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1. Uvod

P-Glukosidasy (P-D-glukosid-p-D-glukohydrolasy EC
3.2.1.21.) katalyzují hydrolytické štěpení glykosidických
vazeb aryl a alkyl glukosidů a stejně tak glukosidů obsahu-
jících pouze cukernou složku (tj. cellobiosa). Vyskytují se
prakticky v celém živém světě, od bakterií přes houby, až
k rostlinám a živočichům. U hub a bakterií se zapojuje
celulasa spolu s P-glukosidasou v podobě tzv. celulasového
komplexu do katabolismu celulosy, která v současné době
tvoří největší část odpadů lidské civilizace. U rostlin se
p-glukosidasy zapojují hned do několika velmi důležitých
fyziologických pochodů, jak bude popsáno v dalším textu.
Neméně důležité jsou pro nás poznatky o těchto enzymech
i u živočichů, respektive u člověka. Jako příklad je možné
uvést lidskou kyselou p-glukosidasu (glukocerebrosidasu),
jejíž deficience v lidském lysozómu může způsobit Gau-
cherovu chorobu. Přes nesmírné rozšíření těchto enzymů
v celé živé přírodě je možné nalézt až zarážející podobnosti
mezi jednotlivými p-glukosidasami. Valná většina studo-
vaných P-glukosidas má podjednotkovou hmotnost mezi
55 a 65 kD, kyselé pH optimum (pH 5-6) a vysokou
substrátovou specifitu k cukerné složce (viz kap. Sub-
strátová specifita). p-Glukosidasy hub, bakterií, člověka
a dvouděložných rostlin byly ve všech studovaných pří-
padech glykosylovány, zatímco P-glukosidasy jednodělož-
ných (kukuřice a čirok) nikoli. p-Glukosidasy dvoudělož-
ných rostlin jsou lokalizovány na buněčné stěně2'3, nebo
v proteinových tělíscích , zatímco u jednoděložných rost-
lin byly lokalizovány tyto enzymy v plastidech . U savců
je možné nalézt p-glukosidasy jak v cytosolu jako rozpust-
ný enzym, tak v lysozómu (viz výše).

2. Mechanismus katalýzy

Z celé škály experimentů na různých P-glukosidasách,
zahrnující krystalografické studie, místně řízenou mutage-
nezu, afinitní značení, chemické modifikace a jiné, jejichž
příklady budou popsány v následujícím textu, byl zkon-
struován model mechanismu katalýzy těchto enzymů. V tom-
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to modelu hrají klíčovou roli dva kyselé aminokyselinové
zbytky (Asp/Glu), které v průběhu katalýzy vystupují jako
pár kyselina a aniont/nukleofil. (3-Glukosidasy společně
s celulasami, cellobiohydrolasami a xylanasami, jsou en-
zymy zachovávající při hydrolýze substrátu jeho anomerní
konfiguraci . Z čistě mechanistického pohledu je na ně
proto pohlíženo jako na enzymy pracující „s dvojím přesku-
pením substrátu". Tento mechanismus (vykreslený na obr.
1) zahrnuje následující znaky9:

- kyselá skupina protonuje substrát
- musí být přítomna karboxylová skupina na opačné stra-

ně cukerného kruhu, než je necukerná složka substrátu
- tato karboxylová skupina atakuje substrát za vzniku

kovalentního intermediátu, který by se dal popsat jako
adukt glykosyl-enzym a ve kterém má sacharid opačnou
anomerní konfiguraci než výchozí sloučenina

- tento adukt vzniká v obou směrech přes tranzitní stav
zahrnující oxokarboniový iont

- dále tento mechanismus zahrnuje různé nekovalentní vaz-
by přizpůsobující a stabilizující jednotlivé tranzitní stavy.
Jedním z prvních a nejpádnějších důkazů o přítomnosti

kyselé karboxylové skupiny fungující jako katalyzátor
a aniontu/nukleofilu stabilizujícího tranzitní stav, se stala
rentgenová strukturní analýza krystalu lysozymu ze sle-
pičino vaječného bílku (HEWL). Glu35 byl u tohoto en-
zymu identifikován jako donor protonů v průběhu katalýzy,
zatímco Asp52 stabilizoval oxoniový tranzitní stav ' n .
Navíc výše uvedená funkce Glu35 byla doložena výsledky
místně řízené mutageneze . Také v mnohých kinetických
studií byla potvrzena přítomnost jak kyselého katalyzátoru,
tak stabilizujícího aniontu/nukleofilu. Při studiích závis-
losti aktivity (3-glukosidas na pH byly ve všech případech
naměřeny křivky ve tvaru zvonu, což indikovalo přítom-
nost dvou ionizovatelných skupin. Odpovídající hodnoty
pK, vypočítané z těchto křivek se pohybovaly v rozmezí
3,2-4,4 pro kyselejší skupinu a 5,3-6,9 pro bazičtější.

