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ABSTRAKT

Dextransacharasa je enzym, puvodné izolovany z bakterie Leuconostoc
mesenteroides, ktery katalyzuje pienos zbytkii D-glukopyranosylu ze sacharozy do
struktury dextranu, pficemz se uvoliluje fruktosa. Dextran je latka hojné¢ pouzivand v
1ékatstvi jako nahradni koloidni roztok krevni plasmy (plasmaexpander). Vyuziva se i jako
sorbent k separaci molekul v naplihovych kolonach (sephadex). Dextran tvofeny bakterii
leuconostoc garlicum vykazuje relativné vysoky stupenn Cistoty a jeji roztoky vykazuji
relativné nizkou viskozitu. Existuje nékolik moznych metod jak prokazat aktivitu enzymu s
jeho naslednou izolaci. Nekteré tyto postupy jsou studovany v této praci. Enzymova
aktivita Sté€pici sacharosu mize byt prokdzdna metodou na redukujici cukry, kterd vyuziva
kyseliny bicinchoninové. Metoda je zaloZena na detekci médnych iont vzniklych redukci
iontl méd’natych redukujicimi sacharidy pomoci této kyseliny. S vyuzitim této metody
bylo mozno stanovit Michaelisovu konstantu enzymu, Pro ovétfeni identity enzymové
reakce byla vyvinuta metoda na bazi chromatografie na tenké vrstve. Ta slouzi k rozliSeni
jednotlivych redukujicich monosacharid, a tedy k urceni vedlej$iho produktu enzymem
katalyzované reakce. Zjisténa ptitomnost fruktosy v reakéni smési potvrzuje, Ze aktivnim
enzymem je skuteCné dextransacharasa. Zarovenl byla zkoumana i1 moznost detekce
enzymové aktivity metodou zymogramu, tedy identifikace dextranu vytvofeného aktivni
dextransacharasou v gelu po gelové elektroforéze. Tato metoda vSak neposkytla o¢ekavané
vysledky, pravdépodobné proto, Ze dextransacharasa je z podstatné c¢asti vdzdna na
dextran. Byly rovnéZ u€inény pokusy o izolaci a zakoncentrovani dextransacharasy, bylo
vSak dosaZzeno pouze dil¢tho uspéchu metodou frakéniho vysolovani proteinli siranem

amonnym.

Kli¢ova slova: Dextran, dextransacharasa, enzym, Leuconostoc garlicum, aktivita, izolace



ABSTRACT

Dextransucrase is an enzyme izolated from bacterium Leuconostoc garlicum, which
catalyzes the transfer of D-glukopyranosyl from sucrase to dextran structure, while
fructose is released. Dextran is widely used in medicine as a substitute blood
plasma colloid (plasma expander). Dextran can be used as a sorbent for molecular
separation in packet column (sephadex). There are several methods of activity detection
and isolation of the enzyme. Enzyme activity cleaving sucrose can be detected using
assay for reducing sugars, which makes use of bicinchoninic acid. This assay is based on
the bicinchoninic-acid detection of Cu” ions obtained by the reduction of Cu*" ions by
reducing carbohydrates . This method allowed us to determine the Michaelis constant of
the enzyme. To confirm the identity of the enzymatic reaction a method based on thin-
layer chromatography was developed. This method is able to distinguish among different
reducing monosaccharides and thus to determine the byproduct of the enzymatic reaction.
The presence of fructose in the reaction mixture determined this way indicates that the
active enzyme is really dextransucrase. A possibility of detection of the enzyme activity by
the method of zymogram, i.e. identification of dextran produced by the active
dextransucrase in a gel after gel electrophoresis, was studied simultaneously. However, this
method did not bring expected results, likely due to the fact that a substantial part of
dextransucrase is bound to dextran. Attempts were made in order to isolate and concentrate
dextransucrase, but only one method, fraction precipitation by ammonium sulfate, was
partially successful. Here you are, after incubation of the enzyme are sucrose, the fructose
created spots visible, which are freely into solution. Since it is likely that dextransucrase is
bound to the resulting dextran, it is possible to perform the method of zymogram. This
method is based on the detection of dextranu. For the separation and concentration of the
sample are suitable methods such as ammonium sulphate or fractionation gel
chromatography. Chromatography in this case could not be used, due to the low

concentration of the enzyme.

Keywords: Dextran, dextransucrase, enzyme, Leuconostoc garlicum, activity, izolation
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1 DEXTRAN

1.1 HISTORIE

Dextran, byl objeven v roce 1874 némecko-polskym pramyslnikem Karlem
Wilhelmem Scheiblerem. Stalo se to pfi pozorovani zdhadného zhuStovani Stéavy z
cukrové fepy a cukrové titiny. Bylo zjiSténo, ze toto zhuStovani bylo zpiisobeno latkou s
empirickym vzorcem ( C¢H;0Og), kterd ma pozitivni optickou rotaci. V roce 1861 Pasteur
dokézal, ze byl tento sliz mikrobiologického ptivodu a van Tieghem bakterii, ktera toto

zpisobovala, pojmenoval jako Leuconostoc mesenteroides. (1)

V roce 1941 Hehre poprvé ohlasil bezbunécnou syntézu dextranu za
pomoci sacharosy coby substratu. Kratce poté byl enzym, odpovédny za syntézu dextranu,

pojmenovan dextransacharasa. (2)

1.1.1 DEXTRAN 70

V padesatych letech 19. stoleti mlady Svédsky biochemik B. Ingelman zacal na
ustavu biochemie a fyzikélni chemie univerzity v Uppsale, zkoumat polysacharidy a
proteiny ze Stavy cukrové fepy. Objevenim dextranu v této tekutiné se v nasledujicich

letech rozjela série zkoumani polysacharidu. (3)

Ke konci roku 1942 se k Ingelmanovi pfipojil A. Gronwall a oba nadale zkoumali
tuberculin (extrakt z patogenni bakterie Mycobacetrium tuberculosis). V té dobé bylo
znacn¢ usili vénovano vyzkumu lyofilizace krevni plasmy pro vojenskou medicinu. Az po
nékolika mésicich narazili na myslenku, Ze by se hydrolyzovany dextran mohl pouzivat
jako nahraZzka plazmy. Po dalSich procesech, jako je ¢aste¢na hydrolyza, frakcionace a
dalsich rozsahlych biologickych vyzkumi se Svédska farmaceuticka spole¢nost o nékolik
mésict pozd¢€ji rozhodla, ze zafinancuje tento projekt. Rok na to byly zahajeny, pod
vedenim lékafe G. Bohmanssona, rozsahlé klinické testy. Dextran byl v té¢ dobé Cerpan z
bakterie Leuconostoc mesenteroides (kmene 7E). Ten byl ponékud rozvétvenéjsi nez ten,

ktery se pouziva nyni.

V roce 1947 byl povolen 6% roztok pro klinické uéely ve Svédsku a pozd&ji i v
Anglii. Tento novy produkt byl upraven a pojmenovan jako dextran 70. Mezitim byl v

USA studovan kmen Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512 izolovany z infikované
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lahve piva, ktery po podrobnégjsich studiich tvofil jen jemné rozvétveny dextran. Tento

objev ucinil, Allene Jeanes. (4)

V letech 1949-50, vyvolal multidisciplinarni vyzkumny program v NRRC
obrovsky zajem o tento produkt, za ucelem poskytnuti zékladnich informaci k produkei

syntetického expandéru krevniho objemu za pomoci dextranu.

Ctyfi americké spole¢nosti za¢aly od konce roku 1951 dextran z NRRL B-512(F)
produkovat pro 1ékaiské ucely. Tento 6% roztok dextranu 70 byl doporucen k 1écbé Soku,
jako napftiklad pfi krvaceni, popdlenindch, v chirurgii nebo pifi traumatu. TaktéZz se
terapeuticky vyuziva pro snizeni rizika vzniku trombozy a rizika pooperacni fatdlni

embolie plic.(5) (6)

Obr. 1: Struktura Dextranu 70
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1.1.2 DEXTRAN 40

Na pocatku roku 1961 byl dalsi produkt pojmenovan jako dextran 40. Nasledujici
vlastnosti dextrau, o molekularni hmotnosti mensi jak 50 000, Hintem a Thorsenem (8) a
Gelinovou zpravou o poruchach obéhové soustavy po Soku a traumatech (9). Zajem o tento
produkt byl urychlen zjisténim, ze frakce s nizkou molekuldrni hmotnosti, dokazi
poskytnout zlepSeni pratokovych vlastnosti krve snizenim viskozity, a také inhibuji
shlukovani erytrocytl. Ackoliv byl optimélni efekt inhibice shlukovani okolo My, 25 000,

byl nakonec vybran dextran 40, protoze byl snadno vylucitelny ledvinami.

Antitrombické plsobeni Dextranu 40 a Dextranu 70, experimentalné prokazané
Gelinem a jeho kolegy a klinicky prokazané Koekkenbergem, poskytuje ochrannou 1écbu
zZilni trombozy a pooperacni fatilni plicni embolie. Davkovani dextranu 40 by nemélo
presahovat 20 ml/kg (10% fyziologického roztoku) vahy lidského téla. Takové davkovani
je doporuceno prvnich 24 hodin u pacientd, kteti podstupuji vysoce rizikové operace, nebo

trpi vysokym rizikem poranéni. (10) (11)

Obr. 2: Struktura Dextranu 40
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1.1.3 Dextran 1

Se zvySenym vyuzivanim dextrani pro klinické ucely se objevily zpravy o
dextranem vyvolané anafylaktické reakci (Dextraninduced anaphylactoid reactions -
DIARs). Tyto reakce jsou obcas, 1 kdyz jen ziidka, zivot ohrozujici. Mezi lety 1968 a 1981
se zjiStovalo, jak zabranit vzniku DIARs. Bylo otestovano nékolik protilatek, ale zadna
nebyla G¢innd. Az pozd¢ji se objevila mySlenka principu inhibice haptenem. Hapten je
mald molekula, kterd dokéze vyvolat imunitni odpovéd pouze v tom pfipade, Ze je
pfipojend k velké molekule, jako je naptiklad protein. Protein sam o sob&é nemusi
vyvolavat imunitni odpovéd’. (12) Tato mySlenka odstartovala néasledné dlouhodobé
testovani na zvitatech, kdy se az v roce 1982, frakce dextranu o Mw 1000 spolu s
jednomocnym haptenem, ukazaly jako feSeni problému. Proto je 20 ml tohoto 15% roztoku

podavano jesté pred infuzi Dextranu 40 nebo 70. (13)

1.1.4 OSTATNI TYPY

V nasledujicich obdobich vznikaly dal$i a dal$i typy dextrant. Jako je napf.
Dextran s pfidavkem zeleza, ktery je vhodny pro intramuskularni a nitroZilni podéani k

1é€bé nedostatku zeleza. Tento roztok nejlépe €inkuje za pomoci roztoku glukosy. (14)

Dalsim byl sulfonovany dextran. Ten d¢lal veliké zdravotni problémy do doby,
nebyl imobilizovany na celuloze. Poté se vyuzival jako latka k odstranéni LDL

cholesterolu béhem plazmaferézy (proces odebirani plasmy z krevniho ob&hu). (15)

Diethylaminoethyl dextran (DEAE-dextran) byl vyuzivdn v podobé¢ tablet k
redukovani cholesterolu a tuku. (16)

Infuzni roztoky 5 - 10% nizkomolekuldrni dextranu se diky své izoosmolalité

osvédcily pfi transplantaci ledvin, jater, ale i rohovky. (17)

V roce 1972 byl vyvinut Debrisan. Je to roztok na ¢isténi ran. Pfipravuje se emulzni
polymeraci dextranu s epichlorhydrinem v podob& malych kuli¢ek. Ptipravek dokaze
absorbovat (cca 4 ml/g) vytok z infikovanych ran, viedi a zkratit tim tak dobu hojeni. V

roce 1977 ho zacal vyrabét farmaceuticky primysl komercné.

