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Abstrakt

Teoreticka ¢ast prace je zaméfena na toxicitu metaboliti polyamini a nadrodinu
enzymu zvanych aldehyddehydrogenasy (ALDH), konkrétné rodiny 7 a 10. Polyaminy
jsou organické molekuly s vice neZz dvéma kladné nabitymi aminoskupinami. Béhem
katabolismu polyaminti vznika fada toxickych latek, jako naptiklad 3-aminopropanal,
ktery mliZe vést 1 k apoptoze €1 nekroze bunék. Jako ochrana pfed negativnimi U€inky
aldehydt existuji enzymy ALDH, které katalyzuji pfeménu aldehydd na jim
odpovidajici karboxylové kyseliny.

V experimentalni Casti byly pfipravené syntetické latky odvozené acylaci 3-
aminopropanalu a 4-aminobutanalu s N-(tert-butoxykarbonyl)-L-fenylalaninem a N-
(tert-butoxykarbonyl)-O-(tert-butyl)-L-tyrosinem testovany jako substraty hrachové
aminoaldehyddehydrogenasy izolované ze semenacku hrachu setého (PSAMADH)
a rekombinantnich aldehyddehydrogenas 7 z hrachu set¢ho (PSALDH7) a kukufice
set¢ (ZMALDH?7). Cistota enzymi byla testovana S vyuzitim SDS-PAGE
elektroforézy a pomoci peptidového mapovani byla ovéfena pritomnost PSAMADH
V enzymovém roztoku. S vyuzitim absorp¢ni spektroskopie, hmotnostni spektrometrie
a nativni elektroforézy byly piipravené latky potvrzeny jako substraty PSAMADH,
PSALDHY7 i ZmALDH7. Pro PSAMADH byly lepsimi substraty latky odvozené od 4-
aminobutanalu nez latky odvozené od 3-aminopropanalu a pro ZmALDH7
i PSALDH7 byly lepSimi substraty latky odvozené od 3-aminopropanalu nez latky
odvozené od 4-aminobutanalu. Byly tak nalezeny nové latky vystupujici jako substraty
enzymu z rodin ALDH7 a ALDH10.
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The theoretical part of this work is focused on the toxicity of polyamine metabolites
and on the superfamily of enzymes called aldehyde dehydrogenases (ALDH),
specifically families 7 and 10. Polyamines are organic molecules with more than two
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1 UVOD

Polyaminy jsou ze strukturniho hlediska malé kladné nabité molekuly obsahujici dvé
a vice aminoskupin které lze nalézt prakticky u vSech zZivych organismii. Maji celou
fadu dtlezitych funkci, vystupuji jako antioxidanty, ovliviiuji aktivitu kinas a iontovych
kanalt, podili se na ochrané membran a nukleovych kyselin a na regulaci exprese fady
gend a tim ovliviiyji syntézu nukleovych kyselin a proteinti. Hladiny polyamint a jejich
degradacnich produktt je tieba ptisné regulovat, protoze jejich zvySend koncentrace ma
toxické ucinky pro buiku. Polyaminy naruSuji bunény metabolismus diky jejich
interakci se zaporn€ nabitymi skupinami jinych molekul a tim ovliviiuji rast
a zivotaschopnost bun¢k (Pegg, 2013). Oxidacnim produktem degradace polyamini
je napiiklad 3-aminopropanal. Jeho ptitomnost v buiice vede k poskozeni lysosomi
a vyliti jejich obsahu do cytosolu, coz ovliviiuje membranovy potencial mitochondrie,
a dochazi k uvolnéni cytochromu ¢ do cytosolu. Tyto déje vedou k aktivaci kaspas
a vstupu bunky do apoptozy (Yu et al., 2003).

