhlikatou cukernou jednotku bakteridlni stény. Zidlitkovd konformace D-cukerného
zbytku se pfeméni na poloZidlitkovou konformaci kwvilli stereochemickému branéni
skupiny C¢H,OH. Glu35 pfenasi svilj proton na kyslik 1 D-kruhu (jedina polarn{ skupina
v blizkosti), doch4zi k roz§t€peni C1-O1 vazby a vzniku rezonan¢éné stabilizovaného
oxoniového iontu na C1. Ionizovand karboxylova skupina AspS52 pfistupuje a stabilizuje
vznikly oxoniovy ion plsobenim interakce dip6l-dip6l. Dojde k od$té€peni E-kruhu se
zbytkem polysacharidového fetézce a vznikd kationtovy, nekovalentni glykosyl-enzymovy
meziprodukt. Oxoniovy ion navdZe molekulu vody za vzniku produktu a obnoveni

protonovaného Glu35. Enzym poté uvolni D-kruh produktu.’



Obr. 2: Phillipstiv mechanismus reakce katalyzované lysozymem *

1.2 Struktura B-glukosidasy

Porovnanim krystalické struktury a katalytickjch domén né&kolika riznych
glykosidas bylo zji§t€no, Ze B-glukosidasy patii do nadrodiny enzymii, které maji strukturu
osmicetného o/f barelu (obr. 3), s podobnymi aminokyselinami tvoficimi aktivni centrum.
Donorem protonu (viz. 1.1.) je u vSech téchto enzymi glutamét navazany v blizkosti
karboxylového konce B-fetézce 7. Tyto enzymy se také vyznaluji podobnosti v sekvenci

asparagin-glutamét v p-fetézci 4. *

Obr. 3: 3D struktura kyanogenni B-glucosidasy (CBG) z Jetele plazivého (Trifolium
repens). Struktura je zobrazena ve dvou riiznych orientacich. Sekundérni struktura v (a /8)s
barelu je obarvena nisledné: modfe- osm a helixli; oranZov€- osm B konfromaci; Sed4

vlékna —spojenf helixd.



1.3 Funkce rostlinnych p-glukosidas

Rostlinné B-glukosidasy jsou zndmy uZ pies 150 let, kdy byla poprvé popsidna
hydrolyza amygdalinu (kyanogenni glukosid z mandli) emulsinem (B-glukosidasa z madli).
Od té doby byla pfedpové€zena a potvrzena pfitomnost B-glukosidas v mnoha kli¢ovych
fyziologickych procesech rostlin, od funkci spojenych s obranyschopnosti rostlin proti
né€kterym patogenim a byloZravcim, pfes uvolfiovani kumarint, thiokyandtd, terpent a

kyanidu, aZ po hydrolyzu konjugéti rostlinnych hormont. 2

1.3.1 Glukosidy jako latky obranného systému rostlin

Rostliny produkuji celou fadu sekundarnich metabolitd, z nichZz mnohé maji
fungicidni, baktericidni nebo insekticidni vlastnosti. Neé&které =z té€chto latek jsou
produkovény ve zdravych rostlindch v jejich aktivni formé. Jiné, jako kyanogenni
glukosidy, glukosinolaty aj., se vyskytuji v inaktivované konjugované formé, a k jejich

aktivovéani dochézi teprve aZ pti poskozeni pletiva nebo napadenf rostlinnym patogenem. 2

1.3.1.1 Kyanogeneze

Kyanogenni glykosidy (CG) patfi k produktiim sekunddrniho metabolismu rostlin.
Skl4daji se z aglykonu, kterym byvéa zejména a-hydroxynitril a cukerné sloZky (pfevaZné
D-glukosa). Kyanogenni glykosidy se vyskytuji ve velkém mnoZstvi rostlinnych druh, ale
hladinou produkovaného kyanidu se li$i.

Kyanogeneze zahrnuje biosyntézu kyanogennich glykosidd, jejich transport
v rostlindch a odbourdvani za produkce kyanidu.

Biosyntéza CG vychdzi zL-aminokyselin, které jsou hydroxylovany
na N-hydroxylaminokyseliny a pfevedeny na aldoximy a nésledné€ na nitrily. Nitrily j‘sou
hydroxylovédny na a-hydroxynitrily a glykosylovdny za vzniku kyanogennich glykosidi.

Odbourdvani a produkce kyanidu je dvoustupiiovy proces, ve kterém nejdiive
dochézi k deglykosylaci a uvolnéni sacharidu a ve druhém kroku vznik4 aceton a kyanid.
Na obr. 4 je popséno uvoliiovani kyanidu z linamarinu, enzym linamarasa je f3-glukosidasa,

specifick4 pro linamarin.
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Obr. 4: Kyanogeneze z linamarinu ®

CG se podileji vobrannych mechanismech rostlin proti riznym patogenim.
Rostliny jsou, diky jejich zvySené koncentraci, rezistentni proti hmyzim $kidcim, plisnim

a bakterifm.®

1.3.1.2 pB-D-glukosid kyseliny salicylové

Kyselina salicylovd (SA) je jednoduchd chemick4 sloucenina, které hraje dileZitou
signélni roli v rostlinném obranném systému proti patogenim. Bylo zji§t€no, Ze zvySeni
koncentrace endogenni SA koreluje s rezistenci tabdku (Nicotiana tabacum) vi&i viru
tabdkov€é mozaiky a zarovedl sindukci genti spojenych s obranou rostliny jako je
pathogenesis-related protein 1 (PR-1). Po infekci je ¢4st nové vzniklé SA konjugovana na
D-glukosu za vytvofeni salicyl-B-glukosidu. Byla izolovdna B-glukosidasa v buné¢né
sté€né€, kterd uvolfiuje SA z tohoto glukosidu. SA-B-glukosid slouZi jako zdsoba kyseliny
salicylové v rostlin€ (obr. 5). 78

Mechanismus signalizace kyselinou salicylovou spo€iva v jeji schopnosti inhibovat
katalasu, kterd pfeméiuje peroxid vodiku na kyslik a vodu. ZvySend koncentrace
intrabun&ného peroxidu vodiku potom vede kindukci exprese proteind,

napt. PR-1 gend. 78

Obr. 5: Salicyl-2-O-B-glukosid '



1.3.1.3 Dalsi glukosidy jako soudast obranného systému rostlin

4-Hydroxy-7-metoxy-1,4-benzoxazin-3-on (DIMBOA) je derividtem hydroxamové
kyseliny. DIMBOA je velice reaktivni sloudenina, ktera inaktivuje celou fadu enzymi.
V intaktnim kukufi¢ném pletivu a u obilovin se vyskytuje ve form¢ glukosidu (obr. 6).