Jako rozsifujici médium pro hysteroskopii se uplatnil Hyskon. Je to 32% roztok

Dextranu 70 stabilizovany 10% glukosou. (18)
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1.2 STRUKTURA

Dextran tvoieny bakterii Leuconostoc mesenteroides sestava z a(1,6)-propojenych
glykant s postrannimi fetézci pripojenymi do 3. pozice patefe glukosy. Tyto postranni
fetézce mohou obcas také vychdzet z a(1,4)-, nebo a(l,2)- rozvétvenych vazeb. (19) Za
pomoci perjodacnich a methyla¢nich analyz se stupen vétveni odhaduje ptiblizné€ na 5 %.
Vétve jsou vétSinou dlouhé 1-2 glukosovych jednotek. Methylacni analyza nerozpoznava
pouze vétve (1,3)-vazeb, ale také je kvantifikuje. Bylo zjisténo, Ze stupen vétveni lze snizit
parcidlni kyselou hydrolyzou. Uginek vSak neni nijak dramaticky. Piesna struktura
kazdého dextranu totiz zavisi na konkrétni produkeci mikrobidlniho kmene, ktery se na ni

podili. (20)

O a(l,6)

Obr. 3 : Fragment struktury dextranu
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1.3 VLASTNOSTI

Dextran B-512(F) je voln€ rozpustny ve vod¢, dimethylsulfoxidu, etylen-glykolu,
glycerolu, 4-methylmorfolin-4-oxidu a hexamethylfosforamidu (karcinogenni). N&které
frakce dextranu mohou vykazovat urCity stupenn krystalinity a mohou byt pfevedeny do

roztoku jen v tom pfipadé, Ze se zahfeji.

Molarni hmotnost nativniho dextranu NRRL B512(F) byla zméiena jiz nékolikrat.
(21) (22) Jeji hodnota se pohybuje v rozmezi 9 x 10° a 500 x 10°. M&feni v riznorodych
rozpoustédlech, jako napt. 4M NaCl a 6M mocoving, neodhalila zadné dikazy o ptispivani
k t¢émto mimofadné vysokym hodnotdm. Vztah mezi Mw a limitnim viskozitnim ¢islem je

zobrazen na obrazku 4.

[n]

0.1

Frrriri I IIIIIIII5 | | LS

1 6
10 10 My 10

Obr. 4: Graf zavislosti viskozity oproti Mw dextranu B-512(f) (modra kiivka) a

pro hypoteticky linedarni dextran (Cervena kiivka)

Vyzkumy difize dextranu skrze fadu membran naznacuji, Ze je dextran propoustén
vice, nez by bylo ptedpokladano na zéklad€ Stokesova poloméru. Diky a(1,6) vazbam
mezi polysacharidy, predstavuji tyto latky tfidu vysoce flexibilnich polymera. (23) U M,, >
2000 se dextran v roztoku chova jako rozbalitelna spirala. Molekularni rozméry dextranu

jsou totiz zavislé na rozpoustédle, molarni hmotnosti a koncentraci polysacharidu.
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Vlastnosti roztoku naznacuji, ze molekuly dextranu s My, > 105 000 se chovaji jako by
byly vysoce rozvétvené. S dal§im zvySovanim M,, nadale zvysuje, dosahuji molekuly vétsi

symetrie. (24)

U oligosacharidi s My, < 2000 se vlastnosti roztoku daji nejlépe vysvétlit tak,
jakoby dextran piechazel z rozbalitelné spirdly do podlouhlych konformaci. Spirdly
dextranu jsou pomérné kompaktni v chudsich rozpoustédlech, jako je naptiklad etylen
glykol, ale jakmile ptijdou do kontaktu se silnym rozpoustédlem, jako je dimethylsulfoxid
nebo formami, rozbali se mnohem vice. Bylo prokazano, Ze molekularni rozméry dextranu,

v zé&vislosti na rostouci koncentraci (0,5-3 %), klesaji.

Bylo provedeno i nékolik pokust krystalizace dextranu. Diky tomu by bylo mozné
provést rentgenovou difrakéni analyzu a z vysledkid by se poté dala zjistit jeho detailni
molekulova struktura. Jeanes A. a spol. obdrzeli vysledky rentgenové analyzy ze vzorkl
krystalického dextranu pfipraveného zvlhéovanim a dal§i upravou ethanolem. (25)
Jednotlivé krystaly byly nartistdny z ¢asti dextranu o My, 19 900. Z elektronové difrakce
bylo zjisténo, Ze dextran sestava ze slepenych konformaci po sobé jdoucich glukosovych
jednotek, které maji tvar dvojité Sroubovice. Samotna buiika obsahuje dva antiparalelni

fetézce téchto dvou glukosovych jednotek.

1.4 PRODUKCE DEXTRANU

Nejvétsi diivody, pro¢ se dextran vyrabi, jsou lékarské a technické ucely. Vyrabi se
v fad¢ zemi po celém svété. Odhaduje se, Ze se ro€n¢ vyrobi 500 tun dextranu po celém
svété. Na vychode€ se nejvice vyuzivd k fermentaci kmen Leuconostoc mesenteroides

NRRL B-512(f) nebo B-512. V ostatnich zemich se pouzivaji alternativni kmeny. (26)

Hlavni proces tvorby dextranu neni zavisly pouze na mnozstvi bakterie kultury
Leuconostoc, ale také na koncentraci sacharosy v roztoku. Kultura, jakoZto viskozni
tekutina, je poté vysraZzena v ethanolu nebo methanolu. Vytvofeny nativni dextran je
hydrolyzovan ve zfedéné kyselin€ a pozadovany dextran se vyizoluje frakcionaci. I kdyz
jsou nyni i nové metody vyroby, stile se upfednostiiuji ty staré. Pti zavadéni nové metody
neni dilezitd pouze efektivnost vyroby a jednoduchost, ale také splnéni I¢katskych

pozadavki, bezpecnost a ti¢innost.

Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512(F) je ¢lenem celedi Lactobacillaceae,

rodu Leuconostoc, druhu mesenteroides. Organismus vytvaii kulovité, nebo ovalné buiky
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a klasifikuji se jako grampozitivni fakultativné anaerobni. Spolu s dextranem a kyselinou

mlécnou tvoii i mimo jiné oxid uhli¢ity, ethanol, mannitol a kyselinu octovou.

1.4.1 FERMENTACE

Ackoliv slouzi mnoho cukri, jako je napt. glukosa nebo maltosa, jako zdroj energie
pro rust bakterii, pouze sacharosa nejlépe vyvolava produkci dextranu. Z toho vychézi, ze
kultiva¢ni média jsou zdvisla na ptidavku sacharosy. Kyselina nikotinova, tiamin a
kyselina panthotenova jsou nezbytné pro vSechny druhy Leuconostoc. Cystin, kyselina
glutamova, isoleucin a valin jsou dulezité pouze pro Leuconostoc mesenteroides. V praxi
se jako vyziva pro bakterie vyuzivaji extrakty z kvasnic, kukufi¢éné louhy, kasein

hydrolyzovany kyselinami nebo sladové vytazky s pridavkem peptonu, nebo tryptonu. (27)

Laboratorni vyrobu dextranu vyborn¢ popsal Jeanes. Dextrany vytvoiené z kultur z
kvasnicového extraktu, sladového vytazku, nebo extraktu z jater byly velice podobné.
Zajimavé je, ze se béhem fermentace spotfebuje pouze Ctvrtina zZivin a vytézky dextranu

jsou 1 pii delSich ¢asech stejné. (28)
1.4.2 FAKTORY TVORBY DEXTRANU

1.4.2.1 pH

Enzym vykazuje nejvyssi aktivitu pro tvorbu dextranu pii hodnoté pH 5.2, coz je
vyrazn¢€ niz§i hodnota nez pH, které je potieba k vytvofeni enzymu v kultufe. Nejvyssi
stabilita enzymu je v rozmezi pH 5 - 6,5. Jeho stabilita ale zélezi 1 na pfitomnosti dalSich

latek, pii kterych vysokomolekularni dextran pisobi jako stabilizator.

Ptfi fermentaci hodnota pH klesne ze 7.2 na 5 béhem 20 hodin z divodu uvolnéni
organickych kyselin a tim vytvoii prostiedi pro syntézu dextranu. I pfesto, Ze byla
doporucena pravidelna neutralizace roztokem 5-10N hydroxidu sodného, za zvySeni tvorby
dextransacharasy, je jen malo dikazli o zvySeni produkce kvalitniho dextranu. Pii

zvyseném pH (8) a snizené teploté (20°C) se tvoii polysacharid levan. (29)

14.2.2 TEPLOTA

Teplota je jednim z hlavnich faktorti ovliviiujicich vynos vysokomolekuldrniho
dextranu, rychlost jeho tvorby a jeho strukturu. Vynos vysokomolekularniho dextranu
klesa pfti nizSich teplotach (25°C - 4°C), pficemz vynos nizkomolekularniho roste. Celkovy

vynos je ve vSech ptipadech velice podobny.
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Pti teploté 35°C a vyss$i je enzym nestabilni. Z praktického divodu je doporucena
teplota okolo 25°C. Je dokazéano, ze vétveni dextranu vzrista s teplotou v intervalu od 0-30

°C. (30)

1.4.2.3 VAPNIK

Pti prvnich pokusech nebylo prokazatelné, ze ptebytek vapniku jakkoliv ovliviiuje
vys$$i vynosy dextranu. Az Robyt a Walseth ozndmil dvojnasobny narast enzymu v celych
bunécénych kulturach po pfidani 0,001-0,1% chloridu vapenatého. Lopes a Monsan zjistili,
Ze na enzym dextransacharasu plisobi takové mnoZstvi chloridu vapenatého stejné. Chlorid

vapenaty se po procesu da jednoduse odfiltrovat ptidanim fosfatt. (31)

2.0 — 0.2

1.5+ — 0.15

0.05% CaCl,

1.0+ ~ 0.1

Dextransucrase (U/ml)
Turbidta (550 nm)

0.5+ — 0.05

Obr. 5: Graf produkce dextransacharasy za pritomnosti a

nepritomnosti 0,05% chloridu vapenatého
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1.42.4 CAS

Na rozdil od jinych kment Leuconostoc, prodluzovani doby kultivace kultury B-
512(F) béhem 24 hodin, vede k rapidnimu poklesu molarni hmotnosti izolovaného
nativniho dextranu. Kdyz fermentace probihala 273 hodin, vysledny dextran mé¢l hodnotu
M,, 8,6 milionu, kdezto pti 23 hodinové fermentaci byla My, 39 milionu. Celkovy vynos

dextranu byl opét Beze zmeény.

Po 50 hodinové fermentaci celé¢ kultury byl zaznamenidn vyznamny pokles

viskozity a vynos dextranu v té¢ dob& doséhl svého maxima. (32)

1.4.2.5 KONCENTRACE SACHAROSY

Sacharosa je hlavni faktor biosyntézy dextranu. Ve 2% roztoku sacharosy je
vytvofeno jen nepatrné mnoZstvi dextranu. Se zvySenim koncentrace se rapidné zvysi
vytézek, molekulovd hmotnost a struktura dextranu. Podrobna studie u€inkl vysSich
koncentraci (10-50 %), byt vétSinou v bezbunécnych systémech odhalila, Ze se vynosy
vysokomolekuldrniho dextranu snizuji s odpovidajicim navySovanim nizkomolekularniho
dextranu. Pfi 2% koncentraci sacharosy lze dosahnout az 45,9 % vysokomolekuldrniho
dextranu. Naopak pifi 50% koncentraci sacharosy lze dosdhnout pouze 2,5 %
vysokomolekuldarniho dextranu. Zbyld procenta jsou latky sestavajici z mono- a oligo-

sacharidt a nizkomolekularniho dextranu.