Rostlinné aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH) patii do nadrodiny enzymu
nesoucich nazev aldehyddehydrogenasy (ALDH), které obecné katalyzuji pieménu
aldehydi na jim odpovidajici karboxylové kyseliny (Brocker et al., 2013). AMADH
jsou enzymy, které se konkrétné¢ podili na pfeméné w-aminoaldehydi na ftadu
netoxickych produkti, jako jsou kyselina y-aminomadselnd ¢i [B-alanin. Hraji tedy
dualezitou roli v katabolismu polyamin, jelikoz spermin a spermidin mohou byt jednou
z moznych cest oxidovany pravé na o-aminoaldehydy 3-aminopropanal a 4-
aminobutanal (Stiti et al., 2011). Diky pomérné Sirokému a strukturné dobie
piistupnému aktivnimu mistu maji rostlinné AMADH Sirokou substratovou specifitu
a jako jejich substraty vystupuje i fada syntetizovanych latek (Tylichova et al., 2010).
V této praci byly proto jako substraty PSAMADH izolované ze semendckii hrachu
setého (Pisum sativum) testovany latky odvozené acylaci 3-aminopropanalu a 4-
aminobutanalu s N-(tert-butoxykarbonyl)-L-fenylalaninem a N-(tert-butoxykarbonyl)-
O-(tert-butyl)-L-tyrosinem. Takto pfipravené latky byly testovany také jako substraty
rekombinantnich enzymi PSALDH7 z hrachu setého (Pisum sativum) a ZmALDH7

z kukufice seté (Zea mays).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Polyaminy

Polyaminy jsou organické latky, které lze nalézt prakticky u vSech zivych organism.
Jedna se o malé kladn¢ nabité molekuly, které obsahuji vice nez dvé aminoskupiny,
patii proto do skupiny biogennich amintl. Nejcastéji zmiflovanymi polyaminy jsou
spermin (SPM), spermidin (SPD) a putrescin (PUT) (Sagar et al., 2021). Polyaminy
jsou latky zndmé jiz po dlouhou dobu, SPD byl objeven jiz v druhé poloving 17. stoleti
ve form¢ krystalti u rostlinnych semen (Gerner & Meyskens, 2004). Polyaminy maji
Vv organismech rtizné role a mohou ovliviiovat celou fadu biochemickych procest. Diky
svému kladnému naboji mohou interagovat s riznymi molekulami, jako jsou nukleové
kyseliny, membranové ale i jiné proteiny, a tim ovliviiovat jejich interakce, funkci
a stabilitu (Pegg, 2013). Schopnost interakce polyaminii s nabitymi skupinami riznych
molekul je ovlivnéna poétem jejich kladné nabitych aminoskupin. Cim vys§i je jejich
pocet, tim vys$i je 1 jejich aktivita. Pokud tedy porovndme struktury tii
nejvyznamnéj$ich polyamint (Obr. 1), nejreaktivnéjsi je SPM a nejméné reaktivni PUT
(Yuan et al., 2001). Procesy, které polyaminy ovliviiuji, jsou rast a déleni bunék, oprava
extracelularni matrix (Moinard et al., 2005), buné¢na signalizace, transkripce, translace,
formovani bunécnych oddili (Sagar et al., 2021). Funguji také jako antioxidanty
a kontroluji aktivitu iontovych kanalt (Pegg, 2013). V piipad¢, Ze v organismu dojde
ke snizeni hladiny polyamint dochazi napiiklad k inhibici proliferace bunék, pokud

je hladina polyaminti vyssi, dochazi k indukci apoptozy (Moinard et al., 2005).

Spermin
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Obr. 1 Strukturni vzorce polyamind sperminu, spermidinu a putrescinu. Vytvofeno v programu
ChemSketch.