Slougenina se aktivuje hydrolyzou glykosidické vazby a uvoln&nim D-glukosy. 2

oY
N (o}

o

Obr. 6 : Struktura O-glukosidu DIMBOA 2

Avenakosidy jsou dal$i skupinou l4tek, podilejicich se na obranném systému rostlin
(obr. 7). Jsou to glykosylované slouceniny, které nejsou biologicky aktivni. Pfi poSkozeni
pletiva jsou glukosidasovou aktivitou pifemétiovdny na aktivni saponiny, které se

komplexné v4Zi na membréanové steroly, vytvaFi se p6ry a brani G&inku plisné. >

.\0-_j<—0(o—l) B-o-glc

B-n-gle (142

B-0-gie (14)0
a-R-rha (1 —»4)/

Obr. 7: Zéstupce avenokosidii- Avenakosid A >

Dal3{ skupinou specifickych hydrolys tzv. myrozinas jsou glukosinolaty (glukosidy
hoi¢i¢ného oleje- obr. 8). Jsou to thioglukosidy, vyskytujici se hojné€ v &eledi brukvovitych
(Brassicaceae), ¢i u huseniku rolnitho (Arabidopsis thalliana). Tyto thioglukosidy
odpuzuji byloZravé obratlovce i $kidce z f4du hmyzu.

Mechanismus uvolnéni aktivnich litek z biologicky neaktivnich glukosinolati je
podobny jako u kyanogennich glukosidii. Enzym myrozinasa $t€pi thioglykosidickou
vazbu za uvolnéni D-glukosy. Nestabilni aglykon se miZe déle pfeménit na celou fadu
produktid. VSechny tyto produkty, mezi nimiZ lze nalézt t€kavé isothiokyanéty, thiokyanaty

a organické nitrily, které vykazuji vyrazny antifungicidni charakter. >
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Obr. 8: Struktura glukosinol4tii 2

Flavonoidy jsou polyfenolické slouceniny patfici mezi sekund4drni metabolity
rostlin (obr. 9). Tyto slou€eniny vykazuji silné antioxidaéni vlastnosti a ptisobi také jako
lapade volnych radikdli. Pocdet hydroxyskupin, pfitomnost 2,3-dvojnych vazeb a
ortodifenolickd struktura zvySuji antiradikdlové a antioxidaéni vlastnosti. Glykosylace,
kterd blokuje 3-OH skupinu v C-kruhu, nedostatek hydroxyskupin nebo piitomnost

methoxy skupiny v B-kruhu sniZuji antiradikdlové a antioxida¢ni vlastnosti. °

O.
OH

H 00
oH' H
HO H
H OH
(o] CH.
O/ )

Obr. 9: Ptiklad glukosidu flavonoidi: formononetin glukosid '

1.3.2 Glukosidy rostlinnych hormonu

Rostlinné hormony jsou latky vyskytujici se v rostlinich ve velmi malych
mnoZstvich, které ale ovliviiuji fadu fyziologickych procesi. Zména v koncentraci
hormonu m4 za nésledek celé spektrum vyvojovych procesi v rostlin€, z nichz mnohé
zahrnuji interakce s vné&j$imi faktory.

Z chemického hlediska se jednd o velmi riznorodé slouceniny.
Glykosylace (zejména glukosylace) mé velky vyznam pro regulaci aktivity t&chto

rostlinnych komponent. '!

1.3.2.1 Gibereliny

Gibereliny (GA) patii do skupiny tetracyklickych diterpenti, kterych bylo
v houbéch, mesich, kapradinich a vy38ich rostlinach identifikovano vice neZ 125.
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Gibereliny jsou zapojeny v nejriznéj$ich procesech rostlinného ristu a vyvoje,
pfedevsim pak v procesu kveteni, tvorby plodi a klieni semen.
Regulace jejich aktivity probihd u riznych rostlinnych druhti rizné. VétSinou dojde
k hydroxylaci nékteré z postrannich skupin a fytohormon se inaktivuje. V ptipad€ kukutice
(Zea mays) dochazi k nasledné glukosylaci této hydroxyskupiny a zachovéani neaktivni
formy hormonu (obr.10). Glukosylace je vratnym procesem a slouZi k regulaci mnoZstvi

aktivni a neaktivni fromy giberelind. '

Obr. 10: GAg-2-O-B-glukosid '

1.3.2.2 Kyselina abscisova

Kyselina abscisovd (ABA) je fytohormon, ktery se podili na pfechodu rostlin do
dormance, uplatiiuje se také pfi zrani semen a vyvoji tolerance proti vysuseni.
ABA ma jedno chirdlni centrum na uhliku C1° a v pfirod¢ se vyskytuje pouze ve formé
(S)-enantiomeru.

Glukosylace kyseliny abscisové se v rostlindch uplatiiuje v hojné mife. Dochézi
k nf bud’ na hydroxyskupiné¢ vdzané na C1” za vzniku ABA-1"-O-B-glukosidu nebo na
karboxylové skupiné za vzniku ABA B-glukosylesteru (obr. 11). Tyto konjugéty slouZzi
primarné jako deaktivaéni produkty kyseliny abscisové, ale mohou se také uplatiiovat jako

forma jeji z4soby. !
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H OH

Obr. 11: Nalevo ABA-1°-O-B-glukosid, napravo ABA B-glukosylester '

1.3.2.3 Cytokininy

Cytokininy jsou pomé€mé jednoduché organické slouCeniny vystavéné na zikladé
adeninového skeletu s postrannim isopentenylovym fet€zcem navdzanym na N
aminoskupinu adeninu.