Obr. 1. Předpovězený mechanismus hydrolýzy p-glukosidů. Na nákresu je vidět princip enzymové reakce s dvojím přeskupením
substrátu. V první části reakce se mění původní anomerní konfigurace substrátu. V druhé se pak uvolňuje produkt s původní anomerní
konfigurací. Obrázek byl volně převzat z (Esen A.; 1993)
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V případě skupiny s nižší hodnotou pK se jednoznačně
jedná o karboxylovou kyselinu. V případě skupiny s vyšší
vypočtenou pK hodnotou však tyto studie neposkytly jed-
noznačnou odpověď, i když výsledky podrobnějších ki-
netických studii naznačují, že i druhou ionizovatelnou sku-
pinou je opět karboxyl . Roli aniontu/nukleofilu by však
mohl hrát i histidinový boční řetězec. Proti této teorii však
kromě rentgenostrukturních studií silně hovoří výsledky
chemických modifikací. Při těchto experimentech byl po-
užit diethylpyrokarbonát k modifikaci všech histidinových
zbytků přítomných v celulase ze Saccharomyces commune
a xylanase15 bez negativního vlivu na aktivitu enzymů.
Také výsledky ireverzibilní inhibice P-glukosidasy a celu-
lasy ze 5. commune přechodnými kovy je dalším v řadě
důkazů o přítomnosti katalytického karboxylu v aktivním
centru. V tomto případě se pravděpodobně jedná o chela-
tační efekt karboxylu v aktivním centru '. Další analýzy
krystalových struktur xylanasy z rodiny F, (l-3)-(i-glu-
kanasy a dalších, opět potvrdily domněnku, že aktivní
centrum těchto enzymů je tvořeno párem karboxylu.
Všechny tyto enzymy reprezentují strukturu osmičetného
a/p-barelu, přičemž aktivní centrum tvoří dva zbytky kyse-
liny glutamové umístěné ve smyčkách na C-konci p-ře-
tězců čtyři a sedm18. Ještě více údajů o aktivním centru
těchto enzymů bylo získáno kombinací výsledků RTG-
-analýzy, chemických modifikací a inhibičních studií na
příkladu fi-glukanasy z ječmene. Funkční enzym vyžaduje
dokonce čtveřici ionizovatelných aminokyselin v aktivním
centru. Mechanismus katalýzy je zde založen opět na páru
glutamových kyselin (v pozicích 231 a 288). K iniciaci
hydrolýzy jsou u tohoto enzymu však ještě esenciální dvě
další aminokyseliny Glu279 a Lys282, jejichž ionizovatel-
né boční řetězce jsou nezbytné ke štěpení substrátu. Me-
chanismus jejich vlivu na enzymovou aktivitu není zatím
uspokojivě vysvětlen .

Experimentální důkazy uvedené v předchozím textu
podporují model katalýzy „s dvojím přeskupením sub-
strátu"20 všeobecně akceptovaný v případě p-glukosidas
zachovávajících anomerní konfiguraci substrátu a produk-
tu, který je vyobrazený na obr. 1.

3. Rostlinné p-glukosidasy

3 . 1 . S u b s t r á t o v á s p e c i f i t a

fJ-Glukosidasy obecně mají takřka absolutní požadavky
na cukernou složku substrátu (tj. glukosu a v mnohem

menším měřítku jsou schopny využívat jako substrátu fu-
kosidy či galaktosidy). Navíc P-glukosidasy ze zcela od-
lišných zdrojů vykazují významnou podobnost týkající se
substrátové specifity k cukerné složce a některým nefyzio-
logickým aglykonům (například nitrofenoly nebo umbeli-
feron)21. V dřívějších dobách převládal názor, že P-gluko-
sidasyjsou enzymy, jejichž substrátová specifita vůči agly-
konu je velmi nízká. V mnohých případech byl částečně
purifikován enzym, který byl schopen štěpit celou řadu
strukturně velmi odlišných P-glukosidů. Tato špatná inter-
pretace byla způsobena podobnými fyzikálně-chemický-
mi vlastnostmi jednotlivých enzymů a byla opravena až
v době zavedení účinnějších dělících technik (např. dvoj-
rozměrná elektroforéza ap.), kdy enzymové preparáty se
zdánlivě nízkou substrátovou specifitou byly rozděleny na
několik frakcí preferujících jen určité substráty. Jedním
příkladem za všechny nám může být emulsin z mandlí,
který byl později identifikován jako směs dvou enzymů
s vysokou substrátovou specifitou (podrobnosti o tomto
enzymu jsou popsány v odstavci pojednávajícím o kyano-
genezi).

3 . 2 . N e j d ů l e ž i t ě j š í b i o c h e m i c k é
c e s t y , v n i c h ž h r a j í p - g l u k o s i d a s y
u r o s t l i n k l í č o v o u r o l i

Rostlinné p-glukosidasy jsou známy již přes 150 let,
kdy byla poprvé popsána hydrolýza amygdalinu (kyano-
genního glukosidu z mandlí) emulsinem (P-glukosidasa
z mandlí). Od té doby byla prokázána, či předpovězena
přítomnost P-glukosidas v mnoha klíčových fyziologic-
kých procesech rostlin, od funkcí spojených s obranyschop-
ností rostlin proti některým patogenům a býložravcům, přes
uvolňování kumarinů, thiokyanátů, terpenů a kyanidu, až
po hydrolýzu konjugátů rostlinných hormonů. Přes proka-
zatelně důležitou roli, kterou tyto enzymy hrají v rostlin-
ném světě, byla věda až příliš skoupá na informace o tomto
druhu enzymů. Proto bude ještě třeba mnohých informací,
abychom dokázali zcela pochopit a docenit existenci těchto
enzymů u rostlin.