2.2 Biosyntéza polyamint

Biosyntéza polyamind (Obr. 2) probihd v cytoplasmé a zapojuji se do ni i enzymy
mocovinového cyklu (Gerner & Meyskens, 2004). Ma vsak ale maly podil na celkové
hladiné polyaminu v té€le (Sagar et al., 2021). Nejdilezitéjsi je jejich prijem potravou,
zejména jsou soucasti syri a masnych vyrobkt, méné pak rostlinné stravy (Handa et al.,
2018). Jsou produkovany také stievni mikroflorou. Na udrzeni stalé hladiny polyamint
ma vliv i jejich transport z/do bunck, kterého se ucastni ABC (,,ATP-binding cassette*)
¢i SLC (,,solute carrier”) transportéry. Cesty biosyntézy polyaminil jsou odli$né u savct
a rostlin ¢i mikroorganismii. U savcii jsou produkovany pouze PUT, SPM a SPD,
jejichz prekurzorem jsou aminokyseliny Arg a Met (Sagar et al, 2021). PUT
je vychozim polyaminem pro syntézu SPM a SPD a jeho syntéza vychazi z Arg. Savéi
ale také rostlinné buniky ¢i buniky mikroorganismti obsahuji enzym arginasu (L-arginin-
amidinohydrolasa; EC 3.5.3.1) (systematické nazvy enzymii a EC cisla byla pfevzata
z https://www.enzyme-database.org/), ktera katalyzuje pfeménu Arg na ornithin (Dzik,
2014). Ten je nasledn¢ pifeménén na PUT pomoci ornithindekarboxylasy
[L-ornithinkarboxylyasa (putrescin tvotici); ODC; EC 4.1.1.17] (Kusano et al., 2007),
coz je klicovy enzym produkce PUT a je zodpovédny za udrzovani stalé hladiny
polyaminti v organismu (Pegg, 2009). ODC vyuziva jako kofaktor pyridoxalfosfat (Lee
et al., 2007). U rostlin je pro pfeménu Arg na PUT mozna také jina cesta vyuZzivajici
arginindekarboxylasu [L-argininkarboxylyasa (agmatin tvorici); ADC; EC 4.1.1.19],
ktera pfeménuje Arg na agmatin a ten poté na PUT pomoci dvou enzymi agmatin-
iminohydrolasy (AlH; EC 3.5.3.12) a N-karbamoylputrescin-amidohydrolasy (CPA; EC
3.5.1.53) (Kusano et al, 2007). Agmatin mohou syntetizovat také n¢&které
mikroorganismy, napiiklad ty, které jsou soucasti stfevni mikroflory (Pegg, 2009).
Vznikly PUT mutze byt pfeménén pusobenim spermidinsynthasy [S-adenosyl-3-
(methylsulfanyl)propylamin:putrescin-3-aminopropyltransferasa; EC 2.5.1.16] na SPD.
Béhem této reakce dochédzi k pfenosu aminopropylu, ktery vznik4d dekarboxylaci
S-adenosylmethioninu  (SAM) katalyzovanou S-adenosylmethionindekarboxylasou
[S-adenosyl-L-methioninkarboxylyasa (S-adenosyl-3-(methylsulfanyl)propylamin
tvotici); SAMDC; EC 4.1.1.50]. SPD muze pfijmout dal§i aminopropyl a vznika SPM.
Tato reakce je katalyzovana sperminsynthasou [S-adenosyl-3-
(methylsulfanyl)propylamin:spermidin-3-aminopropyltransferasa; EC 2.5.1.22]
(Kusano et al., 2007). SAMDC vyuziva pyruvat jako prostetickou skupinu (Pegg et al.,



1998). Sperminsynthasa neni esencidlni pro rostliny, jelikoz SPM neni potfebny

pro jejich normalni riist, na rozdil od PUT a SPD (Pegg, 2013).

ADC arginasa

agmatin < arginin ———> ornithin
co,
AlH COZ> oDC
CPA
N-karbamoyl-PUT > pUT

spermidinsynthasa C ekarboxylovany SAM

SPD

dekarboxylovany SAM
sperminsynthasa

SPM

methionin

SAM

SAMDC Q
Co,

dekarboxylovany SAM

Obr. 2 Schéma biosyntézy polyamint. Zkratky: ADC — arginindekarboxylasa; AIH — agmatin-
iminohydrolasa; CPA — N-karbamoylputrescin-amidohydrolasa; ODC — ornithindekarboxylasa;
PUT - putrescin; SAM — S-adenosylmethionin; SAMDC - S-adenosylmethionindekarboxylasa;
SPD - spermidin; SPM — spermin. Zelena Sipka = katabolismus u rostlin; ¢erna Sipka =
katabolismus u Zivoéicht i rostlin. Vytvofeno v programu ChemSketch. Upraveno dle Sagar

et al. (2021) a Kusano et al. (2007).



