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1. Uvod
1.1. Obecna charakteristika NADP-ME

NADP—dependentni malatdehydrogenasa dekarboxylaéni EC 1.1.1.40, dile jen
NADP-ME, (z angl. malic enzyme).

Je vysoce rozSifeny enzym, piitomny v Zivo¢iSnych a rostlinnych tkanich, také
v prokaryotickych a v eukaryotickych mikroorganismech, kde hraje roli v riiznych
metabolickych drahach. Katalyzuje dekarboxylaci L-malatu za vzniku pyruvatu, oxidu

uhli¢ittho aNADPH (a) [ 1,2 |

(a)

COO ~ -
CI: CIIOO
HO-CH -
H* + |+ naDp+ NADP-ME 6o 4 CO, + NADPH * H*
CH Mg?* |
| 2 CH,
COO
malat pyruvat

Enzym také muze katalyzovat dekarboxylaci oxalacetatu (b) nebo mit funkci

reduktasy a-ketokarboxylové kyseliny (c):

(b) oxalacetat — pyruvat + CO,

(c)  pyruvat + NADPH —  laktat + NADP*

Substratem NADP-ME je malat, koenzymem je NADP" a kofaktory jsou
dvojmocné kationty kovi, jejichZ pitomnost je nezbytna. Uginnymi kofaktory jsou

dvojmocné kationty napf. Mg®*, Mn® [ 2 ].



1.2. Struktura NADP-ME

NADP-ME je protein sloZeny z identickych podjednotek. Napf. u Arabidopsis
thaliana byly popsany 4 isoformy, z nichZ 3 cytosolové maji relativni molekulovou
hmotnost odpovidajici hexameru ¢i oktameru a &tvrta plastidova isoforma se vyskytuje
v rovnovaze tetramer/ dimer [18]. Z mnoha studii vyplyva, Zze NADP-ME je ve formé
tetrameru [2, 4, 9]. V zelenych listech kukufice pak relativni molekulova hmotnost
chloroplastové isoformy odpovida 62 000, stejné jako v listech cukrové titiny[5, 20].
V Aloe arborescent byl popsan NADP-ME o velikosti 65 000 [3], v kosmatci
ktistalovém (Mesembryanthemum crystalinum).ktery je zastupcem CAM rostlin, ma

NADP-ME molekulovou relativni hmotnost 64 000 [1].

V C4 stromu Haloxylon persicum byla popsana chloroplastova isoforma NADP-
ME o velikosti 67 000 [1]. Protein o relativni molekulové hmotnosti 72 000 nalezeny
pouze pomoci protilatek v etiolovanych listech kukufice [5], ve stoncich pSenice [4],
v Ricinus communis [15], € ve vodni rostliné Egeria densa [21], byl pozdé&ji
identifikovan jako Hsp 70 (heat shock protein), ktery interaguje s NADP-ME a byl
mylné povazovan za isoformu [19]. Lidsky NADP-ME pfitomny v cytoplazmé (napt.
bunék kiiZze) a matrixu mitochondrii je homotetramer s relativni molekulovou hmotnosti

jedné podjednotky 64 000 [9].

1.3. Vyskyt NADP-ME

NADP-ME je velmi rozsifeny enzym, pfitomny ve vSech typech rostlin [1].Také
distribuce NADP-ME v riiznych rostlinnych organech je velmi rozmanitd. Tento enzym
byl nalezen v kvétech, plodech, semenech, kofenech a specialnich zésobnich orgéanech,
stejné tak v listech [ 6 ]. Velmi vysoka aktivita chloroplastové isoformy NADP-ME
byla objevena v listech nékterych Cy4 rostlin (nazvanych NADP-ME typy C4 druht) jako
je kukufice, cukrova titina a &irok [1].V listech C4 rostlin hraje hlavni roli pii

fotosyntéze, poskytuje CO, pro Calvintiv cyklus. Nedochazi tak ke ztratdm fotorespiraci

[7]



1.4. Funkce fotosyntetické formy PEPC

vvvvvv

ribulosu—1,5-bisfosfatkarboxylasu/oxygenasu (Rubisko) v redukénim

pentosofosfatovém cyklu [2].

1.4.1. Calviniv cyklus

Calviniv cyklus vyuziva vétSina rostlin a fas. Prvni reakci Calvinova cyklu je
zachyceni anorganického CO;, a jeho zabudovani do struktury organické slouéeniny,
kterou je ribulosa-1,5-bisfosfat (RuBP).Tato reakce je katalyzovana ribulosou-1,5-
bisfosfatkarboxylasou/oxygenasou (Rubisko) vyskytujici se v chloroplastech. Dale
nékolika pfeménami vznika $estiuhlikaty intermediat, ktery se velmi rychle pfeménuje
na dvé molekuly 3-fosfoglyceratu. Podle tohoto stabilniho produktu, tfiuhlikaté
slouceniny, se rostliny vyuzivajici mechanismus Calvinova cyklu nazyvaji rostliny C;.
Fosfolycerat se dale ve dvou krocich preménuje na glyceraldehyd-3-fosfat, coz je
klicova sloucenina Calvinova cyklu.Glyceraldehyd-3-fosfait se né€kolika reakcemi

preméni na glukosu-6-fosfat [ 8 ].

Existuje i jina cesta fixace CO,, ktera vyuziva ¢tyfuhlikaté meziprodukty. Podle
toho se tyto rostliny nazivaji C4 rostliny. Zde je primarnim akceptorem CO;
fosfoenolpyruvat (PEP) a produktem je oxalacetat (OAA), reakci katalyzuje enzym
fosfoenolpyruvatkarboxylasa. Oxalacetat mtze byt metabolizovan dvojim zplsobem,
bud’ na aspartit nebo na malat, podle ¢ehoz se C4 rostliny rozdé€luji na malatové a
aspartatové. Dekarboxylace ¢tyfuhlikatého intermediatu miiZze byt katalyzovana NADP-
dependentni malatdehydrogenasou dekarboxylaéni, NAD-dependentni
malatdehydrogenasou dekarboxylaéni nebo fosfoenolpyruvatkarboxykinasou. CO, pak

vstupuje do Calvinova cyklu [ 8 ].