3.2.1. Rostlinný obranný systém

Rostliny produkují celou škálu sekundárních metabo-
litů, z nichž mnohé jsou nadány fungicidními vlastnostmi.
Některé z těchto látek jsou syntetizovány i skladovány ve
zdravých rostlinách v jejich aktivní formě. Jiné, jako ky-
anogenní glukosidy, glukosinoláty apod. se vyskytují
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v rostlinách v inaktivní konjugované formě, a k jejich akti-
vaci dochází teprve při poškození pletiva nebo napadení
rostlinným patogenem. Aktivace těchto látek většinou za-
hrnuje rostlinné enzymy, jejichž uvolnění je výsledkem
poškození pletiva22. O některých takovýchto enzymech,
uvolňujících aktivní látky rostlinného obranného systému
z jejich inaktivních glukosidů, bude pojednáno v následu-
jících odstavcích.

3.2.1.1. Kyanogeneze

Většina rostlinných druhů produkuje malé množství
kyanogenních sloučenin pouze jako vedlejší produkt při
syntéze ethylenu. Přes 2000 z nich je však schopno pro-
dukovat tyto látky v množství dostatečném k tomu, aby
mohly sloužit jako přenosná forma redukovaného dusíku,
respektive jako prekurzory chemických obranných látek
proti některým patogenům, případně býložravým živoči-
chům . Kyanovodík se z těchto prekurzorů (většinou
kyanogenních glykosidů) uvolňuje účinkem hydrolytic-
kých enzymů. Hydrolýza kyanogenních glykosidů je ini-
ciována odštěpením cukerné složky jednou či více (J-glyko-
sidasami za vzniku hydroxynitrilu. Ten se pak účinkem
specifické lyasy, případně spontánně, rozpadne za vzniku
HCN a příslušného aldehydu, či ketonu (viz obr. 2). Kyanid
je díky svému silně inhibičnímu vlivu na respirační řetězec
toxický většině organismů, rostliny nevyjímaje. Proto je
jeho obsah v intaktních rostlinných pletivech nedetegova-
telný. Aby mohly rostliny takovýto stav udržet, musí mít
rostlina v nepoškozeném pletivu k dispozici systém regu-
lace tvorby toxického HCN. Mechanismus pravděpodobně
spočívá v kompartmentaci jak na úrovni buněčné, tak na
úrovni vnitrobuněčné25'26. Cukernou složkou kyanogen-
ních glykosidů je ve všech případech glukosa, která však
může být modifikována glykosidovou vazbou s dalším
monosacharidem, popřípadě tvoří ester. Doposud bylo
identifikováno přes 300 kyanogenních glykosidů, repre-

zentujících asi 50 samostatných strukturních typů27. Vzhle-
dem k obrovskému množství těchto látek a jim odpovída-
jícímu množství specifických hydrolytických enzymů, má
smysl uvést jen velmi zběžně pouze ty nejznámější, již
zcharakterizované zástupce. Snad nejznámějším a součas-
ně prvním popsaným příkladem kyanogenního systému
u rostlin se stala před 150 lety směs enzymů se substrátem
(7?)-amygdalinem, známá jako emulsin28. Emulsin je ve
skutečnosti směsí dvou enzymů amygdalinhydrolasy a pru-
nazinhydrolasy s pravděpodobně velmi vysokou substráto-
vou specifitou. Podobný systém, skládající se ze tří en-
zymů, navíc podrobně popsaných, byl nalezen u černé
višně . Plodinou, důležitou ze zemědělského hlediska je
cassava (Manihot esculenta Cranz) • Hlavním kyanogen-
ním glykosidem v této plodině je linamarin, který účinkem
dvou enzymů linamarasy a hydroxynitrillyasy dá vzniknout
HCN a acetonu.

3.2.1.2. Glukosidy derivátů hydroxamové kyseliny
jsou také součástí obranného systému rostlin

4-Hydroxy-7-metoxy-l,4-benzoxazin-3-on (DIMBOA)
je derivát hydroxamové kyseliny známý svým pesticidním
účinkem. Je to velmi reaktivní sloučenina, inaktivující ce-
lou řadu enzymů. Tato sloučenina se však vyskytuje ve
formě glukosidů v intaktním kukuřičném (Zea mays L.)
pletivu a u obilnin . Struktura tohoto glukosidů je zo-
brazena na obr. 3a. Mechanismus účinku této látky se zdá
být podobný s kyanogenním modelem obrany rostlin proti
hmyzu. Po mechanickém poškození pletiva dojde ke smí-
chání DIMBOA-glukosidu a specifické (3-glukosidasy
a uvolnění aktivní DIMBOA . V poslední době byla stu-
dována také funkce hydroxamové kyseliny při napadení
rostliny plísněmi. Bylo také zaznamenáno výrazné zvýšení
hydrolýzy DIMBOA-glukosidu (nejhojněji se vyskytující-
ho derivátu hydroxamové kyseliny) u pšenice po napadení
jejích kořenů patogenem Septoria triticP4.