2.3 Katabolismus polyamini

Udrzovani stalé¢ hladiny polyamint je esencialni pro spravné fungovani organismui
a vychyleni z rovnovdhy muize mit vazné dopady. ZvysSeni hladiny SPM a SPD
ovliviiuje rist a zivotaschopnost organismi, a to zejména kvuli tvorbé toxickych
aldehydii a dalSich latek spojenych s tvorbou oxidac¢niho stresu (Pegg, 2013). Mohou
zpusobovat oxida¢ni poskozeni DNA, bunéénych oddilti, a dokonce indukovat apoptdzu
bun¢k (Battaglia et al., 2013). Pfispivaji tim tak i k rozvoji riznych onemocnéni,
napiiklad Alzheimerovy ¢i Parkinsonovy choroby (Handa et al., 2018). Toxicita
polyaminti se projevuje béhem jejich katabolismu (Obr. 3), kterého
se ucastni fada enzymdu, diky kterym dochéazi k produkci riznych toxickych latek.
Vznikly SPM a SPD mohou byt pteménény pomoci cytosolické diaminacetyltransferasy
(acetyl-CoA:alkan-a,m-diamin-N-acetyltransferasa; SSAT; EC 2.3.1.57), ktera
katalyzuje reakci, pfi které vznikaji N'-acetylspermin a N'-acetylspermidin. Tyto N-
acetylované meziprodukty jsou dale pfeméiovany oxidaéni deaminaci pomoci
polyaminoxidasy [N*-acetylpolyamin:O,-oxidoreduktasa (3-acetamidopropanal tvofici);
PAO; EC 1.5.3.13] (Sessa & Perin, 1994) vyuzivajici flavinadenindinukleotid (FAD)
jako kofaktor. Konkrétng tento enzym katalyzuje preménu N!-acetylsperminu
za vzniku SPD a N!-acetylspermidinu za tvorby PUT. Béhem téchto reakci dochazi také
k uvolnéni 3-acetamidopropanalu (ACAPAL) a H20., které vedou k tvorbé oxida¢niho
stresu a tim k dalSimu bunénému poskozeni (Seiler, 1995). Vznikly ACAPAL miize
byt detoxikovan az na B-alanin s vyuzitim enzymu aldehyddehydrogenasy (ALDH)
a selektivni hydrolasy (Seiler, 2004). Krom¢ toho je tento enzym zapojen také
do pifemény SPM, kdy se tvoii SPD a 3-aminopropanal (APAL) (Seiler, 1995).
Substratem rostlinné PAO [spermidin:Oz-oxidoreduktasa (1,3-propandiamin tvofici);
EC 1.5.3.14] je na rozdil od zivo¢isné kromé SPM také SPD. Oxidaci SPM vznika 4-
[(3-aminopropyl)amino]butanal, oxidaci SPD 4-aminobutanal (ABAL) a béhem obou
reakci se uvoliyje také 1,3-propandiamin a H202 (Kusano et al., 2007). Vznikly ABAL
miize samovoln& cyklizovat na netoxicky A'-pyrrolin, diky ¢emuz se snizuje mozny
toxicky ucinek ABAL (Pegg, 2013), popiipadé¢ mlze byt také dale oxidovan pomoci
ALDH za tvorby Kkyseliny y-aminomaselné (GABA) (Cona et al., 2006). 1,3-
propandiamin vznikajici béhem dosud nejasné degradace polyaminového metabolitu
isoputreaninu (Seiler, 2000) muze byt oxida¢né deaminovan ledvinovou Cu-

diaminoxidasou [histamin:O.-oxidoreduktasa (deaminujici); DAO; EC 1.4.3.22]