Pon¢kud komplikujicim faktorem, pii zvySovani koncentrace sacharosy, je
sniZovani vétveni dextranu. Napf. pii 30% koncentraci sacharosy byl pomér (1,6) vazeb k
jinym typtim glykosidickych vazeb mezi monosacharidovymi jednotkami 29, zatimco pii

5% koncentraci 8,5. Tyto hodnoty ale nebyly doposud potvrzeny moderni technikou. (33)

1.5 BUDOUCI VYVOJ

Nativni dextran se vétSinou vyrabi diskontinualné v bunéénych kulturach. Bylo ale
také vypracovano n€kolik alternativnich postupli. Napft. pouziti extraktii z bezbunécnych

enzym, fermentace za pfitomnosti akceptorti nebo kontinuélni proces.

Pridavek (1 mg/ml) nizkomolekularniho dextranu do kultury vyznamné ovlivnil
produkci dextranu. Z koncentrovaného enzymu se poté podafilo obdrzet az 33% vytézek

1ékarského dextranu. (34)
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Jen nékolik vyrobct si pfivlastnilo tuto techniku. Hlavnich divodd je mnoho.
Hlavni frakce se vzdy zdaji byt jako frakce s vysokym My, vynosy nemusi byt vyssi nez u
standartnich postupli, musi byt vypracovan proces pro vyrobu nizkomolekularniho

dextranu a musi byt taktéz sestaveny nové tidaje o bezpecnosti pfi této zmene.

Produkce dextranu imobilizovanou dextransacharasou se zdala byt dostacujici.
Proto se 1ékatsky dextran dale vyrabél touto metodou. Vyzkumy k vylepseni stavajicich
metod frakcinace a depolymerizace stile pokracuji. Jsou testovany také metody
smykového napéti, ultrazvuku, bud’ samotného, nebo v kombinaci s kyselou hydrolyzou.
Dextran o nizs$i My, 1ze taktéz ziskat pomoci $tépeni endodextranasou. Tyto produkty jsou

mén¢ polydisperzni.

Metody jako konvekéni ethanolova frakcionace, nebo ultrafiltrace nejsou az tak

ucinné, jako metody piedchozi. (35)
1.6 VYUZITI

1.6.1 FRAKCE DEXTRANU

Doméci sacharosa, ovoce, nebo ovocné ndpoje mohou obsahovat stopy dextranu.
Poziti malého mnoZzstvi dextranu tudiZ neni nic neobvyklého. Dextran NRRL B512(F) je
ve sttevech degradovan bakterii, ktera dextran rozdé€li a vétSina hydrolyzovanych produktt
je absorbovana, coZ mé za nasledek rychly nartst hladiny cukru v krvi a glykogenu v
jatrech. I ptres to jsou dextrany v UK a Evropé zakazany jako ptidavky do potravin.

Pouzivaji se vSak jako komponenty k baleni potravin.

Vycisténé frakce dextranu s vysokou Cistotou a nizkou urovni chloridii se rozséhle
vyuzivaji ve fotografickém primyslu. Pfiddnim nizké koncentrace dextranu do stfibrné
emulze zpusobuje vyrazné zvySeni kvality fotek. Toto zlepSeni se pfipisuje plsobenim

dextranu na konformaci molekul Zelatiny.

TaktéZ se dextran ukdzal jako dobré kryokonzervacéni Cinidlo pro ¢lovéka, zvifata a
rostliny. Smés 5% dimethylsulfoxidu a 9% dextranu 70 se pouziva ke kryoprotekci

lidskych kmenovych buné¢k kostni dfené. (36)

1.6.2 SEPHADEX

Sephadex je sorbent, ktery se hojné¢ vyuziva k separaci molekul o rGznych

molekulovych hmotnostech. Dalsi vyuziti ma také v odsolovani izolovanych proteint,
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nebo k procistovani proteinil. Nejdiive se sephadex plnil pouze do kolon velkych rozméra,
k tomu ale bylo potieba velkého mnozstvi izolovanych proteint. Velkym krokem dopiedu
bylo vyuziti mikrokolon, kdy se uSetfilo potiebné mnozstvi vzorku, dali se izolovat
obtiznéji izolované proteiny a proteiny v malém mnozstvi. Jako plnivo do vétSich kolon se

Sephadex pouziva dodnes.

Gel s nejvetSim mnozstvim pord, Sepadex G-200, dokaze separovat proteiny o M;
4000-800 000, kdezto horni limit pro Sephadex G-25 je 5000. Sephadex G-25 se nyni
pouziva pro odsolovani, nebo vyménu pufrii v mnoha velkych ¢innostech. Jako poslednim
byl vytvofen hydroxylpropyl derivat Sephadex LH-20. To usnadnuje separaci lipidd,
hormontl, mastnych kyselin atd. (37)

1.6.3 KONJUGATY DEXTRANU S BIOLOGICKY AKTIVNIMI LATKAMI

Vyzkum v této oblasti, kterd zahrnuje spojovani 1é¢iv, enzymil, hormond a
protilatek je velice Sirokého métitka. Cile konjugace dextranu jsou: prodlouzeni zivotnosti
aktivni latky, zlepSeni jeji stability, usnadnéni zacileni 1éCiva, potlaceni antigenicity ¢asti

proteinu.

Jednou z klasickych procedur je aktivace polysacharidi bromkyanem.

OH CNBr O-C=N —0-%-0'
OH NH

Obr. 6: Aktivace dextranu za ziskani meziproduktii: 1:
karbamat, 2: linearni imidokarbonat a 3: cyklicky

imidokarbonat
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Jako dalsim z piikladd konjugaci jsou uspéSné pokusy propojeni dextranu s
inzulinem. Hypoglykemické plisobeni komplexu je mnohem lepSi a déletrvajici nez

samotny inzulin. (38)

1.6.4 PRiIPRAVKY DEXTRAN-HEMOGLOBINU

Komplex obsahujici aprox. 1:1 molarni hmotnosti Dextranu 20 a hemoglobinu je v
téle po urcitém cCase odstranén (20 % po 4 hodinach). Je to zpisobeno tim, ze se kyslik
vaze mnohem siln€ji neZ na hemoglobin. Ackoliv jsou tyhle komplexy neimunogenni,
mohou pfedstavovat urCitd rizika v aktivaci imunitniho systému. Proto je nutné tyto

komplexy nadéle zkoumat. (39)

1.6.5 LEKARSKY DEXTRAN

Pti velkych ztratich krve se dd pouzit dextran, o relativni nizké molekulové
hmotnosti, jako 1é¢ebny prostiedek pro obnovu krevniho objemu. Jelikoz ma ptirodni
dextran obrovské molekulové hmotnosti (510° Da) pro vyuziti jako nahrada krevni
plazmy, vyuziva se komer¢ni dextran. Optimalni velikost dextranu jakoZzto ndhrazky krevni
plazmy, takzvany lékatsky dextran, je 40 000 - 100 000 Da velky. Latka s nizkou
molekulovou hmotnosti je ledvinami velmi rychle vypuzena z obchu, a proto je
terapeuticky neucinnd. Materidl s pfili§ vysokou molekulovou hmotnosti zase miize

interferovat s béZznymi procesy srazeni krve.

Frakce 1ékatského dextranu s molekulovymi hmotnostmi 70 000, 60 000 a 40 000
Da (respektive Dextran 70, 60 a 40) jsou v soucasné dob¢€ vyuzivany jako nahrazka krevni
plazmy pfi jeji ztraté. Dextran ma mnohem vyssi retenci v ob&hu, nez krystaloidy, které
rychle pronikaji membrany cév. Bylo prokazéano, Ze kazdy gram dextranu dokéZe v ob&hu

zadrzet az 20 ml vody.

Zakladnim rysem Dextranu 40, krom vlastnosti expanze objemu krevni plazmy, je

zlepseni toku krve. Tim snizuje viskozitu krve a zpomaluje nahromadéni erytrocytt.

Dextran produkovany bakterii Leuconostoc mesenteroides B-512 je nejlepsi volbou
pro tvorbu Iékaiského dextranu, protoZe ma nizky stupen antigenicity a vysoké procento
(95 %) a(1,6)-glykosidickych vazeb. Ty jsou velice dulezité, protoze enzymy v lidském
téle mohou pomalu hydrolyzovat pouze a(1,6) vazby, na rozdil od a(1,4) vazeb Skrobu a
glykogenu, které jsou rychle hydrolyzovany oa-amylazami. Kromé toho o(1,6)- vazby

davaji molekule vysokou rozpustnost, na rozdil od a(1,4)-vazeb nebo B-vazeb. (40)
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2 DEXTRANSACHARASA

Dextransacharasa je extracelularni glukosyltransferasa, ktera katalyzuje pfenos
zbytkli D-glukopyranosylu ze sacharosy do dextranu, pficemz se uvoliiuje fruktosa. Nazev
ziskala pro skupinu enzymi, které dokazi syntetizovat dextran ruznych struktur ze
sacharosy. Zatimco druhy Streptococcus produkuji tento enzym konstitutivng, u divokych
kmenii L. mesenteroides je syntéza dextransacharasy vyvolana sacharosou. Quirasco a
spol. neddvno prokézali nizkou produkci dextransacharasy z kultury L. mesenteroides

NRRL B-512F, které nariastaly na D-gukose a D-fruktose.

Dextransacharasa z bakterie kmene L. mesenteroides NRRL B-512F se pro
komer¢ni vyrobu dextranu vyuziva v nejvyssi mife. Tato dextransacharasa je vylucovana v
pomérné velikém mnoZstvi do kultury supernatantu s minimalnim poctem kontaminujicich
enzymu a tvoii rozpustny dextran s vysokou molekulovou hmotnosti, na rozdil od dalSich
kmenl L. Mesenteroides a streptococcu (tvotici zubni plak), které tvoii rozpustny i
nerozpustny dextran. Tyhle bakterie taktéz vytvari vice nez jeden typ dextransacharasy
spolu s relativné velkym mnoZstvim kontaminujicich enzyml jako invertdzy a
levansacharasy. Z téchto divodl slouzi L. mesenteroides NRRL B-512F jako dulezity
model ve studiu mechanismu biosyntézy dextranu za pomoci enzymu dextransacharasy.

(41)

2.1 BIOSYNTEZA

Jediny enzym mtiZze katalyzovat syntézu nckolika typli dextranu, coZ umoziuje
vznik vétveného polymeru. Ukdzalo se, Ze n€které bakteridlni kmeny dokéazi vylucovat i
jiné dextransacharasy, které tvoii dextran riznych struktur. Z toho plyne, Ze struktura

kazdého dextranu je charakteristicka pro konkrétni dextransacharasu.

Produkce dextranu je ovlivnéna fadou faktord: fyzikalni a chemické vlastnosti,
rozpustnost, viskozita, specifickd opticka otacivost, obsah dusiku, mnozstvi fosforu a
popela v médiu, které dale zavisi na specifickych mikroorganismech, které jsou do procesu

zapojeny.