Dosud bylo objeveno vice nez 100 druhii rostlin vyuzivajicich Cy fixaci CO,.
Jedna se o rostliny Zijici v oblastech s horkym klimatem — v tropech, poustich. Jsou to
predevsim tropické travy, cukrova titina a kukufice.Otazkou je, pro¢ tyto rostliny fixuji
CO; prostiednictvim fosfoenolpyruvatu a vzapéti opét CO, uvolfiuji a vyuZivaji
normélnim zptsobem Calviniv cyklus. Divodem je zvySeni u€innosti fixace CO;

v oblastech s vysokou slune¢ni radiaci, s vysokymi teplotami a omezenou dodavkou



vody. V téchto podminkach je fixace CO; u C4 rostlin vici C; rostlinam ast
dvojnasobna. Jednim z diivodd je i schopnost PEPC vyuzivat niz$i koncentrace CO;,
neZ Rubisko. C4 rostliny jsou vhodné anatomicky uzpisobeny ke své Cinnosti. Mezi
povrchovymi buinikkami epidermu se nachéazeji dvé vrstvy odliSnych bun€k — burky
mezofylové, které fixuji CO, mechanismem C,4 a buriky pochev svazkil cévnich

mechanismem C; [ 8 |.

1.4.2. CAM metabolismus

Je typ asimilace, pfi kterém se uplatiiuji C4 i C; fixacni mechanismy. Pro rostliny
z Celedi tu¢nolistych je charakteristicky rytmus den/noc v obsahu Cj-karboxylovych
kyselin, zejména malatu. Pies noc se hromadi produkt fixace, malat, vznikajici pti Cs-
cesté z OAA a uklada se do vakuol. Ve dne dochazi k jeho dekarboxylaci a uvolnény
CO, vstupuje do Calvinova cyklu. VCAM typu rostlin fixuje atmosfericky kyslik

béhem noci. Béhem nasledujiciho dne je CO; uvolnén jako zdroj uhliku pro Rubisko

[8].

1.5. Rostlinny NADP-ME

Fotosyntetické NADP-ME se nachazeji v C4 rostlinach a to v chloroplastech v
buiikdch pochev cévnich svazki a cytoplazmé CAM rostlin, zatimco nefotosyntetické
NADP-ME, vyskytujici se vriznych rostlinach, jsou bud’ plastidické nebo
cytoplazmatické. U rostlin existuje nékolik isoforem, které lze délit podle ucasti na

fotosyntéze a lokalizaci v bunce[ 1 ]:

1. C41~NADP-ME

Tato isoforma se nachdzi v nékterych C4 rostlinach jako je napiiklad kukufice,
cukrova titina a ¢irok , kde je vyuZivana pro dekarboxylaci malatu v buiikach pochev
cévnich svazkl v chloroplastech. Produkt CO, je fixovan v Rubisko. Tato isoforma byla

nejvice studovana v kukufinych listech.

2. C42-NADP-ME

Je nefotosynteticka isoforma NADP-ME vyskytujici se v plastidech C4 rostlin

byla identifikovana v jednodélozné kukufici a v dvoud€lozné Flaveria bidentis.



V kukufici, byl C42~NADP-ME izolovan z etiolovanych listd a kofent (tj.listy a
kofeny péstované za tmy, bez mozZnosti fotosyntézy). Tento enzym souvisi s obrannou

odpovédi rostliny.

3. Ca3-NADP-ME

V Cs4rostlinach se NADP-ME vyskytuje v cytoplazmé.

4. CAM-NADP-ME

Nékteré CAM rostliny pouzivaji tento cytoplazmaticky NADP-ME spolu
s mitochondrialnim NADP-ME k dekarboxylaci malatu, ktery je uskladnén b&hem
noc¢ni fixace ve vakuolach. Uvolnény CO; pak vstupuje do pentosofosfatového cyklu ve
dne. Je fotosyntetickou formou NADP-ME. Prestoze ma tento enzym analogickou

funkci jako C41)-NADP-ME , tak se oba enzymy lisi v bunécné lokalizaci.

5. CAM;-NADP-ME

Je nefotosynteticka isoforma NADP-ME nalezena v nékterych fakultativnich a
obligatn¢ fakultativnich CAM rostlinach jako je kosmatec kifistalovy (
Mesembryanthemum crystallinum) nebo Aloe arborescenc. Kosmatec kiistalovy
ptechazi z C; metabolismu na CAM pouze v pfipad¢, je-li vystaven solnému stresu Ci

stresu suchem.

6. C31)~-NADP-ME

Je nefotosynteticka isoforma NADP-ME nachazejici se v cytoplazmé né€kterych
C; rostlin jako jsou fazole, topol, grep, rajéata a Apium graveolens. NADP-ME v
tkanich rajéat a grepu byl nalezen v respiraénim fetézci béhem dozravani plodd, kde je

poskytovatelem pyruvatu a/nebo NADPH jako substratu pro respiraci.

7. C30-NADP-ME

Je plastidicka forma NADP-ME vyskytujici se v Cj rostlinach jako jsou ryze,

raj¢ata, ovocné plody [ 1 ].



1.6. Zivotisny NADP-ME

Ve tkanich savci byly popsany tii isoformy NADP-ME. Dvé isoformy jsou
mitochondridlni : NADP-dependentni isoforma (EC 1.1.1.40) a mitochondrialni
isoenzym (EC 1.1.1.39), ktery mize vyuzivat jak NADP" tak i NAD", ale efektivngji
pracuje s NAD". Treti isoforma je cytoplazmaticka (EC 1.1.1.40)[ 9 ].

Cytosolovy NADP-ME je zafazovan mezi lipogenni enzymy, je exprimovan
v jatrech a tukové tkani, kde poskytuje NADPH pro biosyntézu mastnych kyselin
s dlouhym fetézcem a steroidd. Tento enzym miiZze byt indukovan dietou bohatou na

sacharidy [11].

Mitochondrialni NADP-ME (EC 1.1.1.40) se nachazi ve tkanich s nizkou
schopnosti déleni bunék napf. v srdci, svalech a mozku. U cytosolové isoformy NADP-

ME z holubich jater je znama krystalova struktura [13].