Obr. 2. Obecné schéma produkce kyanovodíku z jeho prekurzorů - kyanogenního glukosidů. Po enzymatickém odštěpení cukerné
části molekuly vzniká nestabilní hydroxynitril, který se rozpadá samovolně, či za katalýzy specifické lyasy na kyanovodík a příslušný
aldehyd, nebo keton (volně převzato z Osbourn E.; 1996)
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3.2.1.3. Avenakosidy: prekurzory protiplísňových
sloučenin

Saponiny jsou látky, které se v poměrně vysoké míře
vyskytují ve zdravých rostlinách. Jsou jim připisovány
různé funkce, které vesměs souvisí s obranným systémem
rostlin. Většinou je jim však přisuzována obranná funkce
při plísňovém napadení rostliny. Mechanismus protiplís-
ňového účinku tkví v jejich schopnosti komplexně se vázat
s membránovými steroly, čímž se tvoří v membráně póry.
Chemicky jsou saponiny glykosylované sloučeniny, které
se dají podle necukerné složky dělit do tří základních sku-
pin. Jsou to saponiny, jejichž necukernou složkou jsou
triterpenoidy, nebo steroidní glykoalkaloidy. Do třetí sku-
piny pak patří tzv. avenokosidy (obr. 3b). Tyto látky se
nachází především ujednoděložných rostlin a to nejčastěji
u rodu ovsa (Avena). Avenakosidy jsou biologicky inak-
tivní látky, kteréjsou však při poškození rostlinného pletiva
konvertovány na fungicidní saponin. Konverze spočívá
v odštěpení molekuly D-glukosy z pozice C-26 specifickou
hydrolasou (ovesná avenakosinasa)35 za vzniku saponinu
s již zmíněným fungicidním charakterem.

3.2.1.4. (3-D-Glukosid kyseliny salicylové: prekurzor
signální molekuly rostlinného obranného systému

Kyselina salicylová je jednoduchá chemická sloučeni-
na, která byla po dlouhou dobu považována za nedůležitý
produkt celé řady rostlin. Velký zájem soustředila tato látka
teprve v době, kdy byl demonstrován její regulační vliv na
rostlinnou termogenezi a její funkce přirozené signální

molekuly při indukci rostlinného obranného systému37.
Salicylová kyselina se nachází v rostlinném pletivu přede-
vším v konjugované formě jako [3-glukosid (obr. 3c). Jeho
hydrolýzou p-glukosidasovou aktivitou asociovanou k bu-
něčné stěně tabáku {Nicotiana tabacum) se při infekci
virem tabákové mozaiky uvolňuje volná kyselina salicylo-
vá. Volná kyselina salicylová, případně její aktivní analogy,
inhibuje katalasu. Následkem této inhibice se zvýší vni-
trobuněčná hladina H2O2. Peroxid návazně, pravděpodob-
ně v roli druhého posla, indukuje geny zapojené do rostlinné
obrany (například „pathogenesis related protein 1" - PR1 )38>39.

3.2.1.5. Glukosinoláty

Další skupinou substrátů specifických hydrolas tzv.
myrozinas jsou glukosinoláty (glukosidy hořčičného ole-
je). Jsou to thioglukosidy, vyskytující se hojně v čeledi
brukvovitých {Brassicaceae), či u, z vědeckého hlediska
důležitého, plevele huseníčku rolního (Arabidopsis tallia-
na). Hlavní zájem o tyto thioglukosidy spočívá v jejich
schopnosti odpudit jak býložravé obratlovce, tak škůdce
z řad bezobratlého hmyzu. Mechanismus uvolnění aktiv-
ních látek z biologicky neaktivních glukosinolátů je ob-
dobný jako glukosidů saponinu či u kyanogenních gluko-
sidů. Glukosinoláty jsou aktivovány při poškození rostlin-
ného pletiva. Enzym myrozinasa, který je pravděpodobně
v inaktivním pletivu oddělen od svého substrátu vnitro-
buněčnou kompartmentací, při poškození štěpí thioglyko-
sidickou vazbu. Nestabilní aglykon se může dále přeměnit
na celou řadu produktů. Všechny tyto produkty, mezi nimiž
nalézáme těkavé isothiokyanáty, thiokyanáty a organické

Obr. 3. Struktury základních typů sloučenin zapojených do chemického obranného systému rostlin (podrobnosti viz text), a) V přírodě
se nejčastěji vyskytující derivát hydroxamové kyseliny DIMBOA-glukosid, b) zástupce avenakosidů: Avenakosid A, c) salycyl-p-D-
-glukosid, d) struktura glukanosilátů (thioglukosidů)
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nitrily, jsou velmi reaktivními látkami. Přesto, že není
přesně znám mechanismus jejich účinků, in vitro byl u těchto
produktů hydrolýzy glukosinolátů prokázán jejich výrazný
antifungicidní charakter ' .