Ve spolupréci s auxinem podporuji bunééné déleni, ovliviiuji diferenciaci bunék a
déleni velkych nediferencovanych buné€k stonku. Cytokininy samy indukuji otevirdni
pruduchi, potladuji auxiny vyvolanou apikilni dominanci a inhibuji stdrnuti rostlinnych
orgéni, zejména listd.

U cytokinini se uplatiiuje dvoji typ glukosylace. Jednim je glukosylace
hydroxylové skupiny postranniho fetézce, kdy vznikaji O-glukosidy a druhym typem je
glukosylace na Ny adeninového kruhu.

O-glukosidy cytokininti (obr. 12) jsou povaZovédny za metabolicky aktivni zdsobni
formu téchto hormonti. Tyto glukosidy jsou také nejhojnéji se vyskytujici forma cytokinint
v rostlinnych pletivech. Z téchto slou¢enin pak po jejich pfesunuti do cilové mista uinku

mohou byt B-glukosidasou jednoduse uvolnény biologicky aktivni formy.

L
.

e e
Obr. 12: Piiklad O-glukosylovaného cytokininu: O-B-glukosylzeatin '’
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N-glukosidy cytokinii (obr. 13) se nachédzeji pouze v né&kterych rostlinich,
naptiklad v fedkvi¢kich (Raphanus sativus L.), kukufici (Zea mays) nebo v tabiku
(Nicotiana tabacum).

Na rozdil od O-glykosidi nejsou biologicky aktivni, pravdépodobné z diivodu rezistence
proti enzymatickému S$tépeni. N-glykosylace zfejmé¢ slouZi ke sniZeni koncentrace

biologicky aktivnich cytokinini jako odpov&d’ na vné&jii podnéty. !

Obr. 13: Piklad N-glykosylovaného cytokininu- 7-B-glukosylzeatin !

1.3.2.4 Auxin

Auxin (indolyoctovd kyselina, IAA) je rostlinny hormon, ktery se vyskytuje
v submikrogramovém mnoZstvi. Uplatiiuje se v mnoha fyziologickych procesech,
napiiklad apikdlni dominanci, tropismii, prodluZovani stonku nebo indukci déleni bun€k
kambia.

Hladina auxini v rostlinich je udrZovéna nékolika procesy. IAA je dopliiovéna
syntézou z L-tryptofanu a netryptofanovych prekurzori a hydrolyzou auxinovych
konjugétl. IAA se inaktivuje riznymi konjugacemi a katabolickymi procesy.

V kukufici je hlavni cestou inaktivace auxinu glukosylace na karboxylové skupiné
postranniho fetézce za vzniku 1-O-(indol-3-acetyl)-B-glukosy (obr.14). Jeji isomery pak
mohou byt zpétné pfeménény na aktivni TIAA pomoci
6-O-IAA-glukosa-hydrolasy.

Obr. 14: 1-O-(indol-3-acetyl)-B-glukosa
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1.3.3 Posttranslacni upravy N-vazanych oligosacharidu v
glykoproteinech

Posttranslaéni dpravy proteind zahrnuji v builkdch celou sérii riznych reakci,
odehrvajicich se vriznych ¢&astech butiky. Prvni &&st dprav se odehrdva
v endoplazmatickém  retikulu a  jejich vysledkem je tvorba prekurzoru
GlcsMang(GlecNAc),-PP-dolicholu  (obr. 15). Tento prekurzor slouZi jako donor
oligosacharidii pro specifické asparaginové zbytky v proteinu. Tento proces probihd
soudasné s translaci.

Druhou ¢&4sti posttranslaénich dprav je odSt€épeni 3 molekul glukosy
z oligosacharidového fetézce pomoci membranovych glukosidas I a II (obr.16) a

n4slednym transportem do Golgiho aparitu, kde slougenina podléh4 dal$im dpravim. '?

Obr. 15: Tvorba prekurzoru GlcsMang(GlcNAc),-PP-dolicholu 13

{Gicly(Man)y{GicNAc),

{Man)g(GlcNAS,
\ 4._ 3 Ta
— —_— g — ois
- n m ] A Golgi
ER lumsen
Dol = Dolichet @ - Manndse

8 = N-Acetyiplucosamine 8 = Glucoge

Obr. 16: Postupné oditépovini glukosovych monomeri pomoci glukosidasy Ia II '3
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1.3.4 Degradace bunéc¢né stény

Hlavni{ sloZkou buné&né stény rostlin je celulosa. B-glukosidasa se podili na $tépeni
oligomert celulosy pfi jejim rozvoliiovani b&hem riistu a dpravdch bun&né stény.

V obilovindich (Poaceae) dileZitou komponentu bun&né stény tvoii
(1-3) a (1—>4)-p-D-glukany. Na depolymeraci (1—3) a (1—4)-B-D-glukant v kli¢icich
obilkéch a na &4ste¢né hydrolyze polysacharidi v prodluZujicich se vegetativnich pletivech
se podili fada glykosid endo- a exo hydrolas.