2. Cil prace

Cilem této bakalarské prace bylo isolovat rostlinny homogenni enzym NADP-
dependentni malatdehydrogenasu dekarboxyla¢ni (EC 1.1.1.40) ze semen kukufice pro

pfipravu protilatek proti NADP-ME imunizaci kralika.

Zjistit zastoupeni tohoto enzymu v riznych tkanich kapra obecného.



3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Rostlinny material

Kukufice seta (Zea mays)
3.2. Zivo&isny material

Kapr obecny

3.3. Chemikailie

Akrylamid — Sigma, USA, p.a.

ATP — Sigma, USA, 98%

Bradfordovo ¢inidlo — Sigma, USA

Coomassie Briliant Blue R 250, G 250 — Sigma, USA

Dodecylsulfat sodny (SDS) — Serva, Nénecko, p.a.

Dithiothreitol (DDT) - Sigma, USA, p.a.

L-malat -. Sigma, USA, 99%

NADP - Sigma, USA, 96%

N,N,N",N", — tetramethylenethylendiamin (TEMED) — Serva, Némecko, 99%
N,N-methylen-bis-akrylamid — Serva, Némecko, p.a.

Nitroblue tetrazolium chlorid — Sigma, USA, p.a.

Polyvinylpolypyrrolidon (PVP) — Sigma, USA, 99%

Phenazin methosulfat — Sigma, USA, p.a

Standardni proteiny pro SDS elektroforesu o relativni molekové hmotnosti 36 000-
205 000 — Sigma, USA

Tris(hydroxymethyl)aminomethan — Serva, Némecko 99%

Ostatni chemikalie — Lachema, CR



3.4. Pristroje

Analytické vahy 100 A — Denver instrument Company, USA
Spektrofotometr Ultrospec 2100 pro — Amersham Pharmacia Biotech, Anglie
Centrifuga — Hettich, Némecko

Elektroforeticka souprava — Biometra, Némecko

PH metr Ultrabasic UB 10 — Denver instrument Company, USA
Elektromagneticka michacka KMO 2 basic — Labortechnik, Némecko
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3.5. I1zolaéni postup NADP-ME ze semen kukufice

3.5.1. Priprava extraktu

Po homogenizaci (pomoci mixéru) semen kukufice se extrahovalo pfesné zvazené
mnozstvi kukufi¢né moucky (pfiblizn¢ 100 g) s trojndsobnym mnozZstvim chlazeného
extrakéniho pufru A obsahujiciho 100 mmol 1" Tris- HCI (pH 7.8), 1 mmol "' DTT, 1
mmol I"" EDTA, 5 mmol I"' MgCl, 5% glycerol. K homogenatiim byl ptidan 1 g PVP a
poté byly centrifugovany pii 9000 RPM (9400 x g) pii 4°C po dobu 30 minut.
Supernatant byl oznacen jako hruby extrakt.

Po odebrani nékolika Cerstvych kapiich vzorkd ( jikry, jatra, tuk, nervy, svaly,
srdce, zabry) se vzorky homogenizovaly s dvojnasobnym mnoZstvim extrakéniho pufru
A obsahujiciho 100 mM Tris — HCl (pH 7,8). K jaterni tkani byl pfidan pouze
jednonasobek pufru . Mékké tkané a organy byly homogenizovany pomoci tfeci misky,
tvrdé tkané byly homogenizovany pomoci homogenizatoru. Déle, stejnym zpiisobem
byl homogenizovan (ve tfeci misce) s dvojnasobnym mnozstvim pufru vzorek listu
kukufice. Vzorek listu kukufice byl zfedén sedmkrat. Poté byly vzorky centrifugovany
pii 15 000 RPM (16 600 x g) pti 4°C po dobu 15 minut.

3.5.2. Srazeni siranem amonnym

Dle celkového objemu supernatantu ziskaného po prvni centrifugaci byl vzorek
srazen siranem amonnym do 0 — 35% nasyceni. Poté byla provedena opét centrifugace
pti 9000 RPM pii 4°C po dobu 30 minut.

Dale bylo provedeno dle celkového objemu supernatantu dal$i srdZeni siranem
amonnym do 35 — 55% nasyceni. Opét byla provedena centrigugace za stejnych
podminek. Po resuspendaci sedimentii v pufru B byla zméfena aktivita pfi 340 nm

v pétkrat ziedéném vzorku.

3.5.3. Dialyza

Sedimenty ziskané po sraZeni siranem amonnym v rozsahu 35-55% nasyceni byly
resuspendovany na celkovy objem 8 ml pufrem B , ktery obsahoval 25 mmol.I"" Tris-
HCI (pH 7.8), 0,5 mmol.I" DTT; 1 mmol.I"' , EDTA, 5% glycerolu a dialyzovany v 1 1
pufru B pii 4 °C pfes noc.
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3.5.4. lonexova chromatografie

Chromatografie na ménicich iontli neboli ionexova chromatografie je uréena pro
separaci latek nesoucich naboj. Pfi vyméné iont se ionty, které jsou elektrostaticky
vazany k pevnému a chemicky inertnimu podkladu reversibilné vymétiuji za ionty
zroztoku. Afinita iontl k ionexu neni stejna, ale zavisi na velikosti naboje a na

poloméru hydratovaného iontu [ 26 |.

Odsoleny vzorek po dialyze byl aplikovan na sloupec DEAE- celulosy (o velikosti
1,5 x 10 cm) ekvilibrovany pufrem B. Po promyvani pufrem B byla provedena eluce
linearnim gradientem NaCl v pufru B (0-300 mmo.l™") pritokovou rychlosti 1 ml/min.
Ve vsech frakcich byla zméfena absorbance pfi 280 nm a ve vybranych frakcich aktivita
NADP-ME pii 340 nm . Slit¢ aktivni frakce byly sraZeny siranem amonnym do 0 —
80% nasyceni a poté byly centrifugovany pii 9000 RPM pii 4°C po dobu 30 minut.
Sedimenty byly resuspendovany v minimalnim mnozstvi pufru B (100 ul) a aplikovany

na sloupec Sephacrylu S300.