Hodnota pH ovliviluje produkci enzymu organismem, aktivitu enzymu a jeho
stabilitu. Optimalni hodnoty pH ale nejsou identické. Poc¢ate¢ni hodnoty pH pro fermentaci

obecné lezi mezi 6,7 a 7,2. Intenzivni produkce enzymu zalind po cca 6 hodinach, kdy
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hodnota pH poklesne z 6,9 na 6,4. Tsuchiya a jeho kolegové doporucuji piidavek alkalii do
kultury k udrzeni hodnoty 6,7, dokud neni dosazena maximalni aktivita enzymu. Poté

muze hodnota pH klesnout k 5, kdy enzym ukazuje nejvyssi stabilitu a aktivitu. (42)

S koncentraci sacharosy od 0,5 % do 8.0 % roste 1 aktivita dextransacharasy.
Nejvyssi vzrust aktivity dextransacharasy je zaznamenan do 2% koncentrace sacharosy.
Nad 2 % jiz neni narist tak dramaticky. Lopez a Monsan zjistili, ze kontinualnim
piidavanim sacharosy do kultury Ize zvysit vytézek dextransacharasy. Pii vybéru optimalni

koncentrace sacharosy musi byt bran v uvahu i vynos a kvalita dextranu. (43)

Poslednim z hlavnich ¢Ciniteld je cas. Nejvyssi vytézky dextransacharasy jsou
zaznamenany okolo 6-8 hodinové fermentaci. Poté je narusena stabilita enzymu zvysujici

se hodnotou pH.

2.1.1 PURIFIKACE

Prvni pokusy purifikace enzymu B-512 (F) provedli Ebert a Schenk. (44) Mezi
jejich metody patfilo mimo jiné srazeni methanolem, chromatografie fosfore¢nanem
vapenatym a srazeni siranem amonnym. Dostavali hodnoty okolo 2000 jednotek na

miligram (U/mg) zbytkového dextranu.

Dalsi purifikace enzymu byla provedena Robytem a Walsethem. (45) Odstrafiovani
vazaného dextranu za pomoci endo-dextranasy byl velkym krokem dopfedu. Specificka
aktivita koncentrovaného dextranu ukdzala hodnotu 53  U/mg  (33%  zisk). Poté
nasledovala ultrafiltrace. Elektroforéza SDS PAGE odhalila dva bandy. Oba poskytovaly
zfetelnou aktivitu dextransacharasy. Rychlejsi band byl pfidélen k monomeru a pomalej$i k
agregatim. Smés enzymu a necistot nebylo mozné vycistit pouhym siranem amonnym, ale
muze byt urychlen, za ptedpokladu, ze se pfimo do kultury ptida ovalbumin (albumin

extrahovany z vaje¢ného bilku).

Existence vice forem dextransacharasy z B-512 (f) byla dokdzana za pomoci GPC a
elektroforézy. Cisty enzym ztraci svou aktivitu pii 4°C a i pii -15°C je jeho aktivita
snizena o 60 %. Enzym muze byt stabilizovan za pfidani 4 mg/ml dextranu. Pro purifikaci
dextransacharasy z Leuconostocu miize byt predbézné oSetieni dextranasou provedeno
mnoha postupy. Jako napt. polyethylenglykol o My, od 400 do 6000 v koncentracich od 5

do 40 %, ktery dokaZe enzym u¢inné srazet.
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Gelova permeacni chromatografie na Bio-gel ASm nebo Sepharose™ 6B a iontova
chromatografie na DEAE gelu byla casto pouzivana. Hydrofobni chromatografie
vyuzivana O-(fenoxyacetyl)celulosu byla vhodnd pro urcité typy dextransacharasy.

Dextransacharasa ma také dobrou afinitu ke Sephadexu. (46)

2.2 VETVENI

Snahy o zefektivnéni vétveni dextranu jsou stale poznamenany netplnou znalosti
vétveni nativniho dextranu. Ebert a spol. navrhl pivodni vétvici mechanizmus zaloZeny na
reakci akceptoru, kdy jsou rostouci fetézce dextranu postupné predany akceptoru dextranu
enzymem, ¢imz vyvolavaji vétveni. Jejich hypotéza vyplyvd ze studia produktu
obdrzené¢ho pridanim akceptoru radioaktivnich izotopi dextranu o M, 25 000. Mezi
testovanymi enzymy byl 1 B-512(f). Vysledky prokazaly, Ze vytvofeny dextran ma jen
jeden akceptor. (47)

Robyt a Taniguchi dosahli v oblasti vétveni lepSich vysledki. Ti vyuzili
radioaktivniho zna€eni nové vznikajicich (1,3) vazeb. Piedpoklada se, Ze ptfitomnost vétvi
nativniho dextranu, syntetizovanym pouze enzymem se sacharosou, zplisobuje, Ze volné
molekuly dextranu jsou uvolnovany do media akceptorovou reakci s glukosou a fruktosou.
Ptitomnost siln€¢ vazaného dextranu na enzym komplikuje jeho purifikaci. Pozdé&ji byl, za
pomoci enzymu endodextranasy, vySe zminény proces mozny. Robyt a spol. byli schopni

separovat dva extracelularni enzymy z Leuconostoc mesenteroides B-1355. (48)
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3 LEUCONOSTOC GARLICUM

Existuje mnoho druhti bakterii mlééného kvaseni, které dokazi tvofit sacharidy.
Mezi né patfi mimo jiné bakterie rodG: Lactobacillus, Lacrococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Enterococcus a dalsi. Ale jen Streptococcus, Leuconostoc a Lactobacillus

dokazi produkovat dextran.

Leuconostoc garlicum, patiici do ¢eledi Leuconostocaceae, je kataldza-negativni,
gram-pozitivni bakterie ve tvaru elipsovitych kokd, odolnd va¢i vankomycinu
(antibiotikum). Prvni izolace byla provedena v roce 2002 z cesneku. InfekEnosti této
bakterie je velice vzacna. Je zaznamenan piipad infekce dychaciho traktu po 1écbé

vankomycinem.

Nartst bakterie Leuconostoc garlicum na Tryptonu za piitomnosti sacharosy
probihd vétsSinou pii 25°C. Béhem nariistu bakterii vznikd mnoho typt extracelularnich
polysacharidii. Proto je po narGstu potfeba kulturu centrifugovat a smichat s acetonem.
Takto ziskané polysacharidy se poté vysu$i. Nasledn€ se rozpusti v destilované vode,
dialyzuji a lyofilizuji. Poté nasleduje gelova chromatografie na Spheracrylu. Za pomoci
metoda jako je HPLC apod. se zjiStuje obsah smési a jeji vyttidéni. Proces se zakoncuje

purifikaci.

Leuconostoc garlicum vykazuje relativné vysoky stupen Cistoty vytvoreného
dextranu a jeji roztoky vykazuji relativné nizkou viskozitu 1 ve vysSich koncentracich. To
muze byt vyznamnym faktorem pro mozné pouziti tohoto dextranu v prumyslovych

aplikacich.(49)
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I. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

Kyselina jodista - Penta
2,2'Biquinoline-4,4"decarboxylic acid - Fluka
HCI - Penta

Hydroxid sodny - Penta

Tween 20 - Riedel-de Haen

Serva Blue G - Serva

Fuchsin - Sigma

D(+)-Sucrosa - Fluka

D-Glukosa - Penta

F-Fruktosa - Penta

Methanol - Sigma

Dextranasa z Chaetomium erraticum - Sigma
Dextranasa z plisni rodu penicillium - Sigma
Chlorid sodny - Penta

Octan draselny - Penta

Vinan sodno-draselny - Lachema

Sifi¢itan sodny - Lachema

Siran méd’naty - Chemopol

Octan sodny - Penta

o-naftol - Lachema
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4.2 Pristroje

Chromatograficky systém pro kapalinovou chromatografii LC5000 - INGOS
HiTrap kolona CaptoQ

Centrifuga - Marathon 21000R

Termostat - Julabo

Elektroforéza - Consort (EV 245)

Elektroforéza vertikdlni - SCIE-PLAS

Spektrofotometr - PU 8800 UV/VIS

4.3 Metody

4.3.1 Dialyza

30 ml supernatantu bakterie Leuconostoc garlicum bylo napipetovano do dialyzacni
trubice o délce cca 8 cm. Dialyzacni trubice byla vloZena do kadinky naplnéné 50 mM
acetatovym pufrem o pH 5,4. Za stalého michani pii teploté 4°C byl vzorek dialyzovan po
dobu 3 hodin. Poté byl acetatovy pufr vyménén za novy a opét probihala dialyza po dobu
dalSich 3 hodin. Takto byl pufr vyménén celkové 4x, pficemZ jednou pies noc s celkovou

délkou dialyzy 20 hodin. Po dialyze byl vzorek pielit do konické zkumavky a zamraZen.

4.3.2 Vysolovani siranem amonnym

K tomuto procesu byl zvolen dialyzovany i1 nedialyzovany roztok supernatantu
bakterie Leuconostoc garlicum o celkovém mnoZzstvi 20 ml. K tomuto mnozstvi byl navic

pfidan 1 ml pufru Tris a 1 g NaCl. Nasledoval bézny proces vysolovani.

Nejprve byl roztok centrifugovan pii 13750 RPM po dobu 8 min za ucelem
odstranéni nezaddoucich sraZenin. Nasledovalo pfidani 2,22 g siranu amonného, ¢imZ bylo
docileno 10% koncentrace. Tento roztok byl umistén do lednice, kde byl michan za stalé
teploty po dobu 30 min. Po uplynulé¢ dobé byl roztok centrifugovéan pii 13750 RPM po
dobu 10 minut. Supernatant byl slit a sraZzenina byla rozsuspendovana v 1 ml acetatového

pufru o pH 5,3. Postupné bylo pfidavano do roztoku stale vétsi mnozstvi siranu amonného.
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15% koncentrace bylo dosazeno piidanim dalSich 1,31 g siranu amonného, 20%
koncentrace pfidanim 1,47 g siranu amonného, 30% koncentrace pfidanim 3,57 g siranu
amonného a vysolovani bylo zakonceno 40% koncentraci a to ptidavkem 4,8 g siranu
amonného. Obdobné jako u 10% koncentrace byl roztok po dobu 30 minut michén v
lednici s nasledovnou centrifugaci pti 13750 RPM po dobu 10 minut. Z rozsuspendované

srazeniny kazdé vysolené frakce byl odebran vzorek na elektroforézu SDS-PAGE.

4.3.3 Stanoveni sacharidi za pomoci kyseliny bicinchoninové

Pro stanoveni bilkovin kyselinou bicinchoninovou bylo tieba n¢kolika roztokd.

Roztok A: 100 mg kyseliny bicinchoninové (BCA), 200 mg uhli¢itanu sodného, 95
mg hydrogenuhli¢itanu sodného, 40 mg NaOH, 16 mg vinanu sodného, 10 ml H,O

Roztok B: 40 mg Siranu méd’natého, 1 ml H,O

Roztok SWR (Standard working solution): Roztok A (upraveny na hodnotu pH
11,25) +220 pl roztoku B

Roztok sacharosy (40g/1): 4g Sacharosy, 100 ml acetatového pufru

Do mikro zkumavky bylo napipetovano 500 ul roztoku sacharosy a 100 pl vzorku.
Jako vzorek byl vétSinou pouzivan supernatant z bakterie Leuconostoc garlicum, nebo jeho

jednotlivé frakce z vysolovani. Tato smés byla inkubovana pti pokojové teploté.