Na odbourdvdni se podili tfi typy enzymi- (1—3), (1—4)-B-D-glukan
endohydrolasy, které odStépuji tri- a tetrasacharidy s redukujicimi zbytky. Tyto sacharidy
mohou byt dédle degradovany p-D-glukan exohydrolasami nebo (1—4)-B-D-glukan
glukohydrolasami/B-glukosidasami aZ na jednotlivé molekuly glukosy. Proces je zobrazen
na obrézku 17. '

— S ~
(1—3), (1—4)$-D-glukan endohydrolasy étépici velké
endohydrolasy dseky

(1 -3),(1 4)f-D-glukan s velkou

molekulovou hmotnosti
\ 4
(1—3), (1—4)-p-D-glukan
endohydrolasy
g-Dglukan
(1—4)-p-D-glukan oxohydroluy
glukohydrolasy (1—4)p-D-glukan
glultohydrolaq
\
glukosa <

Obr. 17: Enzymatick4 hydrolyza bun&né stény obilovin '
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1.3.5 B-glukosidasy- podil na drevnaténi rostlin

Lignin je druhd nejvice roziifend organickd litka v biosféfe, kterd tvoii hlavni
soucast bunéfnych stén dfevin. Je to komplexni polymer sestévajici se ze tii skoficovych
alkohold. Jednim z nich je koniferol, ktery se mimo lignin akumuluje pfedevs§im v dobé
jarni reaktivace kambia nahosemennych rostlin ve formé¢ glukosidu koniferinu. Systém
skoficovych alkoholi a specifické B-glukosidasy je povaZovdn za kli¢ k lignifikaci
(dfevnaténi). V prubéhu lignifikace dochazi ke $t€peni glykosidické vazby, pfiéemZ volné

skoficové alkoholy polymerujf za vzniku ligninu. >
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1. Literarni pifehled funkce B-glukosidasy v rostlindch
2. Pfiprava emulzinu z mandli
3. Optimalizace méfeni kinetickych parametri p-glukosidasy pro tcely

praktickych cvi€eni z biochemie
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2 Materiil a metody

2.1 Materidl
Mandlova zrna

2.2 Chemikalie
Akrylamid- Sigma, USA

Bradfordovo €inidlo- Sigma, USA

Coomassie Brilliant Blue R,G- Sigma, USA
Dodecylsulfat sodny (SDS)- Serva, Némecko

Fast Blue B- Sigma, USA

Fast Blue BB- Sigma, USA

Fast Red Violet LB- Sigma, USA

p-nitrofenyl- a-D-galaktosid- Sigma, USA
p-nitrofenyl-B-D-galaktosid- Sigma, USA
p-nitrofenyl-pB-D-N-acetylglukosamin- Sigma, USA
p-nitrofenyl-a-D-glukosid- Sigma, USA
p-nitrofenyl-p-D-glukosid- Sigma, USA
p-nitrofenyl-a-D-mannosid- Sigma, USA
Standardni proteiny pro SDS elektroforézu o molekulové hmotnosti 36 000 az 205 000-
Sigma, USA

Ostatni chemik4lie- Lachema, ,CR

2.3 Pufry
0,1 M boréatovy pufr,pH=9

0,1 M citratovy pufr, pH = 4,1
0,1 M citrdtovy pufr, pH =5

2.4 Pristroje
Analytické vdhy 100A- Denver Instrument Company, USA

Centrifuga Jetfich, Némecko

Elektroforetick4 souprava- Biometra, Némecko

pH metr- Denver Instrument Company, USA

Spektrofotometr Ultrospec 2100- Amersham Pharmacia Biotech, Anglie
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2.5 Metody a pracovni postupy

2.5.1 Priprava emulzinu

Mandlové zrna jsem homogenizovala v mixéru, promyla nadbytkem toluenu, aby
doslo k jejich odtu¢néni. Takto upravenou smeés jsem nechala extrahovat pies noc v 1%
roztoku siranu zine¢natého pfi 5°C. Po dvanécti hodin4ch jsem preparét pfefiltrovala pies
géazu. Filtrat jsem vysrdZela 0,2% roztokem taninu. Smés jsem centrifugovala 15 minut pfi
2210 x g. Odstranila jsme sediment a supernatant jsem opét vysréZela, tentokrat 2,9 %
roztokem taninu. Smés jsem znovu centrifugovala 15 minut pfi 2210 x g. Supernatant jsem
odstranila a sediment jsem promyla pfibliZn€¢ 400 ml acetonu. Vzniklou sraZeninu jsem
nechala susit v exik4toru nad koncentrovanou kyselinou sirovou. Po vysuSeni jsem ziskany

emulzin rozdrtila v tfeci misce na prasek.

2.5.1.1 Stanoveni koncentrace proteint v emulzinu

MnoZstvi proteini obsaZenych v emulzinu jsem uréila metodou podle Bradfordové.
Metoda je zaloZena na vzniku modrého komplexu barviva (Coomassie Brilliant Blue R,G)
a proteind rozpusténych ve vzorku, coZ zpisobi zménu absorpéniho maxima z ptivodnich

465 nm na 595 nm.

Pfipravila jsem si roztok emulzinu (60 mg emulzinového prasku rozetfeno se 2 ml
destilované vody a pfefiltrovano pfes filtraCni papir), ktery jsem 8x nafedila. 33,3 pl tohoto
roztoku jsem smichala v mikrozkumavce s 1 ml Bradfordova €inidla. Smés jsem nechala
st4t 20 minut. Poté jsem zméfila absorbanci roztoku na spektrofotometru pfi 595 nm.'®
Vyslednou hodnotu jsem porovnala s kalibra¢ni kfivkou pro hovézi sérovy albumin (BSA)

v koncentraénim rozsahu 0 aZ 1,4 mg/ml.

2.5.2 Princip méreni B-glukosidasové aktivity

B-glukosidasy jsou schopné specificky $t€pit glykosidovou vazbu B-D-glukosidii

podle rovnice:
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Obr. : Stépeni p-nitrofenyl-B-D-glukosidi f-glukosidasou

Reakci Ize sledovat stanovovanim ptiristku n€kterého z produkti. Jako substrat 1ze
pouZit p-nitrofenyl-B-D-glukosid, ktery pfi inkubaci s B-glukosidasou odStépuje
p-nitrofenol, ktery 1ze v alkalickém prostfedi stanovit spektrofotometricky pfi vinové délce
405 nm. Enzymova reakce probiha v kyselém prostiedi, zastavuje se pfidanim bazického
0,1 M borétového pufru o pH 9. Reakéni smés obsahuje 50 pl 0,1 M citradtového pufru o
vhodném pH, 50 pl roztoku substratu o koncentraci 0,4 M a 100 pl roztoku emulzinu

o koncentraci 0,04 mg.ml” . 15

2.5.2.1 Stanoveni aktivit jednotlivych glykosidas obsaZenych v emulzinu

Ptipravila jsem si roztok emulzinu rozetfenim 2 mg praSkového emulzinu ve 2 ml
destilované vody a néslednym piefiltrovanim pfes filtraéni papir. Do mikrozkumavek jsem
napipetovala 50 pl 0,1 M citritového pufru o pH 4,1; 50 pl 0,4 M substrati (p-NP-B-D-
glukosid, p-NP-a-D-glukosid, o-NP-B-D-galaktosid, p-NP-a-D-galaktosid, p-NP-a-D-
mannosid a p-NP- B-N-acetylglukosamin) a 100 pl roztoku emulzinu. Po 10 minutich jsem
enzymové reakce zastavila pfidanim 800 pl 0,1 M bordtového pufru o pH O.