3.5.5. Gelova chromatografie

GPC (z angl Gel permeation chromatography) je metoda déléni latek podle
velikosti a tvaru jejich molekul tzv. molekulové sitovy efekt. Nékdy se uplatiuje i
adsorpce délenych latek na povrchu gelu. Stacionarni faze je tvofena nerozpustnym
inertnim gelem, ktery obsahuje pory. Velké molekuly nemohou proniknout do pora gelu
a jsou unaSeny mobilni fazi. Malé molekuly difunduji do péri gelu a jsou tak
zpomalovany oproti molekulam velkym. Latky se eluuji z kolony podle klesajici

molekulové hmotnosti[ 26 ].

Gelova chromatografie byla provedena na sloupci Sephacrylu S300 (velikost 1,5 x
30 cm). Eluce probihala pufrem B prutokovou rychlosti 0,1 ml/min. V eluovanych
frakcich byla zméfena absorbance pfi 280 nm a stanovena aktivita NADP-ME pii 340

nm.

3.5.6. Afinitni chromatografie

Je specialni metoda izolace biologicky aktivnich latek. VyuzZiva vyjimetné
biologické schopnosti nékterych latek — afinantd, ligandli ¢i afinantnich ligandd —

specificky a reverzibilné vazat jiné latky. Afinant se kovalentni vazbou navaZe na
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vhodny nerozpustny inertni nosi¢. Princip déleni analytd pfi afinitni chromatografii:
kolona se naplni nosi¢em s navazanym afinantem (v naSem piipadé 2°5°'ADP Sepharosa
plisobi jako koenzym NADP® enzymu NADP-ME) [26]. Enzym NADP-ME se
v piitomnosti substratu malatu a kofaktoru Mg”" zachyti, latky bez afinity k pouZitému
afinantu projdou kolonou nezadrzeny. Eluce probihd pufrem, ktery potiebny malat a

Mg”** neobsahuje [23].

Chromatograficka kolona (1 x 8 cm) obsahujici nosi¢ 2°5°ADP Sepharosy byla
ekvilibrovana adsorpénim pufrem , ktery byl tvofen pufrem B s 5Smmol.I"" malatem. Po
aplikaci vzorku, do kterého byl pfidan 5 mmol.I" malat byla kolona opét promyvana
pufrem B s 5 mM malatem. Eluce byla provedena pufrem C ( tj. pufr B bez obsahu
Mg”™) [23]. V eluovanych frakcich byla zmé&fena absorbance pfi 280 nm a poté byla
stanovena aktivita NADP-ME pfi pti 340 nm. NADP-ME aktivni frakce byly slity.

3.6. Méreni enzymové aktivity NADP-ME

Enzymova aktivita NADP-ME v extraktu byla stanovena spektrofotometricky
z rozdilu naméfenych hodnot absorbance pfi 340 nm za dobu 3min. Méfeno bylo na
spektrofotometru Ultrospec 2100 délka kyvety 1 cm, objem reakéni smési 1ml. Reakce

byla vZdy odstartovana pfidanim piisluSného mnozstvi substratu.

Pro stanoveni aktivity enzymu NADP-ME bylo vyuzito reakce, v niZ je malat, za
spotiecby NADP, timto enzymem dekarboxylovan a vznika pyruvat, oxid uhli¢ity a

NADPH. Vznik redukovaného NADPH se projevi vzristem absorbance.

Reak¢ni smés pro stanoveni aktivity NADP-ME obsahovala vzdy 50ul extraktu,
dale: 100 mmol I Tris- HCI pufru (pH 7,4), 10 mmol 1" malat sodny, 2 mmol 1"
MgCl, 0,2 mmol I"' NADP".

3.7. Stanoveni mnozstvi bilkovin

Bilkoviny byly stanoveny metodou Bradfordové, ktera je zaloZena na zméné

absorpéniho maxima ze 465 nm na 595 nm barvy Briliant Blue po vytvofeni komplexu
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s proteinem. MnoZstvi proteini se stanovuje spektrofotometricky pfi 595 nm. Jako

standard byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA) o koncentraci 0,25 - 1,4 mg.ml™ [22].

3.8. Elektroforetické metody

3.8.1. Priprava vzorku pro elektroforetické separace

Pro nativni elektroforézu byly pfipraveny extrakty ztkani a organi kapra
obecného a extrakty listi a semen kukufice. Vzorky byly naneseny po 25 ul ve 20%

sacharose pomoci Hamiltonovy stiikacky.

Pro elektroforézu v SDS prostfedi byl nanesen hruby extrakt i extrakt po dialyze (
pétkrat zfedény) v poméru 1:1 se vzorkovym pufrem, obsahujicim 130mM Tris — HCl
pufr (pH 6,8), 100mM DTT, 70mM SDS, 20% glycerol, 0,005% bromfenolovou modt.
Extrakty po DEAE-ionexové chromatogafii, po gelové chromatografii a po afinitni
chromatografii byly nejdfive srazeny: 200 pl (resp. 300 pl u afinitni chromatografie)
s ledovym ethanolem, poté centrifugovany 15 000 RPM (16 600 x g), 15 min pfi 4°C a
sedimenty byly resuspendovany s 15 ul destilované vody a s 15 pl vzorkového pufru a

poté kvantitativné aplikovany.

3.8.2. Elektroforéza nativni a v SDS prostredi

Nativni elektroforéza byla provedena za ucelem nasledné detekce NADP-ME

enzymu v rostlinnych a Zivoc¢isnych tkanich [10].

Nativni elektroforéza byla provedena v 6% separa¢nim gelu (V = 15 ml), ktery
obsahoval 6% akrylamidu a N,N’-methylen-bis (akrylamid); 3,8 ml 1,5 mmol I"' Tris-
HCI pufru (pH 8.8); 0,15 ml 10% glycerolu; 0,15 ml 10% persiranu amonného a 0,012
ml TEMED.

Dale byl pouzit 3% zaostifovaci gel ( V = 4 ml), ktery obsahoval 3% akrylamid a
N,N’-methylen-bis (akrylamid); 0.5 ml 1 5 mmol "' Tris- HC! pufru (pH 6.8); 0.04 ml
10% glycerolu; 0.008 ml TEMEDU a 0.04 ml 10% persiranu amonného.
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Pouzity elektroforeticky 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 ul vzorku ve 20%
sacharose pomoci Hamiltonovy srtikacky. Elektroforetické déleni nejprve probihalo pti

70 V, po dosaZeni hranice separa¢niho gelu bylo napéti zvySeno na 140 V [10].

SDS elektroforéza byla provedena podle Laemmliho [14 ] v 10% separa¢nim gelu
( V=15 ml), ktery obsahoval 10% akrylamid a N,N’-methylen-bis (akrylamid); 3,8 ml
1,5 mmol "' Tris- HCI pufru (pH 8,8), 10% persiran amonny, 0,006 ml TEMEDU, 0,15
ml 10% SDS.