Samotny test byl proveden odebiranim 5 pl vyse uvedeného roztoku se vzorkem
smichanym s 250 ul roztoku SWR. Takto ptfipraveny roztok byl inkubovéan po dobu 30 min
pii teploté 60 °C. Poté byl ochlazen na pokojovou teplotu a zméten na spektrofotometru pii
vlnové délce 562 nm. Vzorky byly odebirany v riznych casovych intervalech podle
potfeby. Bézn¢ se tento pokus pouziva na stanoveni proteind, ale taktéz se timto pokusem,

jako v naSem pftipad¢, stanovuji redukujici sacharidy.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

4.3.4 Tricinova elektroforéza

Nejprve byla sestavena aparatura. Ta sestavd ze dvou k sobé pfiloZzenych
sklenénych desti¢ek, mezi nimiz byla vlozena specidlni tésnici guma. Po okrajich byly z
vnitini strany umistény spacery. Po sevieni tfemi svorkami po okrajich a zespod bylo mezi
skla nalito 10 ml 15% separa¢niho gelu, ktery byl ihned pfevrstven az po okraj gelem
zaostfovacim. Do horni Casti sestavenych skel byl vlozen hieben. Po zatuhnuti byl
piipraveny gel mezi skly pfemistén do aparatury a nédsledné do vanicky na elektroforézu
naplnénou elektrodovym pufrem (anodovy). Mezi skla byl nalit druhy elektrodovy pufr
(katodovy). Po vytdhnuti hifebenu byly drahy jemné upraveny. Do jednotlivych drah byly
napipetovany vzorky. Vzorky byly pfedem namichany a upraveny. 50 pl vzorku bylo
smichéno s 50 pl vzorkového pufru a to celé bylo nasledovné 5 minut povareno pti 100 °C.
Po cca 1,5 hodingé, kdy probihala elektroforéza, byl gel vyjmut a obarven dokud se

zachycené proteiny neobarvily.

Pouzité roztoky:

15% separacni gel: 5,0 ml 30,8% T, 2,6% C; 2,5 ml 1,5 M Tris (pH~8,8); 0,1 ml
10% (w/v) SDS; 0,1 ml 10% (w/v) Na,S,0s; 0,004 ml TEMED; 2,3 ml H20

6% zaosttovaci gel: 1,0 ml 30,8% T, 2,6% C; 1,25 ml 0,5 M Tris (pH~6,8); 0,06 ml
10% (w/v) SDS; 0,06 ml 10% (w/v) Na,S,0s; 0,006 ml TEMED; 2,6 ml H20

5x elektrodovy pufr: 0,125M Tris (7,6 g); 200 mM glycin (37,5 g); 0,5 % (w/v)
SDS (25 g)

6x vzorkovy pufr: 3,5 ml 1M Tris (pH~6,8); 3,0 ml glycerol; 1 g SDS; 600 pl 2-
merkaptoethanolu; 1,2 mg bromfenolova modf; destilovana H,O na doplnéni objemu do 10

ml
Barvici roztok: 10% kyselina octova, 0,1% Serva Blue G

Odbarvovaci roztok: 10% kyselina octova

4.3.5 Elektroforéza SDS-PAGE

Jako druhy zptlisob separacni metody byla provedena i elektroforéza SDS-PAGE.

Postup byl podobny jako u tricinové. Prvni rozdil byl ve sloZeni roztokti. Druhym rozdilem
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bylo vrstveni gelii. Po naliti separa¢niho gelu byl onen gel nejprve prevrstven destilovanou
vodou. Po 20 minutach, po zatuhnuti separacniho gelu, byla voda slita a teprve poté byl

nalit gel zaostfovaci. Poslednim rozdilem bylo sloZeni elektrodového pufru.
Pouzité roztoky:

12% separacni gel: 3,3 ml H,O; 4 ml roztok polyakrylamidu; 2,5 ml 1,5M Tris (8,8
pH) ; 0,1 ml 10% (w/v) SDS; 0,1 ml 10% (w/v) Na,S,0s. 0,004 ml TEMED

6% zaostfovaci gel: 4,1 ml H,O; 1 ml roztok polyakrylamidu; 0,75 ml 1,0 Tris (6,8
pH); 0,06 10% (w/v) SDS; 0,06 ml 10% (w/v) Na»S,0s. 0,006 ml TEMED

Elektrodovy pufr : 0,125M Tris (7,6 g); 200 mM glycin (37,5 g); 0,5 % (w/v) SDS
(25 g)

6x vzorkovy pufr: 3,5 ml 1M Tris (pH~6.8); 3,0 ml glycerol; 1 g SDS; 600 pl 2-

merkaptoethanol; 1,2 mg bromfenolova modf; destilovand H,O do objemu 10 ml

4.3.6 Chromatografie na tenké vrstvé

Dalsi separacni metodou, kterou byla testovana aktivita enzymu, byla

chromatografie na tenké vrstvé.

Jako standardy byly pouzity 5% roztoky sacharosy, glukosy a fruktosy. Do
mikrozkumavky bylo napipetovano 500 pl roztoku sacharosy a 100 pl supernatantu.
Vzorek byl inkubovan za pokojové teploty po dobu 6 hodin. Mobilni faze byla v podobé

85% Acetonitrilu.

Na dvé chromatografické desti¢ky byly rovnomérné, cca 1 cm od spodniho okraje,
naneseny standardy i1 vzorek. Po zaschnuti byly desticky ponofeny do mobilni faze.
Mobilni faze byla nalita v uzaviratelné¢ nddobé&, kviili nasyceni vnitiniho prostoru parami.

Po napusténi mobilni fazi byly desti¢ky vysuSeny.
Pro vyvolani byl pouZit barvici roztok pro stanoveni veskerych sacharidi.
Barvici roztok: 0,5 g a-Naftolu, 95ml Ethanolu, 5 ml 97% H,SO4

Prvni desticky byla vlozena do barvicitho roztoku a po vyjmuti byla

inkubovana po dobu 15 minut pii 120 °C.
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Po obarveni byly vypocitany retencni faktory. Reten¢ni faktor (Rf) je hodnota
urcujici pomér vzdalenosti, kterou urazi skvrna stanovované latky (a) ke vzdalenosti,

kterou urazi ¢elo rozpoustédla (b).

4.3.7 HPLC iontova chromatografie

Pfi iontové chromatografii (anex) byla pouzita komercni kolona CaptoQ. Po
ekvilibraci kolony pufrem A byl nasat vzorek supernatantu. Gradient byl nastaven od 0-
100% béhem 25 minut a po dobu 15 minut byla koncentrace pufru B konstantni na 100 %.
Poté byla chromatografie ukoncena, vyhodnocena a pouZitelné frakce zméteny za pomoci

elektroforézy.
Pouzité pufry:
Pufr A: 50 mM MES (pH 6.5)

Pufr B: 50 mM MES + 1M NaCl

4.3.8 In situ detekce aktivity dextransacharasy

Ptipraveny gel z ptedchozi elektroforézy SDS-PAGE byl 3x promyt acetitovym
pufrem, kazdy po dobu 30 minut. Nasledné byl gel inkubovan po dobu 72 hodin pii 30°C v
acetatovém pufru obohaceném o sacharosu o celkové koncentraci 10 %. Po tfidenni
inkubaci byl gel promyvan roztokem methanol:kyselina octova (50:10) po dobu 30 minut a
poté byl po dobu 45 minut inkubovan pii pokojové teploté v roztoku 1% kyseliny jodisté a
3% kyseliny octové. V nésledujicich dvou hodindch byl gel opakované promyvan

destilovanou vodou.

V posledni ¢asti detekce byl gel ponoien do Schiffova ¢inidla na 8 minut a nasledné

opakované 30 minut promyvan 0,5% sifi¢itanem sodnym.

Pouzité roztoky:
Acetatovy pufr: 20 mmol Octan sodny, 0,3mmol CaCl, 10% Tween, pH 5,4
Schiffovo ¢inidlo: 0,2g fuchsinu, 1,65 g hydrogensiti¢itanu sodného, 2-10 ml konc.

HCI, 320 ml destilované vody
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5 VYSLEDKY

Cilem této prace bylo identifikovat aktivity enzymu Stépicich sacharosu, zejména
pak pokusit se prokazat pfitomnost enzymu dextransacharasy, ktery glukosovou jednotku
zmolekuly sacharosy zabudovava do struktury polysacharidu dextranu, zatimco
odstépenou fruktosu ponechdva voln¢€ v roztoku. V piipadé prokazani tohoto enzymu je
dalsim cilem jeho izolace. Dosazeni téchto cilii je vSak komplikovano nékolika faktory.
Ptedné je to nizkd koncentrace enzymu v supernatantu po odstfedéni bakteridlni kultury,
dale pak mozna vazba dextransacharasy na dextran — diky ni muze dojit k odstranéni
podstatné c¢asti tohoto enzymu z média spoleéné s dextranem, a konecné¢ pfitomnost
redukujicich sacharidi a minimalné stopovych mnozstvi dextranu v supernatantu. Aby
bylo mozné detekovat aktivitu dextransacharasy pomoci narGstu koncentrace bud’
redukujicich sacharidi — v nasem ptipad¢ fruktosy, nebo dextranu, je nezbytné tyto latky
z analyzovanych vzorkl odstranit. Jako prvni byla vyvinuta metoda zaloZend na stanoveni
redukujicich sacharidi pomoci kyseliny bicinchoninové. Tento postup je analogii
Smithovy metody stanoveni koncentrace proteintl. (50) Redukujici sacharidy, jakoZ 1 dalsi

nizkomolekularni latky, byly z roztoku odstranény dialyzou.

5.1 Dialyza

Nejprve jsme odebrali 10 ml supernatantu bakterie leuconostoc garlicum, ktery
jsme podrobili dialyze. Supernatant byl dialyzovan v acetatovém pufru (5,4 pH) celkové 3x

po dobu 3 hodin a jednou ptes noc.
Pufr: 50 mM octan sodny (pH 5,4)

Takto dialyzovany produkt jsme podrobili testu za pomoci kyseliny bicinchoninové
pro zjiSténi, zda-li se zde nachézi redukujici cukry. Dialyzovany vzorek jsme zfedili 10x,

100x a 1000x.
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Obr. 7: Sloupec A: vzorky z prvni, sloupec B: vzorky z druhé, sloupec C: vzorky ze

treti dialyzy a sloupec D: ziedéné vzorky dialyzy probihajict pies noc. Radal :
vzorek 1000x redeny, rada 2: vzorek 100x redény, rada 3: vzorek 10x redeny,

Fada 4: neredeny vzorek

Na obrazku 7 je znateln¢ viditelné odstranéni prebyte¢nych redukujicich sacharidu,

které se nachdzely ve vzorku.