Na spektrofotometru jsem méfila absorbance jednotlivych vzorkt pfi vinové délce 405 nm.

2.5.2.2 Stanoveni mnoZstvi produktu reakce katalyzované p-glukosidasou
v zavislosti na ¢ase

Odvézila jsem 2 mg emulzinu a rozetfela jsem je v tfeci misce se 2 ml destilované
vody. Smés jsem piefiltrovala pies filtratni papir a nafedila 1:25 (100 pl filtratu v 2500 pl
destilované vody). Do mikrozkumavek jsem napipetovala 50 pl 0,1 M citrdtového pufru o
pH 4,1, 50 pl 0,4 M substratu (p-nitrofenyl-p-D-glukosid) a 100 pl roztoku emulzinu.
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Reakce jsem zastavovala postupné po 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 10; 15; 20; 30 a 40 minutich
pfidanim 800 pl 0,1 M boridtového pufru o pH 9. Na spektrofotometru jsem méfila

absorbance vzorki pfi 405 nm.

2.5.2.3 Méfeni zavislosti rychlosti reakce katalyzované p-glukosidasou na
koncentraci substratu

Pfipravila jsem si roztok emulzinu stejnym postupem jako v odstavci 2.5.2.1.
Ptipravila jsem si roztok substratu (p-NP-B-D-glukosid) o koncentraci 0,4 M.

Do mikrozkumavek jsem postupné napipetovala 50 pl 0,1 M citratového pufru o
pH 4,1; 50 pl roztoku substrdtu o koncentraci 0-2,5 mmol.I! a zéh4jila reakci pfidanim
100 pl roztoku emulzinu. Po deseti minutdch jsem reakci zastavila pfidanim 800 pl 0,1 M

boratového pufru o pH 9. Na spektrofotometru jsem méfila absorbance vzorki pfi 405 nm.

2.5.2.4 Stanoveni pH optima B-glukosidasy

Pfipravila jsem si roztok emulzinu stejnym postupem jako v pfedchozich
kapitolach. Déle jsem si pfipravila 12 Mc Ilvanovych pufrt liSicich se pH (2,8; 3,29; 3,97;
4,57, 5,12; 5,71; 5,99; 6,46; 6,61; 6,89; 7,09 a 7,81). Do mikrozkumavek jsem
napipetovala 50 ul téchto 0,1 M pufri, 50 pl 0,4 M substratu (p-NP-B-D-glu) a reakci
zahdjila pfidanim 100 pl roztoku emulzinu. Reakci jsem zastavila po 10 minutdch pfidanim
800 ul 0,1 M boritového pufru o pH 9. Na spektrofotometru jsem zméfila zévislost

absorbanci vzorki na pH roztoku pfi 405 nm.

2.5.2.5 Stanoveni Michaelisovy konstanty a maximalni rychlosti reakce f-
glukosidasy

Pfi tomto pokusu jsem postupovala stejn¢ jako pfi méfeni zavislosti rychlosti
reakce katalyzované B-glukosidasou na koncentraci substritu, ale tentokrat jsem pouZila

0,1 M citrdtovy pufr o pH 5, coZ je optimélni pH pro B-glukosidasu.
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2.5.2.6 MéFeni vlivu glukosy na aktivitu p-glukosidasy

Do mikrozkumavek jsem napipetovala 50 ul 0,1 M citrdtového pufru, 50 pl
substritu (p-NP-B-D-glu) o vysledné koncentraci 1 a 2,5 M a 50 pl roztoku glukosy
o vysledné koncentraci 0, 10, 50 a 100 mM. Reakci jsem zahjila pfidanim 50 pl roztoku
emulzinu o koncentraci 0,04 mg.ml”. Rekce jsem zastavila po deseti minutich pfid4nim
800 ul 0,1 M boritového pufru. Na spektrofotometru jsem zméfila absorbanci vSech
vzorki pfi 405 nm.

2.5.2.7 Stanoveni pH stability p-glukosidasy

Do 12 mikrozkumavek jsem pipetovala 900 ul Mc Ilvanovych 0,1 M pufra o
riznych pH (viz. stanoveni pH optima) a 100 pl roztoku emulzinu (10 mg emulzinového
prasku rozetfeno se 2 ml destilované vody a pfefiltrovano). Takto pfipravenou smés jsem
nechala inkubovat v lednici pfi 8°C.

M¢fila jsem aktivitu enzymu po 5 hodinéch, 5 dnech, 28 dnech a 39 dnech.

Do mikrozkumavek jsem pipetovala 50 pl 0,1 M citratového pufru o pH 5, 50 pl 04 M
roztoku substrdtu a 100 pl inkubovaného roztoku emulzinu. Reakci jsem zastavila
pfiddnim 800 ul 0,1 M boritového pufru o pH 9. Na spektrofotometru jsem méfila

absorbanci vzorkui pfi 405 nm.