A v 5% zaostfovacim gelu ( V = 5 ml) obsahujicim 5% akrylamid a N,N'-
methylen-bis (akrylamid); 0,63 ml 1 mmol I' Tris- HCI pufru (pH 6,8); 0,05 ml 10%
SDS; 0,05 ml 10% persiranu amonného a 0,005 ml TEMEDU.

Extrakty a standardni bilkoviny byly povafeny 5 min na vodni lazni, poté byly
davkovany po 10 pl pomoci Hamiltonovy stfikatkou do elektroforetickych jamek.
Elektrodovy pufr obsahoval 18,8 g glycinu, 3 g Tris, 1g SDS v 1000 ml destilované

vody. Elektroforeticka separace probihla pfi stejném napéti jako u nativni elektroforézy.

3.8.3. Detekce aktivity NADP-ME po elektroforéze

Detekce NADP-ME probihala za laboratorni teploty ve 20 ml inkubac¢ni lazné
obsahujici 8 ml 250 mmol . I"" Tris- HCI pufru (pH 7.,4); 2 ml 100 mmol.I" L — malatu;
2ml 100 mmol . 1"' chloridu hote¢natého; 30 mg NADP" ; 2 ml 1 mg/ml nitroblue

tetrazolium ; 50 pl phenazin methosulfate [24].

3.8.4. Detekce proteinii v gelu

Detekce proteint 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. Po dostate¢né vizualizaci nasledovalo
nékolikanasobné odbarvovani roztokem obsahujici methanol, kyselinu octovou a

redestilovanou vodu v poméru 25 :10 :65.
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4. Vysledky

4.1. I1zolace enzymu NADP-ME ze semen kukufFice

Ze semen kukufice byl podle izolaéniho postupu izolovan enzym NADP-ME,
jehoz aktivita byla méfena po jednotlivych izolaénich krocich. Byla tedy zméfena
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 formé izola¢ni tabulky (Tab. 1).

Aktivita sledovaného enzymu byla jednak vyjadfena na jednotku objemu a jednak
na mnozstvi bilkovin pfitomnych v extraktech tedy jako specifick4 aktivita. MnoZstvi
bilkovin bylo stanoveno metodou podle Bradfordové. Obr. 7 znazortiuje kalibraéni
ptimku, podle které bylo uréeno mnozstvi bilkovin ve vzorcich. V kazdém izola¢nim
kroku bylo vypocitano celkové mnozstvi proteinu. Vysledky jsou uvedeny ve formé

tabulky (Tab.1) .

4.2. Sledovani hodnot aktivity NADP-ME v prubéhu izola¢niho postupu

Celkové mnozstvi proteini po jednotlivych izola¢nich krocich postupné klesalo
z 543 mg proteinu az na 1 mg proteint (Tab. 1). Naopak specificka aktivita v pribéhu

izolace stoupala.

Prvnim izolaénim krokem bylo méfeni aktivity v hrubém extraktu ze semen
kukufice.V tomto vzorku bylo velké mnozstvi bilkovin a specificka aktivita byla nizka

(Tab. 1).

Po srazeni siranem amonnym nejdiive do 0-35% nasyceni a poté do 35-65%
nasyceni se vyrazné sniZilo mnoZstvi celkovych bilkovin ve vzorku (Tab. 1). Dal§im
izolaénim krokem byla dialyza. Aktivita vzorku po dialyze byla méfena v pétkrat

zfedéném vzorku.

Pii ionexové chromatografii na sloupci DEAE-celolosy se enzym NADP-ME
eluoval na konci gradientu 0,3 mol. I" NaCl. Po ionexové chromatografii se zméfila

absorbance ve vSech frakcich pfi 280 nm. Ve frakcich, které vykazovaly vysokou
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absorbanci byla zméfena aktivita NADP-ME pii 340 nm. Zavislost absorbance a
aktivity na elu¢nim objemu NADP-ME znazorfiuje graf (Obr. 1 ). Chromatograficky
vrchol ma zde symetricky pribéh, coz nasvédéuje o ptitomnosti jedné isoformy. Také

pii gelové chromatografii doslo k eluci NADP-ME v jedné frakci (Obr. 2).

Poslednim isolatnim krokem byla afinitni chromatografie na sloupci 2'5°ADP

Sepharosy. Pfi tomto procesu doslo k vyraznému nagisténi vzorku, mnoZstvi celkovych
bilkovin zna¢né kleslo (Obr. 3, Tab. 1).

Celkové
Mnozstvi Specificka mnozstvi
Izolaéni krok aktivita )4 celk. aktivita | bilkovin aktivita proteinu
[umol.min’ mi'] | [mi] | [umolmin™] | [mg/ml] | [umol.min".mg"] [mg]
hruby
extrakt 0,023 186 4,200 2,92 0,0077 543
po srazeni 0,339 8,56 2,879 16,25 0,0208 138
po dialyze 0,258 11 2,839 11,60 0,0222 128
po ionexové
chrom. 0,039 40 1,548 1,06 0,0365 42
po gelové
chrom. 0,048 18 0,871 1,08 0,0448 19
po afinitni
chrom. 0,055 9 0,494 0,10 0,5458 1

Tabulka 1: Izola¢ni tabulka enzymu NADP-ME ze semen kukufice pfitomna
v jednotlivych purifika¢nich krocich. Pro jednu isolaci bylo pouzito 100 g kukufi¢né

moucky.
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Obr.1: Separace NADP-ME ionexovou chromatografii na sloupci DEAE-celulosy
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Obr.2: Separace NADP-ME gelovou chromatografii na nosi¢i Sephakryl S300
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Obr.3: Separace NADP-ME afinitni chromatografii na sloupci 2°5° ADP-Sepharosy

4.3. Sledovani obsahu proteinu v pribéhu izolace pomoci elektroforetické separace v

pritomnosti SDS

Se vzorkem hrubého extraktu ze semen kukufice a dal$imi 4 vzorky ziskanymi
béhem jednotlivych izola¢nich krokti byla provedena elektroforeticka separace
v pfitomnosti SDS. Vzhledem k mnoZstvi bilkovin bylo tfeba vzorek po srdZeni siranem
amonnym a nasledné dialyze 5x zfedit, zatimco vzorky po chromatografiich naopak

zakoncentrovat.