3.2.2. Degradace buněčné stěny

V průběhu klíčeni a dalšího růstu rostliny, jako ječmen
či jiné obilniny, využívají zásob škrobu v endospermu.
V průběhu růstu klíčků dochází k degradaci škrobu amy-
lasami za vzniku maltosy a dextrinů . V celém procesu
degradace škrobu je zapojeno velké množství enzymů,
kterých aktivita je kontrolována několika cestami. V aleu-
ronu a/nebo ve skutelu se v průběhu klíčeni syntetizují
proteasy, peptidasy a amylasy. Tyto enzymy se však ke
svému zásobnímu substrátu dostanou až po degradaci bu-
něčné stěny buněk endospermu . Takže právě tato de-
gradace je limitujícím krokem při aktivaci zásobních látek
v endospermu. Degradace buněčné stěny je sama také
nezanedbatelným zdrojem sacharidů pro klíčící semena.
Totální hydrolýza (3-glukanu je výsledkem několika enzy-
mových aktivit. Několik specifických endoglukanas roz-
štěpí polysacharidy na směs oligosacharidů. Ty jsou pak
dále degradovány (5-glukosidasovou aktivitou44. Příkla-
dem takovéto p-glukosidasové aktivity je enzym BGQ60
izolovaný z ječmene. Tato (3-glukosidasa se akumuluje ve
vyvíjejícím se klíčku ječmene, kde e pravděpodobně zod-
povědná za degradaci několika polysacharidů ze stěny bu-
něk endospermu. K totální hydrolýze hlavních polysacha-
ridů stěny buněk zásobního endospermu v klíčcích ječmene
za vzniku volné glukosy je tedy třeba souhry endo-(l-3,l-
-4)-(3-glukanas a BGQ60 (cit 4 5).

3.2.2.1. (i-Glukosidasa: mediátor účinku auxinu?

Auxin (indolyoctová kyselina, IAA) je sloučenina in-
dukující prodlužovací růst buněk koleoptili, hypokytolu
a epikotylu. Základním principem tohoto procesuje zvyšo-
vání schopnosti růstu buněčné stěny způsobené působením
IAA. Přesto, že existují některé protikladné teorie, celý
proces probíhá pravděpodobně na základě součinnosti
dvou mechanismů. Jeden z procesů je popsán tzv. kyselou
teorií, jež zahrnuje kyselou hydrolýzu buněčné stěny v pří-
tomnosti IAA, v závislosti na zvýšené koncentraci pro-
tonů46. Druhá teorie pak sleduje indukci syntézy, či aktivaci
enzymů zodpovědných za hydrolýzu buněčné stěny. Při
účinku auxinu na hypokotyl sóji byl zaznamenán vzrůst
hladiny mRNA, schopné translace . Ve frakci proteinů

z buněčné stěny epikotylu cizrny beraní (Cicera arietinum)
vystaveného po dobu jedné hodiny účinkům IAA byl za-
znamenán vzrůst aktivit |3-glukosidas a a/(3-galaktosidasy
o 65-70 % oproti kontrole. Po čtyřech hodinách inkubace
epikotylu s IAA nebyla zaznamenána významná změna
uvedených aktivit. Naproti tomu na elektroforegramu po
SDS-PAGE nebyla zaznamenán markantní rozdíl po jed-
notlivé inkubaci, zatímco u vzorků inkubovaných s IAA byl
zaznamenán viditelný vzrůst obsahu (3-glukosidasy (66 kDa)
a některých dalších enzymů . Přes jistým způsobem roz-
poruplné výsledky uvedených experimentů lze očekávat
zjištění, že v procesu prodlužovacího růstu buněk induko-
vaného IAA hraje (i-glukosidasa spolu s dalšími glykanhy-
drolytickými enzymy důležitou roli.

3.2.3. Další funkce (uvolňování flavonů a flavonoidů,
či fytohormonů)

3.2.3.1. Hydrolýza fytohormonálních konjugátů

Fytohormony jsou přirozeně se vyskytující skupina orga-
nických sloučenin, které jsou schopny ve velmi nízkých
koncentracích regulovat nejrůznější fyziologické procesy
u rostlin. Kontrola relativních koncentrací jednotlivých fyto-
hormonů v daném vývojovém stádiu a v daném rostlinném
pletivu je jedním z mechanismů předurčujících jejich biolo-
gickou aktivitu. Existuje několik mechanismů kontroly kon-
centrace jednotlivých fytohormonů. Patří sem de novo synté-
za, respektive degradace biologicky aktivních fytohormonů
a též jejich konjugace jinými metabolity. Právě reverzibilní
konjugace rostlinných hormonů by mohla být jedním ze
základních fyziologických a biochemických procesů ve-
doucích k regulaci endogenních hladin těchto extrémně
biologicky aktivních látek. Konjugace auxinu, giberellinů
a cytokininů je v současné době chápána jako rychlá a efek-
tivní cesta (i)mobilizace aktivních fytohormonů. V případě
ostatních fytohormonů (kyseliny abscisové, ethylenu, jas-
mínové kyseliny a kyseliny salicylové) nebyly zatím podá-
ny důkazy o existenci takovýchto jejich inaktivních forem.

Reverzibilní konjugace auxinu

Kyselina indolyl-3-octová (IAA) tvoří dvě základní
skupiny konjugátů. U jednoděložných rostlin převládají
estery IAA s glukosou (obr. 4a) a myo-inositolem, zatímco
u dvouděložných rostlin jsou to amidy různých aminoky-
selin . Konjugace je jedním z mechanismů, které popisuje
tzv. teorie hormonální homeostasy50. Ta předpovídá, že
volná IAA se uvolňuje z jejich esterů v závislosti na envi-
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ronmentálních stimulech, v množství odpovídajícím potře-
bám rostlinného růstu a vývoje. Důkaz této teorie byl získán
při charakterizaci genu rolB z TL-DNA rostlinného pato-
gena Agrobacterium rhizogenes. Produkt tohoto genu byl
charakterizován jako (3-glukosidasa štěpící indoxyl-gluko-
sidy . Při tranzientní expresi tohoto genu u transgenních
rostlin došlo k drastickým změnám v rostlinném růstu
a vývoji. Přesto, že byl později podán důkaz, že tento
enzym není schopen hydrolyzovat IAA-glukosidy42, pře-
vládá názor, že IAA-glukosidy by mohly fungovat jako
regulační článek relativního množství volné a esterifiko-
vané IAA (cit.53).