2.5.3 Nativni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Elektroforéza je metoda pfi které dochazi k déleni makromolekul (proteind,
nukleovych kyselin, atd.) na zdklad€ jejich velikosti, elektrického néboje a dalSich
fyzikdlnich vlastnosti. Molekuly se pohybuji gelem diky piisobicimu elektrickému poli. 7

Pfi nativni elektroforéze v polyakrylamidovém gelu jsem postupovala podle
Leeho.'® Ptipravila jsem 6 % separaéni gel a 3 % zaostfovaci gel. Pripravila jsem si
vzorek- 10 mg emulzinového prasku jsem rozetfela ve 2 ml destilované vody, pfefiltrovala
a poté jsem odebrala 0,5 ml roztoku emulzinu a pfidala do né&j 0,1 g sacharosy. Do jamek
jsem postupné pipetovala 10, 20 a 30 ul vzorku. Do elektroforetického pufru jsem pfidala

n€kolik kapek bromfenolové modfi, pro detekci ela elektroforézy. Elektroforézu jsem
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zpocétku provadéla pfi napéti zdroje 70 mV. Po dosaZeni hranice separatniho gelu jsem
napéti zvySila na 150 mV a elektroforézu nechala probihat dokud &elo nedos4hlo hranice
gelu. Po ukonceni elektroforézy jsem gel rozfezala na &étyfi dily. Tti dily jsem nechala pil
hodiny inkubovat v citrdtovém pufru o pH 5. Ctvrty dil jsem vloZila do Petriho misky,
pfidala 20 ml 0,1 M citratového pufru o pH 5 obsahujici substrat (24 mg 6-brom-2-naftyl-
B-D-glukopyranosu v 1 ml DMSO) a ptidala 20 mg barviva Fast Blue BB. Prouzky gelu po
inkubaci jsem pfendala do Petriho misek a barveni jsem zopakovala stejnym postupem.
PouZila jsem barvy Fast Blue B, Fast Blue BB a Fast Red Violet LB salt. Po vytvofeni

barevnych prouzki jsem gely uchovala v destilované vodé.

2.5.4 Elektroforéza v prostredi SDS

Elektroforéze v prostfedi SDS je elektroforetickd metoda, kterd vyuZiva déleni latek
pouze na zdklad¢ jejich molekulové hmotnosti a vyuZivd se k déleni proteini. SDS
(dodecylsulfat sodny) je anionaktivni detergent, ktery nese zdporny ndboj. Bilkoviny se
pohybuji v gelu podle velikosti."”

Proteiny se detekuji pomoci barviva Coomassie Brilliant Blue, které vytvafi

s proteiny modry komplex.

Pti SDS elektroforéze jsem postupovala podle Laemmliho.” Vzorek jsem
pfipravila rozpu$ténim 2,5 mg emulzinu ve 100 pl destilované vody a jeho nislednou
centrifugaci 5 minut pfi 16600 x g. 50 ul supernatantu jsem smichala s 50 pl vzorkového
pufru pro SDS elektroforézu. PouZila jsem 3 % zaostfovaci gel a 6 % separatni gel.
Elektroforézu jsem provéadéla pfi napéti zdroje 70 mV, po dosaZeni hranice separaniho
gelu jsem napéti zvySila na 150 mV. Po ukonfeni elektroforézy jsem gely barvila
Coomassie Brilliant Blue, po vytvofeni zfetelnych prouZki jsem gely odbarvila smési

voda, ethanol a kyselina octova v poméru 62:25:10.
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3 Vysledky

3.1 P¥iprava emulzinu

Z 800 g mandli jsem postupem uvedenym v kapitole 2.5.1. ziskala 4,43 g emulzinu.
V tomto preparétu jsem zkoumala mnoZstvi bilkovin podle Bradfordové.'® Porovnanim
s kalibra¢ni kfivkou pro hovézi sérovy albumin (viz. obr.18 ) a néaslednym pifepoctem
na ptuvodni zfedéni vzorku mi vySlo, Ze roztok emulzinu (60 mg emulzinu v 1 ml

destilované vody) obsahuje 9,2 mg/ml proteini, coZ je 15 %.
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Obr. 18: Kalibra¢ni kiivka pro hovézi sérovy albumin

3.2 Stanoveni aktivity glykosidas v emulzinu

Stanovila jsem aktivitu dal§ich glykosidas pfitomnych v emulzinu. Aktivitu (-
glukosidasy, a-glukosidasy, [-galaktosidasy, a-galaktosidasy, o-mannosidasy a f-
hexosaminidasy jsem stanovila za pfitomnosti pfislu$nych p-nitrofenylglykosidi a méfila
absorbanci uvolnéného p-nitrofenylu pfi 405 nm za laboratorni teploty a pH 4,1. Nejveétsi
aktivitu jsem naméfila pro p-glukosidasu, kde aktivita tohoto enzymu vykazuje hodnotu
0,137 pmol . min” na 1 mg emulzinu. Nejmensi aktivitu m4 naopak a-glukosidasa, kde

hodnota aktivity tohoto enzymu je 0,001 pmol . min™. mg™” (viz. obr. 19).
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Obr. 19: Aktivity jednotlivych glykosidas obsaZenych v emulzinu
1... B-glukosidasa, 2...0-glukosidasa, 3... B-galaktosidasa,

4... o-galaktosidasa, 5... a-mannosidasa, 6... B-hexosaminidasa

3.3 Optimalizace stanoveni aktivity p-glukosidasy

3.3.1 Zavislost tvorby produkti reakci katalyzovanych B-glukosidasou
na ¢ase

Sledovala jsem, jak se tvoii mnoZstvi produktu vytvofeného reakci katalyzovanou
B-glukosidasou za 40 minut. Z obr. 20 vyplyv4, Ze za 40 minut trvini reakce je piirustek
produktil linedrn{ a za tuto dobu nedochéazi ke zpomaleni piiristku produktl, coZ souvisi

s nafedénim emulzinu, jeho? koncentrace byla 0,04 mg.ml ™.
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Obr. 20: Zavislost koncentrace p-nitrofenolu na ¢ase

3.3.2 Zavislost rychlosti reakce katalyzované B-glukosidasou na
koncentraci substratu

Pii tomto stanoveni jsem sledovala zévislost rychlosti reakce katalyzované
B-glukosidasou na koncentraci substritu (p-nitrofenyl-f-D-glukosid). Tato z4vislost ma
tvar hyperboly. Ztéto zdvislosti lze zjistit Michaelisovu konstantu odpovidajici
koncentraci substritu, pfi niZ je limitni rychlost reakce polovi¢ni. Hodnota Michaelisovy
konstanty K, pro P-glukosidasu je 5,2 mmol.l"' a maximalni rychlost reakce Vimax
0,22 pmol . min™ . mg'lemulzinu.