Z Obr. 4 je patrné, Ze v hrubém extraktu (drdha 1), vzorku po srdZeni siranem
amonnym a ndsledné dialyze (draha 2), vzorku po ionexové chromatografii (drdha 3) a
ve vzorku po gelové chromatografii (draha 4) je pfitomno mnoho prouzki, coz znaci
vysoky obsah kontaminujicich proteinid. V poslednim izola¢nim kroku doslo k velkému
nacisténi a vzorek po afinitni chromatografii obsahuje pouze jeden prouzek (draha 5).
K ur€eni relativni molekulové hmotnosti proteinu, ktery odpovidd tomuto prouzku byl

pouzit program Elfoman (Obr. 5), podle kterého byla s pomoci standardnich proteind a
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naciSténi a vzorek po afinitni chromatografii obsahuje pouze jeden prouzek (dréha 5).
K uréeni relativni molekulové hmotnosti proteinu, ktery odpovida tomuto prouzku byl
pouzit program Elfoman (Obr. 5), podle kterého byla s pomoci standardnich proteinti a
relativni molekulové pohyblivosti uréena relativni molekulova hmotnost izolovaného

proteinu 65 000.

ST ST 1 2 3 4 5a ST b5&b
205 000——

116 000——
97 000——

84 000——
66 000——

55 000——
45 000—

36 000—— -

e R

29 000

Obr.4: Elektroforeticka separace proteinil v prostfedi SDS v 10% polyakrylamidovém gelu

ST:Standardni proteiny o relativni molekulové hmotnosti 29 000 — 205 000
Draha 1: Vzorek hrubého extraktu semen kukufice (42 pg rozpustnych bilkovin rostlinného
extraktu)
Draha 2: Vzorek po srdZeni siranem amonnym, 35-55% nasyceni a po nasledné dialyze (
39 pg rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu)
Draha 3: Vzorek po ionexové chromatografii na nosi¢i DEAE-celulosy (96 pg rozpustnych
bilkovin rostlinného extraktu)
Draha 4: Vzorek po gelové chromatografii na nosi¢i Sephacryl S300 (188 pg rozpustnych
bilkovin rostlinného extraktu)
Draha 5: Vzorek po afinitni chromatografii na sloupci 2°5°ADP Sepharose 4B
A — NADP-ME aktivni frakce (48 pg rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu)
B — nezachycena frakce (210 pg rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu)
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Obr. 5 :Zjisténi relativni molekulové hmotnosti proteinu ziskaného izolaci. Vyhodnoceni
bylo provedeno po SDS elektroforéze z obr. 4 pomoci programu Elfoman. Cerna
kfivka odpovida standardnim proteinim. Modra kiivka odpovida vzorku NADP-ME
po afinitni chromatografii na sloupci 2°5° ADP-Sepharosy.

4.4. Zjisténi isoenzymového slozeni kukuFi¢ného NADP-ME nativni elektroforézou

V hrubych extraktech zlisti a semen kukufice byl po nativni elektroforéze
specificky detekovan NADP-ME (Obr.6). Ve vzorku z list kukufice (draha 1) je patrny
jeden vyrazny prouzek, ktery svéd¢i o vysoké aktivité NADP-ME a dva slabsi prouzky
s menSi relativni pohyblivosti. Ty by mohly znamenat pfitomnost agregati enzymu
NADP-ME v listech kukufice. V semenech kukufice (draha 2) je patrny pouze jeden

prouzek, pravdépodobné odpovidajici jednomu izoenzymu.
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Obr.6: Detekce aktivity NADP-ME po nativni elektroforéze v 6% polyakrylamidovém

gelu za nativnich podminek

Draha 1: hruby extrakt zlistG kukufice (292 pg rozpustnych bilkovin rostlinného
extraktu)

Draha 2: hruby extrakt ze semen kukufice (58 pg rozpustnych bilkovin rostlinného
extraktu)

22



1,200 -

-_l
o
(=)
(=

1

0,800

0,600 -
y = 0,7828x - 0,0048

0,400

absorbance pfi 595 nm

0,200 -

0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
koncentrace BSA [mg/mi]

0,000

Obr. §: Kalibraéni pfimka pro stanoveni bilkovin metodou podle Bradfordové s pouzitim

standardu BSA o koncentraci 0,25-1,4 mg/ml.
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4.5. Pritomnost Zivo¢iSného NADP-ME v riiznych tkani kapra obecného

Ve tkanich z kapra obecného (jikry, jatra, tuk, nervy, svaly, srdce, Zabry) a ve
srovnavacim vzorku z listu kukufice byla stanovena aktivita NADP-ME, kterd byla
pfepoditana na jednotku objemu vzorku (Obr. 8), vztazena na Cerstvou hmotnost (Obr.
9) a mnozstvi bilkovin, tedy vyjadfena jako specificka aktivita (Obr. 10). Ze vsech
obrazku vyplyva, Ze nejvyssi aktivita Zivoc¢isného NADP-ME byla zji§téna v jatrech a
srdci, v listech kukufice byla aktivita také vysoka. MnozZstvi rozpustnych bilkovin bylo

ve vSech tkanich kromé tukové tkané vyssi nez v kukuftici (Obr.11).
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Obr. 8: Aktivita NADP-ME vztaZzena na jednotku objemu vzorku v jednotlivych
tkanich z kapra obecného a v listech kukufice.
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Obr. 9: Aktivita NADP-ME vztazena na Cerstvou hmotnost vzorku v jednotlivych
tkanich z kapra obecného a v listech kukufice.
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Obr.10: Specificka aktivita NADP-ME v jednotlivych tkanich z kapra obecného a
v listech kukufice.
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Obr.11: MnoZstvi rozpustnych bilkovin v jednotlivych tkanich zkapra obecného a
v listech kukufice.