Konjugáty cytokininů

Cytokininy, tak jako auxiny, jsou relativně jednoduché
organické sloučeniny vystavěné na základě adeninového
skeletu, které již ve velmi malých koncentracích vyvolávají
drastické změny rostlinného růstu a vývoje. Nejhojněji se
vyskytujícím cytokininem je zeatin (N (A -isopentenyl)-
-adenin). Ke konjugaci dochází na atomech dusíku v polo-
hách 7 a 9 purinového kruhu a na hydroxyskupině isopen-
tenylového bočního řetězce (obr. 4b). Cytokininy rostlinám
dodávané jsou konvertovány do několika glykosidických
metabolitů54. O-Glukosidy cytokininů jsou považovány za
metabolicky aktivní zásobní formu těchto hormonů. Tyto
glukosidy jsou také nejhojněji se vyskytující forma cytoki-
ninů v rostlinných pletivech. Z těchto sloučenin po jejich
přesunutí do cílového místa, pak mohou být (3-glukosida-
sou jednoduše uvolněny biologicky aktivní formy .

Produktem genu rolC T-DNA z Agrobacterium rhizo-
genes je P-glukosidasa, schopná uvolňovat cytokininy z je-
jich glukosidů v transgenním tabáku56. Z klíčků kukuřice
byla izolována cDNA Zm-p60.1 kódující p-glukosidasu.
Tento enzym štěpí cytokinin-O-glukosidy a kinetin-N3-
glukosid, zatímco cytokinin-N7 a N9-glukosidy, stejně tak

jako IAA-ester nebyly tímto enzymem štěpeny. Protoplasty
transgenního tabáku, tranzientně exprimující Zm-p60.1,
byly schopny iniciovat buněčné dělení po přídavku zeatin-
-O-glukosidu, respektive kinetin-N3-glukosidu. Zm-p60.1
byla lokalizována v meristematických buňkách a její funk-
ce by mohla spočívat v zásobování vyvíjejícího se kukuřič-
ného embrya aktivním cytokininem57. Ve vyvíjejícím se
pletivu řepky olejky (Brassica napus) byla lokalizována
i další (3-glukosidasa, jejímž fyziologickým substrátem se
zdá být zeatin-O-glukosid58. Tato (i-glukosidasa vykazuje
vysokou sekvenční podobnost s kukuřičným enzymem (44 %).
Přes nutnost provedení dalších analýz je možné předpoklá-
dat podobnou funkci obou uvedených enzymů.

Konjugáty giberelinů

Gibereliny jsou isoprenoidní terpenoidy (obr. 4c), kte-
rých vylo v houbách, meších, kapradinách a vyšších rost-
linách identifikováno více než 80 (cit. ). Tyto sloučeniny
jsou zapojeny v nejrůznějších procesech rostlinného růstu
a vývoje, především pak v procesu kvetení, tvorby plodů
a klíčeni semen. Gibereliny nejčastěji tvoří konjugáty s glu-
kosou. Ta se váže na hydroxyskupiny giberelinů za vzniku
příslušného glukosidů, respektive na karboxyskupinu, za
vzniku příslušného esteru. V případě esterů se pravděpo-
dobně jedná o finální inaktivaci giberelinů, zatímco gluko-
sidy mohou zpětně poskytovat, v závislosti na výskytu
specifických P-glukosidas, biologicky aktivní gibereliny.
Reverzibilita této reakce nabádá k myšlence, že konjugace
giberelinů je zásobním mechanismem, respektive slouží
k regulaci půlu aktivních giberelinů u rostlin .

3.2.3.2. Hydrolýza konjugátů flavonoidů

Flavonoidy jsou patnáctiuhlíkaté sloučeniny patřící me-
zi sekundární metabolity, obecně velmi rozšířené v říši

Obr. 4. Struktury základních typů fytohormonů tvořících v rámci rostlinného mechanismu glukosidy či estery s glukosou
(podrobnosti viz text); a) nejznámějším auxinem a současně také nejstudovanějším je indolyl-3-octová kyseliny tvořící, pomocí své
karboxylové skupiny, estery s glukosou nebo wryo-inositolem, b) trans-zeatin, nejznámější cytokinin, tvořící N-glukosidy v polohách
3, 7 a 9 a O-glukosidy na hydroxylu isopentenylového řetězce, c) gibereliny jsou látky vystavené na základě gibbanového skeletu
substituované celou řadou skupin. Jako příklad je uveden giberelin GA]2
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rostlin. U většiny rostlin tvoří tyto látky součást pigmentů.
Právě kvůli jejich barevnosti byly dlouhou dobu považová-
ny za pouhé atraktanty, respektive za látky schopné zabránit
poškození rostlinného genetického materiálu způsobenému
UV-zářením61. Kromě jejich pigmentační funkce však byla
jejich přítomnost implikována v některých důležitých bio-
chemických procesech. Jsou součástí obranného systému
proti fytopatogenům, proti hmyzu a také fungují při regu-
laci transportu auxinů. Na několika příkladech byl proká-
zán rozdílný efekt přítomnosti konjugovaných a nekonju-
govaných flavonoidů. Tak například anthokyany jsou slou-
čeniny patřící mezi flavonoidy hojně se vyskytujících
u rostlin. Při porovnání jejich kapacit coby lapačů volných
radikálů byl prokázán silný vliv glukosylace těchto slou-
čenin. I v tomto případě by mohla hrát deglukosylace svoji
roli v procesu regulace hladiny lapačů volných radikálů .