V grafech body vyznalené modrymi &tvere€ky odpovidaji naméfenym
experimentdlnim hodnotdm, zelend kfivka vznikla na zéklad¢ vypocitanych hodnot
Michaelisovy konstanty a maximdlni rychlosti reakce nelinedrni regresi rovnice

Michaelis- Mentenové.
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Obr. 21: Z4vislost rychlosti reakce katalyzované B-glukosidasou na koncentraci substritu
(p-NP- B-D-glukosid)

3.3.3 Stanoveni pH optima B-glukosidasy

Rychlost vétSiny enzymatickych reakci z4visi na pH prostfedi, ve kterém jsou tyto
reakce uskutediiovdny. Pfitomto experimentu jsem zkoumala vliv pH na aktivitu
B-glukosidasy. Jak je zfejmé zobr. 22, zivislost m4 tvar zvonu a pH optimum

B-glukosidasy je 5. B-glukosidasa vykazuje 50 % aktivitu jeSté v intervalu pH 4,5 — 6,5.
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Obr. 22: Z4vislost aktivity B-glukosidasy na pH prostiedi

Po ukoncen{ t&€chto méfeni, jsem zjistila vhodné podminky pro dal3i stanoveni.
Jako optimélni dobu reakce pouZivam v dalSich experimentech 10 minut a pH reakéniho
pufru 5.

3.4 Stanoveni Michaelisovy konstanty a maximalni rychlosti reakce p-glukosidasy

Sledovala jsem zdvislost aktivity [B-glukosidasy na koncentraci substritu
v prostiedi jejtho pH optima (pH 5). Michaelisova konstanta K, je v porovnani
s prostfedim o pH 4,1 ni?% a m4 hodnotu 3,2 mmol.I"". Maximélni rychlost reakce Vinax
m4 hodnotu 0,19 pmol . min™' . mg”'emulzinu.
Na obr. 23 oznaluji modré &tverec¢ky naméfené experimentdlni hodnoty a riZova kfivka
vznikla na zdkladé vypocitané hodnoty Michaelisovy konstanty a maximdlni rychlosti

reakce nelinedrni regresi rovnice Michaelis- Mentenové.
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Obr. 23: Z4avislost rychlosti reakce B-glukosidasy na koncentraci substratu

3.5 Vliv glukosy na aktivitu p-glukosidasy

Pfi tomto meéfeni jsem zkoumala vliv rizn¢ koncentrovaného roztoku
D-glukosy (10 mM, 50 mM a 100 mM) na rychlost reakce katalyzované
B-glukosidasou (viz. obr. 24).
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Obr. 24: Vliv glukosy na aktivitu B-glukosidasy
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Z obrazku 24 je patrné, Ze dochézi k inhibici pfi obou pouZitych koncentracich
substritu. Se stoupajici koncentraci glukosy je aktivita p-glukosidasy mensi.

Na zédkladé vyneseni pfevrdcené hodnoty rychlosti reakce katalyzované
B-glukosidasou na koncentraci inhibitoru podle Dixona 2 jsem zjistila inhibiéni konstantu
K; glukosy, kterd ma hodnotu 15,9 mM (obr. 25).

Typ inhibice je pravdépodobné kompetitivni, ale pfesné urdeni typu inhibice a
inhibi¢ni konstanty by vyZadovalo podrobné&;jsi kinetickou studii.

80 -
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o
E 60 |
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£ 50
S 0 —Lineami (2,5
£ mM substrat)
=1 .
3 30 1 e Lineami (1 mM
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2 =
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-50 -30 -10 10 30 50 70 90 110
c/mmol.I"

Obr. 25: Stanoveni inhibi¢ni konstanty podle Dixona

3.6 Stanoveni pH stability p-glukosidasy

Stabilita enzymt z4visi na pH prostfedi ve kterém jsou skladoviny. Méfila jsem
zdvislost aktivity B-glukosidasy na pH prostfedi v priibéhu dvou mésici. Enzym byl
inkubovéan v pH prostfedi od 2,8 do 7,81 a aktivita mé&fena pfi pH optimu. Jak vyplyvé
z obr. 26, nejdiive byla aktivita nejvy3si v okoli pH optima enzymu, ale postupem &asu se
nejvy3Si aktivita posouvala k hodnotdm pH mezi 6 a 6,5. Nejrychleji aktivita klesala
v kyselém prostiedi.
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Obr. 26: Zavislost stability p-glukosidasy na pH prosttedi . Hodnoty
oznafené modrymi kosoétvereCky byly ziskdny po 5 hodindch inkubace, Zlutymi
trojihelnicky po 5 dnech, hnédymi kole¢ky po 28 dnech a riZovymi &tvereCky
po 39 dnech

3.7 Studium isoenzymii B-glukosidasy

Po elektroforetické separaci za nativnich podminek jsem detekovala aktivitu
B-glukosidasy.

Vzorky jsem pipetovala do jamek v mnoZstvi 10, 20 a 30 pl. Pfi detekci aktivity
B-glukosidasy jsem pouZila substrit 6-brom-2-naftyl-B-D-glukopyranosid, ktery
s diazoniovou soli poskytuje nerozpustny komplex. Testovala jsem barvy: Fast Blue B,
Fast Blue BB a Fast Red Violet. V gelu jsou patrné fialové prouzky, coZ znameni, Ze

B-glukosidasa z mandli se vyskytuje ve vice isoformach. Tti jsou vyrazné, maji tedy veétsi
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zastoupeni, jedna  je minoritni. Vysledky dokumentuje obr. 27.