5.2 Stanoveni redukujicich sacharidii za pomoci kyseliny

bicinchoninové

V nasledujicich tabulkdch a grafech je zobrazeno méfeni inkubovaného
supernatantu na spektrofotometru. Tyto tfi supernatanty o rizné délce nartstu (30, 40 a 48
hodin) byly nejprve dialyzovany a poté inkubovany v roztocich o rozdilné koncentraci

sacharosy.
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Supernatant z bun€k leuconostoc garlicum po 30 hodinovém nartstu:

Tab. 1: Hodnoty absorbance v zavislosti na koncentraci scharosy a dobé inkubace

¢as [min]
Koncentrace [g/1] 0 30 60 120 180 300 1140 1440
1,25 0,0625 | 0,0806 | 0,0698 | 0,0858 | 0,0744 | 0,0632 | 0,0840 | 0,0904
2,5 0,0681 | 0,0709 | 0,0788 | 0,0734 | 0,0761 | 0,0699 | 0,0966 | 0,1114
5 0,0842 | 0,0654 | 0,0787 | 0,0810 | 0,0700 | 0,0771 | 0,1026 | 0,1213
10 0,0897 | 0,0650 | 0,0756 | 0,0805 | 0,0717 | 0,0783 | 0,1249 | 0,1459
20 0,0857 | 0,0932 | 0,0802 | 0,1043 | 0,1081 | 0,1119 | 0,1353 | 0,1666
40 0,0688 | 0,0764 | 0,0994 | 0,0905 | 0,1000 | 0,0894 | 0,1434 | 0,1831
V tabulce 1 jsou znazornény naméfené hodnoty absorbance méfené na

spektrofotometru pii vinové délce 562 nm, jednotlivé koncentrace roztokii se sacharosou

(1,25; 2,5; 5; 10; 20 a 40 g/l), ve kterych byl vzorek supernatantu inkubovan a doba

inkubace pti 30°C (0, 30, 60, 120, 180, 300, 1140 a 1440 minut).
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Obr. 8: Hodnoty absorbance v zavislosti na dobé inkubace

1500

Tabulka 2 zobrazuje hodnoty relativni rychlosti syntézy dextranu v zavislosti na

pocatecni koncentraci sacharosy. Relativni rychlost je diana naristem absorbance vyvolané
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jako odezva detekéni metody na koncentraci fruktosy vzniklé Stépenim sacharosy, pfi
némz se glukosova jednotka zabudovava do struktury dextranu. Tato rychlost je vypocitana

jako smérnice piimek znazornénych v grafu na obrazku 9.

Tab. 2: Relativni rychlost syntézy v zavislosti na koncentraci sacharosy spolu s

Jjejich prevracenymi hodnotami

koncerT'lcrace relativni rychlost syniclézy reciproka hodno_tla reIart?\fimrl?rr(\)/tilzzgr;ziézy

[g:17] dextranu [a.u.-min~] koncentrace [I-g"] dextranu [min-a.u.]
1,25 1,174-10° 0,8 85178,9

2,5 2,624-10” 0,4 38109,8

5 3,017-10° 0,2 33145,5

10 4,866-10” 0,1 20550,8

20 4,841-10° 0,05 20656,9

40 6,577-10° 0,025 15204,5

Hodnoty z tabulky 2 jsou rovnéz vyneseny do grafii 9 a 10.
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Obr. 9: Hodnoty koncentrace sacharosy v zavislosti na relativni rychlost syntézy
Pro zjisténi Michaelisovy konstanty byl pouzit linearizovany vynos podle
Lineweavera a Burka. K jeho konstrukci je zapotiebi pievracenych hodnot koncentraci a

regrese uvedenych v tabulce 2.
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Obr. 10: Reciproké hodnoty koncentraci v zavislosti na reciprokych hodnotach

linearni regrese

Michaelisova konstanta:

[5]

KEm + [5]

jeji ptevracend hodnota:

Vm

Km

L ()

[5]

1 1

Vm [5] * Vm

kde K,,/Vy, je smérnice ptimky a 1/Vy, je dany usek, poté:
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Z=6,57 g I'min

v

Hodnota Michaelisovy konstanty enzymu, ktery byl pfitomen v supernatantu z
bunék leuconostoc garlicum po 30 hodinovém nariistu je po zaokrouhleni 6,6 g/l, coz po
pievedeni hmotnostni koncentrace sachar6zy na koncentraci molarni dava hodnotu 19,2

mmol.dm™,

Michaelisova konstanta byla analogicky stanovena pro dalsi vzorky bakteridlni
kultury, které se liSily od kultury ptiivodni dobou nartistu. Tyto vysledky jsou zachyceny v
tabulkach 4-6 a grafech 4-6 pro kulturu s dobou nartstu 35 h a v tabulkach 6-9 a grafech 6-
9 pro kulturu s dobou nartistu 48 h.

Supernatant z bun¢k leuconostoc garlicum po 35 hodinovém néristu:

Tab. 3: Hodnoty absorbance v zavislosti na koncentraci scharosy a dobé inkubace

¢as [min]
koncentrace [g/I] 0 30 60 120 180 300 1140 1440
1,25 0,0875 0,0787 0,0844 0,0926 0,0841 0,0936 0,1359 0,2196
2,5 0,0926 0,1394 0,0977 0,1015 0,0966 0,1032 0,1942 0,2568
5 0,0852 0,0916 0,0923 0,1212 0,1152 0,1497 0,3030 0,3579
10 0,1676 0,0905 0,1101 0,1293 0,1295 0,1435 0,3964 0,4958
20 0,1213 0,1020 0,1062 0,1307 0,1389 0,1506 0,4891 0,6015
40 0,1385 0,0913 0,1230 0,1390 0,1455 0,1632 0,5588 0,6745

V grafu na obrazku 11 jsou vyneseny hodnoty absorbance v zavislosti na Case z

tabulky 3.
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Obr. 11: Hodnoty absorbance v zavislosti na dobé inkubace

Tabulka 4 a graf na obrazku 12 zobrazuje hodnoty relativni rychlosti syntézy

dextranu v zavislosti na po¢ate¢ni koncentraci sacharosy.

Tabulka 4: Relativni rychlost syntézy v zavislosti na koncentraci sacharosy spolu

s jejich prevracenymi hodnotami

koncer!'lcrace relativni rychlost synjclézy reciproka hodno_tla relzarg\(;lr\pirroykcilr:;frs]sr::ézy

[g-17] dextranu [a.u.-min™] koncentrace [l-g™] dextranu [min-a.u.’]
1,25 8,02:10° 0,8 12468,8

2,5 1,01-10™ 0,4 9922,6

5 1,89-10" 0,2 5294,9

10 2,65-10" 0,1 3771,7

20 3,52:10" 0,05 2840,2

40 4,04-10™ 0,025 2477,8

Hodnoty z tabulky 4 jsou rovnéz vyneseny do grafii na obrazcich 12 a 13.
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Obr. 12: Hodnoty koncentrace sacharosy v zavislosti na relativni rychlost syntézy
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Obr. 13: prevracené hodnoty koncentraci v zavislosti na prevracenych hodnotach

linearni regrese
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Michaelisova konstanta byla opét vypocitdna z pfedchozi rovnice:

i= 5.2 g'l-l-min

Hodnota Michaelisovy konstanty dextransacharasy nachazejici se v supernatantu z

bunék leuconostoc garlicum po 35 hodinovém nartstu je tedy 5,2 g/l.

Po ptfevedeni hmotnostni koncentrace sachardzy na koncentraci molarni je jeji

hodnota 15,22 mmol.dm™.

Supernatant z bunck leuconostoc garlicum po 48 hodinovém naristu:

Tab. 5: Hodnoty absorbance v zavislosti na koncentraci scharosy a dobé inkubace

¢as [min]
koncentrace [g/l] 0 30 60 120 180 300 1140 1440
1,25 0,0964 | 0,0874 | 0,0917 | 0,1088 | 0,0942 | 0,0876 | 0,1752 | 0,2230
2,5 0,0875 | 0,1047 | 0,0919 | 0,1037 | 0,1042 | 0,0944 | 0,2441 | 0,2947
5 0,1188 | 0,0959 | 0,1081 | 0,1210 | 0,1372 | 0,1223 | 0,3961 | 0,4572
10 0,0944 | 0,0881 | 0,1191 | 0,1373 | 0,1367 | 0,717 | 0,4820 | 0,5778
20 0,1177 0,1072 0,1192 0,2175 0,1672 0,1773 0,5496 0,7307
40 0,1054 | 0,1096 | 0,1840 | 0,1666 | 0,1750 | 0,1875 | 0,6555 | 0,7982

V grafu na obrazku 14 jsou vyneseny hodnoty absorbance v zavislosti na ¢ase z

tabulky 5.
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Obr. 14: Hodnoty absorbance v zavislosti na dobé inkubace

Tabulka 6 a graf na obrdzku 15 zobrazuje hodnoty koncentrace sacharosy v

zavislosti na hodnot€ vypocitané z rovnice linearni regrese grafu dané absorbance.

Tab. 6: Relativni rychlost syntézy v zavislosti na koncentraci sacharosy relativni

rychlost syntézy v zavislosti na koncentraci sacharosy spolu s jejich prevrdacenymi

hodnotami

reciprokd hodnota

koncer!'lcrace relativni rychlost syniclézy reciprokd hodnoﬁa relativni rychlosti syntézy

[g-17] dextranu [a.u.-min~] koncentrace [l-g"] dextranu [min-a.u."]
1,25 8,78-10° 0,8 11396,1

2,5 1,43-10" 0,4 7005,3

5 2,57-10" 0,2 3896,5

10 3,42-10" 0,1 2922,4

20 4,15-10" 0,05 2406,9

40 4,80-10" 0,025 2083,7
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Obr. 15: Hodnoty koncentrace sacharosy v zavislosti na relativni rychlost syntézy

Tabulka 6 a graf na obrazku 16 zobrazuje prevracené hodnoty grafu na obrazku 15.
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Obr. 16: Prevracené hodnoty koncentraci v zavislosti na prevracenych hodnotdch

linearni regrese

Michaelisova konstanta byla opét vypocitana z piedchozi rovnice:
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i= 6,9 g'l-l-min

Hodnota Michaelisovy konstanty dextransacharasy nachazejici se v supernatantu z

bunék leuconostoc garlicum po 35 hodinovém nartstu je tedy 6,9 g/l.

Po pfevedeni hmotnostni koncentrace sachardzy na koncentraci molami je jeji

hodnota 20,37 mmol.dm>.

5.3 Chromatografie na tenké vrstvé

Bakterialni kultura mize obsahovat vice enzymi Stépicich sacharosu na redukujici
monosacharidy, zejména invertasu katalyzujici prosté Stépeni sacharosy na glukosu a
fruktosu, pfipadn¢ levansacharasu, kterd katalyzuje syntézu polysacharidu levynu
sloZzeného z fruktosovych monomernich jednotek a v roztoku ponechéva volnou glukosu.
Proto bylo tfeba analyzovat, jaké monosacharidy reakci vznikaji. K tomuto ucelu jsme
pouzili metodu chromatografie na tenké vrstvé. Jako standardy byly pouZity roztoky
sacharosy, fruktosy a glukosy. Vysledky zndzornéné na obrazku 9 ukazuji, ze nejrychleji

migruje fruktosa, o néco pomalejsi je glukosa a nejpomalejsi je sacharosa.
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Obr. 17: Na levé strané je videt glukosa,

uprostred fruktosa a napravo sacharosa

Nésledné byla analyzovana reakéni smés po Sestihodinové inkubaci sacharosy se
supernatantem z bakterialni kultury kultivované 48 hodin (obr. 18) a byly vypocteny

retencni faktory jednotlivych latek, tedy skvrn na chromatogramu, ve vSech drahéch.

Tab. 7: Vypoctena hodnota retencniho faktoru z nameérenych

vzddalenosti

Skvrna Vzddlenost skvrny | Vzddlenost cela Vypoctend

od startu (cm) od startu (cm) hodnota Rf
Sacharosa 2,7 7 0,386
Glukosa 3,85 7 0,55
Fruktosa 4,25 7 0,607

Vzorek: horni skvrna 4,2 7 0,6

Vzorek: spodni skvrna 2,7 7 0,385
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Bylo zjisténo, Ze tato smés obsahuje zbytky sacharosy a sacharid, jehoz reten¢ni
faktor je podstatn¢ blizi§ standardu fruktosy nez glukosy. Z toho lze usoudit, ze reakéni
smés obsahuje volnou fruktosu, zatimco glukosa je zabudovéana do struktury dextranu, a
tudiZ neni v reakéni smési pfitomna. Je vSak tfeba ptipustit, Ze analyza neni zcela precizni,
co se tyCe ostrosti skvrn, a bylo by zadouci optimalizovat slozeni mobilni faze, ddvkovani
vzorku i1 dobu vyvijeni chromatogramu, coz se z divodi nedostatku casu nepodafilo

realizovat.