4.6. Sledovani obsahu proteinu v riznych tkanich kapra obecného

elektroforetickymi metodami

Pfitomnost enzymu NADP-ME v riznych tkanich kapra obecného byla ovéfena
pomoci specifické detekce tohoto enzymu po provedené nativni elektroforéze. Inkubaci
gelu v reak¢éni smési se utvofily dva prouzky: jeden s velmi malou elektroforetickou
pohyblivosti, druhy v rovni prouzku kukufice. U vzorku jiker mél enzym vétsi
pohyblivost. Jak naznacuji Sipky (Obr. 12).

Obsah proteinti ve vzorcich z kapra byl sledovan pomoci SDS elektroforézy (Obr.

13).
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Obr. 12 : Elektroforeticka separace proteint v nativnim prostfedi v 6% PAGE

Draha 1: Vzorek hrubého extraktu z kaptich jiker (74pg rozpustnych bilkovin Zivo¢i$ného
extraktu)

Draha 2: Vzorek hrubého extraktu z tukové tkan€ (34pg rozpustnych bilkovin Zivo¢isného
extraktu)

Draha 3: Vzorek hrubého extraktu ze svalové tkané (88 pg rozpustnych bilkovin Zivo¢isného
extraktu)

Draha 4: Vzorek hrubého extraktu ze srdce (124 pg rozpustnych bilkovin Zivoéisného
extraktu)

Draha S: Vzorek hrubého extraktu z jater (125 pg rozpustnych bilkovin Zivo¢i$ného extraktu)

Driaha 6: Vzorek hrubého extraktu zZaber (115 pg rozpustnych bilkovin Zivoci§ného
extraktu)

Draha 7: Vzorek hrubého extraktu z nervové tkané (78 pg rozpustnych bilkovin Zivoci$ného
extraktu)

Draha 8: Vzorek hrubého extraktu z listu kukufice (36 pg rozpustnych bilkovin rostlinného
extraktu)
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Obr.13 &: Separace vzorku tkani kapra obecnéného elektroforézou v prostiedi SDS v 10%
polyakrylamidovém gelu

ST: Standardni proteiny o relativni molekulové hmotnosti 29 000 — 97 000

Draha 1: Vzorek hrubého extraktu z kaptich jiker (19 pg rozpustnych bilkovin Zivoc€isného
extraktu)

Draha 2: Vzorek hrubého extraktu z tukové tkané (18 pg rozpustnych bilkovin Zivoéisného
extraktu)

Draha 3: Vzorek hrubého extraktu ze svalové tkané (22 pg rozpustnych bilkovin Zivo¢i§ného
extraktu)

Draha 4: Vzorek hrubého extraktu ze srdce (31 pg rozpustnych bilkovin Zivocisného
extraktu)

Draha S: Vzorek hrubého extraktu z jater (32 pg rozpustnych bilkovin Zivo¢i§ného extraktu)

Draha 6: Vzorek hrubého extraktu z Zaber (28 pug rozpustnych bilkovin Zivo¢isného extraktu)

Driha 7: Vzorek hrubého extraktu z nervové tkané (18 pg rozpustnych bilkovin Zivoéisného
extraktu)

Draha 8: Vzorek hrubého extraktu z listu kukutice (9 pg rozpustnych bilkovin rostlinného
extraktu)

28



5. Diskuze

NADP-dependentni malatdehydrogenasa (dekarboxylaé¢ni) EC 1.1.1.40 (NADP-
ME, zangl. malic enzyme) je enzym, ktery se vyskytuje v eukaryotickych i
prokaryotickych mikroorganismech, v rostlinnych i Zivoéisnych buiikach [2]. NADP-
ME se nachazi ve vSech typech rostlin. Nejdilezitéjsi funkce rostlinného NADP-ME
spoCiva predevSim v tom, Ze se poskytovanim CO; u né€kterych C4 rostlin (kukufice,
cukrova titina, ¢irok dvojbarevny) a CAM rostlin (Aloe, kosmatec kiist'alovy) podili na
fotosyntéze [1, 2]. Mezi dal$i funkce, které plni i u C; rostlin, u kterych se na
fotosyntéze nepodili, patti regulace bunééného pH, podil na zrani plodi a obrannych
mechanismech rostlin, pfipadné dalsi anaplerotické funkce [1, 2]. U Zivocichi je
NADP-ME dilezity tim, ze poskytuje NADPH pro lipogenezi. Jeho pfitomnost byla

nalezena v jatrech, tukové tkani, v srdci, svalech a v mozku [9, 11, 12, 13].

Stejné tak u rostlin je vyskyt NADP-ME velmi Siroky. Nachézi se v listech,

stoncich, kvétech, plodech i kofenech [6].

Hlavnim ukolem mé bakalaiské prace byla izolace rostlinného NADP-ME, ktery
by mohl byt dale pouzit pro pfipravu protilatek proti NADP-ME imunizaci kralika.
Jako zdroj enzymu byla pouzita semena kukufice, jelikoZz kukufice patii mezi Cq4
rostliny s NADP-ME typem fotosyntézy. PrestoZze v hrubych extraktech ze semen
kukutice (Tab. 1 ) byla aktivita niz$i neZ v hrubych extraktech z listd kukufice (Obr.
10 ), byla pro izolaci vybrana semena. Divodem je nepfitomnost enzymu Rubisko
v semenech. Naopak v listech je Rubisko majoritnim enzymem a jeho tplna separace je
velmi obtiznd, coz by mohlo znamenat znaénou kontaminaci izolovaného NADP-ME.
Pracovala jsem sjemné rozemletymi semeny v kukufi¢nou moucku, kterou jsem
extrahovala chlazenym extrakénim pufrem, aby nedochazelo ke ztrat¢ aktivity
denaturaci. K izolaci jsem pouzila 4 separaéni kroky zahrnujici precipitacni metodu
(srazeni siranem amonnym z 35-55% nasyceni) jako prvni krok izolace, kterym se
vzorek zbavil nerozpustnych soucasti a ¢asti bilkovin a 3 chromatografické metody
(ionexovou, gelovou a afinitni chromatografii). Z chromatogrami je patrné (Obr. 1, 2,
3), Zze pfi vSech chromatografickych separacich se NADP-ME eluoval jako jeden
symetricky vrchol, coZ naznacuje pfitomnost jedné izoformy. Provedla jsem celkem 3
izolace NADP-ME, pfi ¢emzZ jsem ziskala 27 ml enzymového preparatu o specifické