V současné době je známo již několik (5-glukosidas
specificky štěpících glykosidickou vazbu konjugátů flavo-
noidů. Dlouho je známa (3-glukosidasa z Cicer arietinum L.
Při kinetických studiích byl identifikován její fyziologický
substrát isoflavon-7-O-glukosid (Km = 2.10"5 M) (cit.63).
p-Glukosidasy zodpovědné za štěpení glukosidických va-
zeb konjugovaných flavonoidů se vyznačují vysokou spe-
cifitou ke svému substrátu. U cibule byly identifikovány
dvě specifické p-glukosidasy, jedna štěpící flavonol-4-O-
a druhá flavonol-3-O-glukosidy . Při studiu obsahu fla-
vonoidů a specifických hydrolas heřmánku (Chamomilla
recutitá) a příbuzných druhů Matricaria a Anthemis byla
nalezena zajímavá koincidence akumulačního profilu deri-
vátů apigeninu a výskytu katabolické P-glukosidasy .

Kromě toho, že některé konjugáty flavonoidů hrají roli
sustrátů p-glukosidas, byly také některé flavonoidy identi-
fikovány jako velmi silné a specifické inhibitory těchto
enzymů66. Vzhledem k faktu, že flavonoidy na jedné straně
mohou ovlivnit například fertilitu pylu a zasahují do regu-
lace transportu auxinu, či do jiných výše uvedených funkcí
a p-glukosidasy na straně druhé možná hrají klíčové role
například v regulaci fyziologických hladin růstových regu-
látorů, je nasnadě domnívat se, že reverzibilní konjugace
flavonoidů by mohla uzavřít kruh ohraničující biologickou
funkci těchto látek.

Jsou ^-glukosidy flavonoidů inaktivní zásobou aktivátorů
genů nod?: mýty a skutečnost...

Leguminózní rostliny jsou rostliny schopné symbiózy s
bakteriemi rodu Rhizobium. Při této symbióze se uplatňují
mimo jiné jako signální molekuly flavonoidy. Kořeny in-
fikované bakterií produkují zpětně flavonoidy, schopné

indukovat bakteriální geny nod. Vůči těmto flavonoidům
také projevují bakterie pozitivní chemoatraktanci. Vzhle-
dem k tomu, že u rostlin nezaočkovaných symbiotickou
bakterií byly nalezeny glukosidy flavonoidů, vyvstala otáz-
ka, zda flavonoidy schopné indukovat geny nod jsou pro-
dukty (3-glukosidasové aktivity, nebo zda šlo o produkty de
novo syntézy. Exudáty kořenů a semen vojtěšky (Medicago
sativa L.) jsou schopny indukovat nodulační geny nod
bakterie Rhizobium meliloti. Při testech biologické aktivity
jednotlivých derivátů luteolinu byla zaznamenána vysoká
aktivita samotného luteolinu, avšak jeho glukosidy a jiné
deriváty měly schopnost indukce nod genů výrazně redu-
kovány, navíc tato aktivita derivátů luteolinu je pravdě-
podobně asociována s degradací těchto látek na luteolin
a chryzoeriol . Zaočkování vikve seté (Vicia sativa nigra)
bakterií Rhizobium leguminosarum viciae podstatně zvyšu-
je schopnost vikve indukovat geny nod, zodpovědné za
kořenovou nodulaci. Při analýze hlavních flavonoidů v ko-
řenech vikve seté před a po naočkování bakterií Rhizobium
leguminosarum viciae byly identifikovány čtyři 3-O-gly-
kosidy flavonoidů kaempferolu. V kořenech sedmidenních
klíčků vikve však nebyla nalezena kaempferol-glykosida-
sová aktivita68. Toto zjištění, současně s faktem, že kaem-
pferol samotný je účinným inhibotorem aktivovaného sta-
vu nod genů ukazuje spíše, že flavonoidy uvolňované z ko-
řenů leguminózních rostlin a indukující bakteriální geny
nod jsou produktem de novo syntézy a ne hydrolýzy již
existujícího půlu glykosidů.

3.2.4. Další pochody, v nichž jsou zapojeny $-glukosidasy

Kromě již uvedených funkcí hrají P-glukosidasy svoji
roli ještě v mnohých dalších procesech metabolismu rost-
lin. Tyto budou v dalším textu zevrubně popsány bez toho,
že bych zacházel do detailů a popisů souvislostí těchto
procesů.