Obr. 18: Pismeno S: roztok sacharosy,

G: roztok glukosy, F: roztok fruktosy,
O: inkubovany roztok sacharosy se

supernatantem
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Protoze se podatilo detekovat aktivitu dextransycharasy ve vzorku supernatantu po
odstfedéni bunécna kultury bakterie Leuconostoc garlicum, pokusili jsme se rovnéz o jeho
izolaci. Jako vychozi krok tohoto postupu jsme provedli vysoleni vzorku supernatantu
siranem amonnym. Pouzili jsme opé€t tu kulturu, ktera byla nejdéle kultivovana, a to 48
hodin. Vysolenim byly ziskany frakce vysrazené pii celkovych koncentracich siranu
amonné¢ho 10, 15, 20, 30 a 40% a ze zbytkového supernatantu obsahujiciho proteiny, které
se nesrazeji ani v nejvyssi pouzité koncentraci. U jednotlivych frakci po vysoleni a
rozpusténi v nativnim roztoku byla stanovena aktivita dextransacharasy podobné¢ jako v
kapitole 5.2. Rozdil byl ale v tom, ze koncentrace sacharosy v roztoku, ve kterém byl

vzorek supernatantu inkubovan, byla ve vSech ptipadech stejna.

Tab. 8: Hodnota absorbanci z vysolenych frakci v zavislosti na

case + jejich smernice primek

¢as [min]
% vysoleni 0 1080 5400 ]|Smérnice pfimek
po dialyze 0,0921 0,137 0,1621 0,00000333

10% vysoleni 0,0537 | 0,7097 | 2,5603 0,00001092
15% vysoleni 0,0449 | 0,6363 | 2,3535 0,00013582
20% vysoleni 0,0917 | 0,4478 | 1,6892 0,00025425
30% vysoleni 0,0573 0,353 1,4373 0,00029341
40% vysoleni 0,0532 | 0,2133 | 0,7911 0,00041894
40% supernatant | 0,085 0,0943 0,1049 0,00045396
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Obr. 19: Hodnota absorbanci vysolenych frakci v zavislosti na case

NejvySsi narGist hodnot absorbanci je viditelny u 10% vysoleni supernatantu
siranem amonnym. Z toho se d& usoudit, Ze nejvyssi koncentrace dextransacharasy se
nachazi v této frakci. Z casovych divodu vsak nebylo mozné s touto frakci provést dalsi

purifikacni, zejména chromatografické, experimenty.

5.4  Detekce syntetizovaného dextranu prostirednictvim zymogramu

Protoze detekce enzymové aktivity prostfednictvim stanoveni redukujicich sacharida
muze byt ovlivnéna eventualni pfitomnosti jinych enzymovych aktivit Stépicich sacharosu,
byl proveden pokus o vyvinuti metody zalozené bezprostfedné na stanoveni vznikajiciho
dextranu. Pro tento ucel byla zvolena v literatufe popsand metoda detekce dextranu
syntetizovaného dextransacharasou pfitomnou v polyakrylamidovém gelu po separaci
elektroforézou SDS PAGE. (50) Tato forma detekce enzymové aktivity se nazyva
zymogram. Z uvedeného zdroje vyplyva, ze dextransacharasa by si méla zachovat svoji
aktivitu i po provedeni denaturujici gelové elektroforézy, jestlize je nakonec gel pieveden
do nativniho prostfedi. Je-li nasledn¢ gel inkubovéan v roztoku sacharosy, dojde k syntéze
dextranu v tom misté, kde je lokalizovan prouzek dextransacharasy. Syntetizovany dextran

je nasledné¢ detekovan pomoci Schiffova ¢inidla.
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Pro ovéfeni detekce jsme nejprve, do mikrozkumavek ptipravili stejny gel, jako na
elektroforézu SDS PAGE, do n&jz jsme nechali zapolymerovat vzorek rozpusténého
dextranu. Po obarveni schiffovym ¢inidlem byly viditelné vysledky, které jsou zobrazeny

na obrazku 20.

Obr. 20: Vzorek dextranu uvniti gelu SDS-PAGE podrobeny metode zymogramu.
Cervenéji zbarvené vzorky (4) byly ponechany v schiffové cinidle o nékolik

minut déle nez vzorky zbarveny do oranZova (B).

Tmava mista uvniti geld jsou viditeln¢ obarvené rozpusténé vzorky dextranu.

Jelikoz tento test poskytl pozitivni vysledky, byla detekce pouzita i pro vlastni zymogram.

Nejdiive byl vzorek dialyzovan kvili odstranéni piebyte¢nych sacharidii, aby bylo

pracovano se vzorkem s identickym preparatem jako v pfedchozim piipadé. S takto
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vyCisténym vzorkem z posledni dialyzy jsme poté provedli detekci prostfednictvim

Zymogramu.

Do drah gelu jsme vlozili nédsledujici vzorky:
1.PM
2. Supernatant povareny
3. Dialyzovany supernatant povaieny
4. Dialyzovany supernatant inkubovany pfi teploté 38°C

5. Dextran inkubovany pii teploté 38°C

Vzorky v drahdch 4 a 5 jsme smichali v poméru 1:1 se vzorkovym pufrem a
inkubovali po dobu 6 hodin pfi teploté¢ 38°C. Vzorky 2 a 3 jsme taktéz smichali se
vzorkovym pufrem v poméru 1:1, ale nasledné jsme je povatili pii 100°C po dobu 5 minut.
Do drédhy 1 jsme napipetovali Protein Marker, ten ale neni obarvitelny touto metodou.

Proto je na obrazku 14 dréha prazdna.
Dextran pouzity v draze 5 byl izolovan z bakterialni kultury stejné bakterie.

Byly vytvoteny 2 gely, z nichZ jeden slouZil jako slepy pokus. Prvni z nich byl po
dobu 72 hodin inkubovan v roztoku s 10% sacharosou. Druhy z nich (pravy) jako kontrolni
byl ponechan po 72 hodin pouze v acetitovém pufru bez sacharosy. Vysledky jsou

viditelné na obrazku 21.
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Obr. 21: Gel SDS-PAGE podrobeny metodeé zymogram: 2. supernatant povareny,
3. dialyzovany supernatant povareny, 4. dialyzovany supernatant inkubovany pri

teplote 38°C, 5. dextran inkubovany pri teploté 38°C

Na obou gelech jsou viditelné obarvené prouzky. Na levém gelu, odpovidajicim
inkubaci se sacharosou, je navic od sousedniho gelu viditelny prouzek, ktery se nachazi v
5. Draze, v niz byl napipetovan vzorek rozpusténého dextranu. Tento vysledek zjevné
neodpovidd ocekdvani, protoze prouzky v drahdch 2-4 jsou pfitomny jak na gelu
inkubovaném se sachardzou, tak na gelu inkubovaném bez ni — slepém pokusu. Proto bylo
nakonec od pouziti této detekéni metody upusténo, nebot’ jeji zavedeni by vyzadovalo dalsi

zna¢né mnozstvi experimentalni prace, pokud by bylo mozné viibec.
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DISKUZE

V této praci byla vyvinuta metoda pro stanoveni aktivity enzymi, které dokazi
pieménovat neredukujici cukry na redukujici. Metoda je zalozena na detekci méd’natych
ionth redukujicimi sacharidy redukovanych na ionty médné pomoci kyseliny
bicinchoninové, obdobné¢ jako v pfipadé¢ Smithovy metody stanoveni koncentrace proteind.
Metoda je zjevné citliva 1 na nizké koncentrace redukujicich sacharidii a umoznuje tedy
mefit 1 nizké aktivity enzym, které tyto sacharidy vytvareji. Na druhou stranu je
v disledku této vysoké citlivosti nezbytné odstranit ze vzorku veskeré redukujici
sacharidy, které jsou vném pfitomny pied provedenim analyzy, napt. v dusledku
pfedchoziho bakterialniho narGstu jako pozlstatky zivné pudy nebo vedlejsi produkty
syntézy dextranu. VSechny redukujici latky, tedy zejména sacharidy a proteiny, tedy musi
byt pfed provedenim analyzy odstranény do té miry, aby jejich koncentrace vyrazné
nepievySovala koncentraci redukujicich sacharidi vytvotenou v pribéhu stanoveni. (Pokud
jsou tyto latky pfitomny v koncentracich srovnatelnych s koncentraci vytvofenych
redukujicich sacharidi nebo nizsich, jejich dal$i eliminace neni nutnd, protoZe tyto latky
vytvoii jen konstantni pozadi meéteného signdlu, které bude nasledné detekovanymi

latkami pfevySeno).

Touto metodou byla zmétena hodnota Michaelisovy konstanty dextransacharasy ve
slabé koncentrovanych roztocich supernatani z 3 bakterialnich narasti. Vysledky jsou ve
velmi dobré vzijemné shod¢, coz svédci o dobré funkEnosti a reprodukovatelnosti pouzité
metody. Tyto vysledky byly dale porovnany s vysledky uvedenymi v literatufe, s nimiZ se
pomérné dobfe shoduji. V literatute jsou uvedené hodnoty, pro dextransacharasu bakterie
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F. (51) Michaelisovy konstanty v rozmezi 12-16
mM. V naSem piipad€ byla primérnd hodnota Michaelisovy konstanty vSech vzorki 18,26
mM. Nepatrny rozdil ve vysledcich mtize byt zplisoben tim, Ze jde o enzym z jiné bakterie

nebo neptesnosti méteni.

Identita dextransacharasy byla provedena pomoci tenkovrstvé chromatografie,
pomoci niz byla analyzovana reakéni smés po probéhnuti reakce. Vysledek ukazuje, ze ve
smési je kromé zbytkl glukosy piitomna fruktosa, coz odpovida tomu, ze katalyzovanou
reakci je opravdu syntéza dextranu. Tento experiment vSak nebyl z Casovych divodi
doveden k optiméalnimu provedené, proto odecteni reten¢nich faktori jednotlivych skvrn
neni zcela precizni, coz ponechava urcitou miru nejistoty, zda je detekovanym sacharidem

skutecné jenom fruktosa, a neni tedy mozné zcela vyloucit ani kontaminaci jinym
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enzymem Stépicim sacharosu, ktery mize byt v bakteridlni kultufe rovnéz ptitomen (napf.
invertasa). To muze byt dalSi eventudlni pfi¢inou ovlivnéni hodnoty namétené

Michaelisovy konstanty enyzmu.

Byl ucinén i pokus o izolaci enzymu. Supernatant builky byl srdzen siranem
amonnym za ucelem Caste¢né izolace a zvySeni koncentrace hledaného enzymu v roztoku.
Nejvice viditelné zmény, které se poté projevily pfi testu na redukujici sacharidy byly jiz u
10% vysoleni. Z toho vyplyva, Ze se enzym podatilo zkoncentrovat v 10% frakci. Celkova
koncentrace enzymu v nejsilnéjsi frakci vSak byla stale velice nizka, takze se nepodatilo ho
ani detekovat gelovou elektroforézou SDS PAGE. Pfesto se nabizi moznost pokusit se
doplnit izolaéni postup dals§imi chromatografickymi technikami a pokusit se ziskat Cistsi
preparat. Z casovych divodii v§ak nebylo moZzné tento smér déle sledovat. Celkove
byly vSechny pokusy komplikované tim, ze volny enzym je v roztoku pfitomen jen ve
velmi nizké koncentraci. Znamena to, bud’ Ze je enzym velice aktivni, a to tak, Ze i pies
nizkou koncentraci dokaze syntetizovat velké mnozstvi dextranu, anebo je pevné vazan na
dextran velice silnou vazbou, kterd znemoznuje jeho snadné oddé€leni. Proto také nebyl
enzym detekovatelny ani na elektroforeze SDS-PAGE, kde jsme se snazili enzym

identifikovat, ale jeho nizka koncentrace to znemoziovala.