aktivit¢ 0,548 pmol.min™".mg"', obsah bilkovin byl v jednotlivych izolacich byl okolo
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0,1 mg/ml. Hodnota specifické aktivity NADP-ME zhruba odpovida specifické aktivité
NADP-ME nalezené v izolacnich protokolech v literatufe [15, 16, 17 ]. Naptiklad
purifikovany enzym NADP-ME z Ricinus communis mél specifickou aktivitu 0,613
pmol.min".mg” [15], NADP-ME z plodii rajéete ziskany rovnéZ pomoci 2°5’-ADP
Sepharosy mél specifickou aktivitu 0,51 pmol.min™.mg™ [16]. O néco vy3si aktivitu
mé&l NADP-ME izolovany z listd kukufice (71 pmol.min"'.mg”), aviak poslednim
krokem byla vtomto pfipadé¢ pouze gelova chromatografie [17]. Elekrtoforeticka
separace v pfitomnosti SDS naznacuje Cistotu mnou ziskaného enzymového preparatu
(Obr. 4). Zatimco v hrubém extraktu a po prvnich tfech separa¢nich krocich je ptitomno
mnoho prouzki, které znamenaji pritomnost vétSsiho mnozstvi proteini, po 4.
separacnim kroku — afinitni chromatografii je patrny pouze jeden prouzek, coZ svéd¢i o
Gcinnosti afinitni chromatografie (Obr. 4 draha 5a) a Cistoté¢ ziskaného preparatu.
2’5" ADP-Sepharosa piisobi jako koenzym NADP”, ktery v ptitomnosti substratu malatu
a koenzymu Mg?" afinitné vaze NADP-ME, zatimco viechny ostatni latky, které nemaji
afinitu k NADP" prochézeji nezachycené (Obr 4 draha 5b obsahujici mnoho prouzki).
Eluénim pufrem bez obsahu Mg”* a malatu byl NADP-ME eluovan v jedné frakci, ktera
po elektroforetické separaci obsahovala pouze 1 prouzZek, jehoZ relativni molekulova
hmotnost byla pomoci standardi stanovena na 65 000. To je podobné relativni

molekulové hmotnosti 66 000 zjiSténého u nefotosyntetického enzymu z kukuftice [25].

Nativni elektroforézou s naslednou detekci aktivity NADP-ME byl v hrubém
extraktu ze semen kukufice zjistén jeden prouzek, ktery by odpovidal pfitomnosti jedné
isoformy. Isoforma ze semen kukufice méla nizsi elektroforetickou pohyblivost nez
isoforma pfitomna v hrubém extraktu z listd kukufice, oproti které¢ byla také mén¢

aktivni, coz se projevilo slabsim prouzkem (Obr 6.)

V dalsi ¢asti moji bakalaiské prace jsem se zabyvala ZivoisSnym NADP-ME
z kapra obecného. Z literatury je znamo, Ze se vyskytuje predevsim v jatrech. Napt. byl
NADP-ME izolovan z holubich jater a byla ziskana jeho krystalova struktura [13]. Také
lidsky NADP-ME vstupuje do poptedi zajmu ptedevS§im diky souvislosti se zménou
jeho aktivity v tumorovych burikach [11, 12]. Méfenim aktivity v hrubych extraktech
jsem zjistila pfitomnost NADP-ME v jatrech, srdci, Zabrach, svalové tkani, v jikrach a
také v nervové a tukové tkani kapra obecného (obr.8 ) Nejvyssi aktivita NADP-ME byla
podle pfedpokladu nalezena v jatrech a srdci. Vysledek méfeni aktivity NADP-ME in
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vitro potvrdila 1 specifickd detekce NADP-ME vgelu po provedené nativni
elektroforéze. U vSech vzorki kromé jiker se objevil jeden prouzek s vétsi
elektroforetickou pohyblivosti srovnatelnou s elektroforetickou pohyblivosti NADP-ME
z hrubého extraktu listti kukufice a druhy prouzek s velmi malou pohyblivosti, pfitomny
na zacatku separac¢niho gelu (obr 12 ). To by mohlo souviset bud’ se §patnou schopnosti
hrubych extraktd tkani obsahujicich kontaminujici latky (napf. tuky) elektroforeticky se
délit v nativnim stavu nebo stvorbou agregati NADP-ME. U jiker je patrny jeden
prouzek, ktery je o néco dale od zacatku gelu. Také po SDS elektroforéze denaturujici
vzorek je patrné, Ze nékteré vzorky (napi. vzorek z jater) se nerozdélily v jednotlivé
prouzky (obr.13 ). U jinych vzorka (ze svalové tkan€, ze srdce) je rozdé€leni proteinti
vyhovujici. Prace s Zivo¢isSnym NADP-ME by proto vyZzadovala dalSi optimalizaci

ptipravy vzorki.

Avsak dikaz ptitomnosti enzymu NADP-ME v tkanich kapra, pfedev§im
v jatrech, a to v pomérné vysoké koncentraci (Obr. 11 ) otevira nové moznosti studia

zivodisného NADP-ME v nasi laboratofi.
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6. Zavér
1. Ze semen kukufice jsem pfipravila jsem 27 ml enzymového preparatu obsahujiciho
NADP-ME o specifické aktivité 0,548 pmol.min".mg™.

2. Po elektroforetické separaci v prostfedi SDS bylo patrné, Ze tento enzymovy preparat
obsahuje pouze jeden prouzek odpovidajici podle standardnich proteinti relativni
molekulové hmotnosti 65 000, coZ odpovida proteinu NADP-ME z kukufice.

3. V riiznych tkanich kapra obecného (jatrech, srdci, jikrach, Zabrach, v nervové, tukové
a svalové tkani) jsem méfenim aktivity a specifickou detekci NADP-ME po nativni

elektroforéze zjistila pritomnost enzymu NADP-ME.
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