Lignin je druhá nejvíce rozšířená organická látka v bio-
sféře, která tvoří hlavní součást buněčných stěn dřevin.
Lignin je komplexní polymer sestávající ze tří skořicových
alkoholů. Jedním z nich je koniferol, který se však mimo
lignin akumuluje především v době jarní reaktivace kambia
nahosemenných rostlin ve formě glukosidu koniferinu.
Systém skořicových alkoholů a specifické P-glukosidasy je
považován za klíč k lignifikaci (dřevnatění). V průběhu
lignifikace dochází ke štěpení glykosidické vazby, přičemž
volné skořicové alkoholy polymerují za vzniku ligninu .
Výzkum tohoto systému v xylému pinie (Pinus contorta)
vedl k objevení p-glukosidasy hydrolyzující přirozený sub-
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strát koniferin. Pomocí in šitu lokalizace byl lokalizován
výskyt jak P-glukosidasové aktivity, tak reakčních pro-
duktů v zóně rychle se diferencujícího a lignifikujícího
xylému. Navíc koniferin-specifická (3-glukosidasa byla lo-
kalizována s peroxidasou, která je zapojena v závěrečném
kroku polymerace ligninu . Podobný enzym byl vyizolo-
ván z cytoplazmy jiného druhu borovice banksovka (Pinus
banksianá). Tento enzym je schopen hydrolyzovat E-koni-
ferin na ínmy-koniferol .

Limonoidy jsou triterpenoidní látky, vyskytující se pou-
ze u omezeného počtu rostlinných druhů. Tyto látky se
podílí na hořké chuti cistrusových plodů. Z tohoto hlediska
je těmto látkám připisován velký, především průmyslový
a potravinářský význam. Méně je toho už známo o bio-
logické funkci těchto látek. Při měření obsahu limonoidů
v semenech citrónu {Citrus limon) bylo identifikováno vel-
ké množství limonoid-17-p-D-glukopyranosidu, zatímco
v mladých klíčcích těchto rostlin nebyly glukosidy prak-
ticky detegovány. [i-Glukosidasová aktivita, zodpovědná
za hydrolýzu glykosidů v mladých klíčcích citrusu, byla
charakterizována pomocí experimentů se značeným sub-
strátem72. Přestože nebyla tato (3-glukosidasa izolována
a její funkce podrobně studována, je oprávněné se dom-
nívat, že tento enzym má své nezaměnitelné místo v proce-
su klíčeni semen citrusových rostlin.

Nezanedbatelnou funkci mají glukosidasy ve druhé fázi
posttranslačních úprav N-vázaných glykoproteinů. V první
fázi tohoto procesu dochází k syntéze C^-Man^GlcNAc^-
-PP-dolicholu v endoplazmatickém retikulu. Tento inter-
mediát slouží dále jako donor při přenesení oligosacharidu
na specifický arginin daného proteinu, stále ještě vázaného
na ednoplazmatickou membránu. Ve druhé fázi pak do-
chází v celé řadě reakcí a k následným úpravám těchto
N-vázaných oligosacharidu. Tato reakce byly velmi po-
drobně studovány u živočišných buněk, zatímco u rostlin
je o nich známo jen málo a jen některé enzymy byly
částečně purifikovány . Příkladem je glukosidasa II ze
skočce. Tato oc-glukosidasa je klíčovým enzymem ma-
turace N-vázaných glykoproteinů .

Již z výše uvedeného textu vyplývá, že P-glukosidasy
jsou u rostlin velmi rozšířené enzymy s vysokou substráto-
vou specifitou, které se účastní mnoha biochemických po-
chodů rostlinného metabolismu. Krom výše uvedených
enzymů však byla objevena celá řada dalších (3-glukosidas,
jejichž biologická funkce v rostlinném metabolismu zůstá-
vá i nadále zastřena rouškou tajemství. Mezi takové již
částečně popsané enzymy patří například (i-glukosidasa
z Costus speciosus specifická k furostanol-glykosidu .

Aktivita tohoto enzymu byla zaznamenána při mechanic-
kém zpracování semen, avšak o její biologické funkci lze
pouze spekulovat.
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V. Rotrekl (Department of Biochemistry, Faculty of
Science, Masaryk University, Brno): Plant J3-Glucosidases

(3-Glucosidases (|}-D-glucoside-p-D-glucohydrolase EC
3.2.1.21) catalyze hydrolysis of glycosidic bonds of aryl
and alkyl glucosides and also of glucosides containing only

saccharides (e.g. cellobiose). They are widely spread all
over the living world, ranging from fungi and plants to
animals. The recent progress in research in the field of these
enzymes is reviewed. A basic description of metabolic
processes and pathways in plants, where (3-glucosidases
play an important role, is listed. Also the mechanism of
action and basic structural and functional properties are
explained with regard to the recent progress. The whole
range of substrates and inhibitors of (J-glucosidases re-
viewed in the article corresponds to a full set of enzymes
responsible for their hydrolysis These data demonstrate
a high substráte specificity of plant (3-glucosidases. These
findings highlight the importance of p-glucosidases in many
important physiological processes as e.g. the plant defense
systém, or the plant development and growth regulation
(mediated by phytohormones), or plant-microbial com-
munication. Although the knowledge of these enzymes has
been rapidly growing within the last decades, there is still
a huge number of questions disabling us to understand the
physiological functions in which P-glucosidases play their
role.
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