Vzhledem k tomu, Ze enzym je zjevné 1 pies nizkou koncentraci dostate¢né aktivni,
nelze vylouc€it moznost méfeni jeho aktivity prostfednictvim detekce hlavniho produktu
jim katalyzované reakce, tedy dextranu. Tuto analyzu bohuZel neni mozné provést ve
vychozim bunéném supernatantu, kde je vzdy pfitomno alesponi stopové mnozstvi
dextranu, ktery vznikl béhem kultivace bakterii. Jeho oddéleni je relativné komplikované,
protoze ho, na rozdil od latek nizkomolekularnich, neni moZné odstranit dialyzou.
V principu by ktomuto ucelu bylo mozno pouzit i jinych metod, napt. gelové
chromatografie, ale ta zase nutné¢ vede k nemalému zfedéni vzorku, takZe by aktivita
nemusela byt detekovatelna jiz viibec. Na druhou stranu, pokud v supernatantu existuje
volna dextransacharasa, je mozné tuto pievést vhodnou elektroforetickou metodou do gelu,
kde vytvofi samostatny prouzek. Volny dextran je neutrdlni a do gelu putovat nebude.
Podaii-li se béhem elektromigrace zachovat enzymovou aktivitu, nebo ji alesponi obnovit
po ukonceni elektroforézy, je mozné detekovat aktivitu v gelu fixovaného enzymu
prostiednictvim dextranu, ktery vznikne pfi inkubaci gelu v roztoku sacharézy a rovnéz
zlstane v gelu fixovan na misté, kam doputoval enzym. Na tomto principu je zaloZena

metoda zymogramu, ktera byla popséna v literatuie. (52) Podle téchto autorti je enzym
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velice stabilni. Enzym lze dokonce po probéhnuti elektroforézy SDS-PAGE znovu
renaturovat, ale jen v ptipadé, pokud nebyl enzym denaturovan pftili§ vysokou teplotou. To
byl divod, pro¢ byl vzorek inkubovan pii 38°C po dobu nékolika hodin, namisto jeho 5
minutovém povafeni. Bohuzel jsme u tohoto pokusu nedosdhli dostatecné
reprodukovatelnych vysledka. Jediny vysledek pravdépodobné poukazuje na to, Ze je na
dextranu, ktery je pfitomen v bakteridlnim supernatantu, navdzana zkoumana
dextransacharasa, nebo jiné proteiny, které jsou mu schopny udélit nenulovou
elektroforetickou mobilitu. Dextran totiz nema Zadné néaboje, které by mohly behem
elektroforézy uc¢inné¢ migrovat v gelu smérem k anodé. Tento jev by mohl objasnit vzniklé

prouzky na gelu na obr. 14, které se nachazeji i ve slepém pokusu.

Prouzek odpovidajici ptitomnému dextranu byl pozorovan v posledni draze, do niz
byl pfidan izolovany dextran. Tento prouzek je vidét pouze na gelu, ktery byl inkubovan v
roztoku 10% sacharosy. Moznym vysvétlenim tohoto jevu je, ze v izolovaném dextranu
bylo pfitomno jist¢ mnozstvi denaturované dextransacharasy, ktera se ovSem mohla v
ramci pokusu renaturovat do aktivni formy a syntetizovat dextran, ktery byl nasledné
detekovan reakci s Schiffovym ¢inidlem (vysoka stabilita a schopnost renaturace je
v literatufe popsana). (52) Tento dextran byl ale izolovéan z jiné bakterie, tudizZ se nemusi
shodovat s na$i zkoumanou dextransacharasou. Tento pokus se vSak dosud nepodafilo
reprodukovat ani pozorovani jinak vysvétlit, takze uvedené vysvétleni 1ze povazovat pouze
za pracovni hypotézu. Za pozitivni vSak lze povaZovat tu skuteCnost, Ze se podafilo
prokédzat moznost detekce dextranu v gelu pomoci Schiffova ¢inidla a jeji principidlni
pouZzitelnost pro detekci aktivity dextransacharasy pomoci zymogramu. K praktickému
pouziti metody je vSak tfeba vyvinout vhodny elektroforeticky postup, s jehoz pomoci Ize
pfevést aktivni dextransacharasu do izolovaného prouzku na polyakrylamidovém gelu.
K tomuto tcelu by mohla byt vyuZzita napt. nativni gelova elektroforéza v prostredi barviva
Coomassie Brilliant Blue znama4 jako ,,Blue Native Electrophoresis®. S touto metodou byly

provedeny nékteré orientacni pokusy, ale dosud bez pouzitelného vysledku.
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ZAVER

I kdyz se enzym dextransacharasu nepodatilo dokonale izolovat z dané bakteridlni
kultury, bylo provedeno nékolik metod, kde byla prokazana jeho aktivita. V prvnim testu,
na redukujici cukry, byla aktivita prokdzana v podobé narlstajici absorbance vzorkl
inkubovanych v roztoku kyseliny bicinchoninové. NarGst médnych ionti byl
zaznamenavan a métfen na spektrofotometru. Z vyslednych hodnot byla potom vypocitana
Michaelisova konstanta jednotlivych testovanych vzorkt. Jejich primérnd hodnota byla v
dobré shodé s hodnotami, které jsou uvadény v odborné literatuie. Mirna odchylka mtize
byt zplisobena i nepfesnosti méfeni, nebo kontaminaci vzorku invertasou, ktera katalyzuje
prosté Stépeni sacharosy na glukosu a fruktosu, nebo levansacharasu, ktera katalyzuje
syntézu polysacharidu levynu slozeného z fruktosovych monomernich jednotek.

Levansacharasa zanechava v roztoku volnou glukosu.

Tenkovrstva chromatografie dokazuje, ze se v supernatantu vyskytuje enzym, ktery
dokaze rozstépit sacharosu na fruktosu a glukosu s tim, Ze glukosa se ihned poté
zabudovava do struktury dextranu, a proto je na desti¢ce viditelnd jen fruktosa. Retencni
faktory jednotlivych skvrn poukazuji na fakt, Ze veSkera glukosa vytvofena
dextransacharasou byla spotiebovana ke tvorbé dextranu. Je tam ale vidét 1 mirné

zne€i$téni jiZz zmilovanou Levansacharasou nebo invertasou.

Pii pokusu o izolaci enzymu, vysolovanim siranem amonnym, se ho podafilo
zakoncentrovat v 10% frakci. Tento zavér je patrny v nasledném testu inkubovaného
vysoleného vzorku se sacharosou za pomoci kyseliny bicinchoninové. V oné 10% frakci

byl viditelny nejvyssi narust absorbanci.

V posledni fad¢ byla aktivita enzymu testovana metodou zymogramu. Jelikoz je
volny dextran neutralni, tudiz nemd zadny ndboj, kterym by mohl byt pfitahovan v gelu pii
elektroforéze. Dextransacharasa pomoci zymogramu byt prokazana muize. Z testu je ale
viditelny opét fakt, Ze dany enzym je v roztoku v minimalni koncentraci, nebo je vdzany na

dextran.
Zavérem se da fici, Ze bylo vyvinuto n€kolik metod pro zjisténi aktivity enzymu a
jednou metodou se dokdzalo enzym zakoncentrovat. Nasledné purifikacni metody byly

negativni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DIARs

Mw

L. mesenteroides
HPLC

RPM

C

BCA

Anex

SDS PAGE

Dextran induced anaphylactoid reactions
molekulova hmotnost

Leuconostoc mesenteroides
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Otacky za minutu

Vyznam tfeti zkratky.

Kyselina bicinchoninova

Typ ionexové chromatografie

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

SEZNAM OBRAZKU

Obr. 1: Struktura Dextranu 70

Obr. 2: Struktura Dextranu 4015

Obr. 3 : Fragment struktury dextranul7

Obr. 4: Graf zavislosti viskozity oproti Mw dextranu B-512(f) (modra kiivka) a pro

hypoteticky linearni dextran (Cervena kiivka)

Obr. 5: Graf produkce dextransacharasy za piitomnosti a nepfitomnosti 0,05% chloridu

vapenatého

Obr. 6: Aktivace dextranu za ziskani meziproduktt: 1: karbamat, 2: linearni imidokarbonat

a 3: cyklicky imidokarbonat

Obr. 7: Sloupec A: vzorky z prvni, sloupec B: vzorky z druhé, sloupec C: vzorky ze treti
dialyzy a sloupec D: zfedéné vzorky dialyzy probihajici pfes noc. Radal: vzorek 1000x

fedény, fada 2: vzorek 100x fedény, fada 3: vzorek 10x fedény, fada 4: nefedény vzorek
Obr. 8: Hodnoty absorbance v zavislosti na dob¢é inkubace
Obr. 9: Hodnoty koncentrace sacharosy v zavislosti na relativni rychlost syntézy

Obr. 10: Reciproké hodnoty koncentraci v zavislosti na reciprokych hodnotach linearni

regrese
Obr. 11: Hodnoty absorbance v zavislosti na dob¢ inkubace
Obr. 12: Hodnoty koncentrace sacharosy v zavislosti na relativni rychlost syntézy

Obr. 13: ptevracené hodnoty koncentraci v zavislosti na pfevracenych hodnotach linearni

regrese
Obr. 14: Hodnoty absorbance v zavislosti na dobé inkubace
Obr. 15: Hodnoty koncentrace sacharosy v zavislosti na relativni rychlost syntézy

Obr. 16: Pfevracené hodnoty koncentraci v zavislosti na pfevracenych hodnotach linearni

regrese
Obr. 17: Na levé strané je vidét glukosa, uprostied fruktosa a napravo sacharosa

Obr. 18: Pismeno S: roztok sacharosy, G: roztok glukosy, F: roztok fruktosy, O:

inkubovany roztok sacharosy se supernatantem



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

Obr. 19: Hodnota absorbanci vysolenych frakci v zavislosti na Case
Obr. 20: Vzorek dextranu uvnitt gelu SDS-PAGE podrobeny metod¢ zymogramu.

Obr. 21: Gel SDS-PAGE podrobeny metodé¢ zymogram: 2. supernatant povaieny, 3.
dialyzovany supernatant povafeny, 4. dialyzovany supernatant inkubovany pfi teploté

38°C, 5. dextran inkubovany pfi teploté 38°C



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

SEZNAM TABULEK

Tab. 1: Hodnoty absorbance v zavislosti na koncentraci scharosy a dob¢ inkubace

Tab. 2: Relativni rychlost syntézy v zavislosti na koncentraci sacharosy spolu s jejich

pfevracenymi hodnotami
Tab. 3: Hodnoty absorbance v zavislosti na koncentraci scharosy a dob¢ inkubace

Tab. 4: Relativni rychlost syntézy v zavislosti na koncentraci sacharosy spolu s jejich

pfevracenymi hodnotami
Tab. 5: Hodnoty absorbance v zavislosti na koncentraci scharosy a dob¢ inkubace

Tab. 6: Relativni rychlost syntézy v zavislosti na koncentraci sacharosy relativni rychlost

syntézy v zavislosti na koncentraci sacharosy spolu s jejich pfevracenymi hodnotami
Tab. 7: Vypoctena hodnota retencniho faktoru z naméfenych vzdalenosti

Tab. 8: Hodnota absorbanci z vysolenych frakci v zavislosti na ¢ase + jejich smérnice

piimek