B C

TP wn—— = - g

Obr. 27: Detekce aktivity B-glukosidasy v gelu s pouZitim Fast Blue BB (A), Fast Blue B
(B) a Fast Red Violet (C). Sipky oznauji ptitomnost B-glukosidasové aktivity.

Nejvhodnéjsim barvivem je Fast Blue BB, kdy jsou prouZky nejvice zfetelné.

3.8 Elektroforéza v prostiedi SDS

Pii SDS elektroforéze jsem sledovala proteiny obsaZené vemulzinu. Jak je
ziejmé z obr. 27, emulzin obsahuje velké mnoZstvi proteinii. Majoritni proteiny maji
relativni molekulovou hmotnost 60 kDa. Je moZné, Ze protein o relativni molekulové
hmotnosti 60 kDa odpovidd podjednotce B-glukosidasy. Dobfe patrné jsou proteiny o

relativni molekulové hmotnosti 36-66 kDa.
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Obr. 28: Pritomnost proteinii v emulzinu- pravy prouZek obsahuje standard s proteiny o

molekulové hmotnosti 36-205 kDa, levy proteiny v emulzinu
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4 Diskuze

Emulzin z mandli je b&Znym zdrojem glykosidas. Je velmi dobfe zndm pro sviij
vysoky obsah B-glukosidasy. Ta v mandlovych semenech $té€pi kyanogenni glukosidy
za vzniku kyanovodiku, ktery semena chrén{ pfed patogennimi organismy nebo byloZravci.

Kromé B-glukosidasy obsahuje emulzin je$t¢ daldi glykosidasy jako napiiklad
a-mannosidasu, B-galaktosidasu a B-hexosaminidasu. Jejich mnoZstvi je v3ak proti
B-glukosidase méné neZ tfetinové. a-glukosidasa a a-galaktosidasa se v emulzinu téméf
nevyskytuji (obr. 19).%

Kinetické parametry enzymu B-glukosidasy byly stanoveny za pouZiti substrtu
p-nitrofenyl-B-D-glukosidu. Hodnota Michaelisovy konstanty Kp, byla urena
na 3,2 mmol.I", maximalni rychlost reakce Vs na 0,19 pmol . min™' . mg” emulzinu, co?
odpovid4 1,24 pmol . min"' . mg”’ proteinti. pH optimum B-glukosidasy je 5 a enzym m4
50 % aktivitu v rozmezi pH 4,5-6,5 a vykazuje pomérmn¢ velkou pH stabilitu.

Ziskané vysledky se téméf shoduji s dfive ziskanymi poznatky o B-glukosidase.”!
Za shodnych podminek tj. pfi pouZiti stejného substrdtu a teploty reakce byla hodnota
Michaelisovy konstanty K, stanovena na 2,89 mmol.I" a maximélni rychlost reakce Vmax
na 0,636 pmol . min”' . mg™. pH optimum bylo uréeno na 5,2. %

Hodnota Michaelisovy konstanty je vic¢i p-nitrofenylglukosidu pomé&mé vysoka.
Pfirozené substraty B-glukosidasy jsem nezkoumala a predpokladam, Ze afinita k t€émto
slou¢enindm bude vys3i.

Pfi zkoumaéni vlivu glukosy na rychlost reakce katalyzovanou B-glukosidasou jsem
zjistila, Ze glukosa v niZ8ich koncentracich nem4 na rychlost reakce podstatny vliv. Proto
jsem pracovala s koncentracemi glukosy 10 mM, 50 mM a 100 mM. Po vyneseni z4vislosti
prevracené hodnoty rychlosti reakce na koncentraci glukosy podle Dixona jsem zjistila, Ze
glukosa funguje pravdépodobné jako kompetitivni inhibitor, coZ se shoduje s v minulosti
ziskanymi poznatky. 2! Inhibi¢ni konstantu K; jsem stanovila na 15,9 mmol.I"’, co se ale
neshoduje s dfive ziskanou inhibi¢ni konstantou vynesenim podle Lineweaver-Burka, kterd
m4 hodnotu 210 mmol.I"'. Presn&jii stanoveni K; by vyZadovalo praci s vét$im podtem
koncentraci substritu i glukosy jako inhibitoru.

Pfi nativni elektroforéze se v polyakrylamidovém gelu vytvofily Ctyfi prouZky.
Z ptedchozich studii vyplyv4, %e p-glukosidasa se vyskytuje nejmén& ve 3 isoenzymech.?
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Z elektroforézy v polyakrylamidovém gelu za nativnich podminek nelze jasné urcit, zda se

jednd o jednotlivé isoenzymy, o monomerni jednotky nebo jejich agregaty.

Vzhledem k tomu, Ze B-glukosidasa byla stabilni po dobu 39 dni, jednd se o
enzym vhodny do praktickych cvi€eni zbiochemie. Postupy uvedené pro zji$t€ni
specifické aktivity, pH zavislosti a z4vislosti na koncentraci substrdtu budou souc&ésti
praktickych cvieni z biochemie. Aktivita enzymu je natolik vysokéd, Ze enzym je snadno

detekovatelny pii elektroforéze v polyakrylamidovém gelu za nativnich podminek.
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5 Souhrn

Byla zji$t€na majoritni pfitomnost enzymu B-glukosidasy v emulzinu pfipraveného
z mandli. Ostatni zkoumané glykosidasy jsou v emulzinu zastoupeny v mnohem mensi

mife.

Byly zjistény kinetické parametry enzymu p-glukosidasy. Michaelisova konstanta
K., m4 hodnotu 3,2 mmol.l", limitni rychlost reakce Vpax je 1,24 pmol . min™! . mg'l

proteini. Enzym m4 pH optimum 5.

Glukosa je pravdépodobn€é kompetitivnim inhibitorem reakce katalyzované

B-glukosidasou. Inhibié¢n{ konstanta m4 hodnotu 15,9 mmol.1.

Z elektroforetické separace za nativnich podminek vyplyvd piitomnost vice
isoenzymi. Na elektroforeogramu jsou zfetelné &tyfi prouZky, tfi jsou majoritni a jeden je

minoritni.
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