za tvorby APAL, H>O> a amoniaku (Elmore et al., 2002). Jako substrat DAO vystupuje
kromé jinych diamint také PUT. Produkty reakce jsou H202, amoniak a ABAL, ¢i jeho
cyklicka forma A%-pyrrolin (Pegg, 2013). Dalsi enzym, ktery katalyzuje pfeménu
polyamini za tvorby toxickych latek je savéi sérova Cu-aminoxidasa [primarni-
amin:O,-oxidoreduktasa (deaminujici); SAO; EC 1.4.3.21] (Buffoni & Ignesti, 2000).
SPM a SPD jsou oxidovany na jim odpovidajici aldehydy, »~, N’-bis(3-
oxopropyl)butan-1,4-diamin a N-(3-oxopropyl)butan-1,4-diamin, H>O. a amoniak
(Tabor et al., 1964). Vzniklé aldehydy nasledné mohou podléhat p-eliminaci
¢1 kondenzacni reakci za vzniku odpovidajicich amind a akroleinu (Kimes & Morris,
1971a). Sperminoxidasa (spermidin:Oz-oxidoreduktasa; SMO; EC 1.5.3.16) je enzym
vyuzivajici FAD, kterd oxiduje SPM na SPD. Soucasné vznikd také APAL a H20:
(Battaglia et al., 2013). APAL muzZe byt samovolné¢ deaminovan za uvolnéni amoniaku
na toxicky akrolein (Seiler, 2004), ktery mé prokazané cytotoxické ucinky, jelikoz
inhibuje syntézu nukleovych kyselin a proteinti (Kimes & Morris, 1971b). Produkty
SMO jsou mnohem nebezpecnéj§i v porovnani sPAO, ktera je lokalizovana
Vv peroxisomech (Seiler, 1995), jelikoZz jedna z isoforem SMO je lokalizovana v jadie
amuze se podilet na oxidaénim poSkozeni DNA (Murray-Stewart et al., 2008).
Piemény SPM, SPD a APAL, pii kterych dochazi k produkci akroleinu, jsou hlavnim
zdrojem toxicity, a tedy zdrojem poskozeni bun¢k. H2O> vznikajici pii téchto reakcich
neni tak toxicky v porovnani s akroleinem (Sharmin et al., 2001). Hlavnim
detoxikacnim faktorem a ochranou pred uc¢inky akroleinu je glutathion, jehoz konjugaci
s timto aldehydem vznikd kyselina 3-hydroxypropylmerkapturova, ktera miize byt

vylouc¢ena moci (Yoshida et al., 2012).



APAL + SPD SPD + APAL

/ H.O PAO SMO H,0, akrolein
akrolein 2-2
0,, H,0 0Oz, H0
SAO SSAT 1 PAO
oxidovany SPM = m SPM /—\‘ > N -acetyI-SPMﬁr SPD + ACAPAL
H,O0, + NH; O,, H,O | acetyl-CoA CoA 0,, H,0 H,0,
p-eliminace
0O,, H,0
) PAO
amin + akrolein )
H,0, 0, H,0  Hy0, + NHq p-alanin

4-[(3-aminopropyl)amino]butanal + 1,3-propandiamin A—L APAL

DAO
SAO SSAT N PAO
oxidovany SPD = m SPD /-\‘ > N -acetyI—SPDﬁ» PUT + ACAPAL
H,0, + NH; O,, H,0 | acetyl-CoA CoA 0, H,0 H,0,
p-eliminace
0,, H,0
) PAO
in + akrolei i
amin + akrolein H,0, 0,, H,0 H,0, + NH p-alanin
ABAL + 1,3-propandiamin A—L» APAL
DAO
DAO .
PUT ﬁ» ABAL —— A —pyrrolin
O, H,O H,0, + NH4
ALDH
GABA

Obr. 3 Katabolismus polyamint. Zkratky: ACAPAL — 3-acetamidopropanal; ABAL — 4-
aminobutanal; ALDH — aldehyddehydrogenasa; APAL — 3-aminopropanal; CoA — koenzym A;
DAO - Cu-diaminoxidasa; GABA — y-aminomaselna kyselina; N!-acetyl-SPD — N!-
acetylspermidin; N*-acetyl-SPM — N!-acetylspermin; SPD — spermidin; SPM — spermin; PAO —
polyaminoxidasa; PUT — putrescin; SAO — sérova Cu-aminoxidasa; SMO — sperminoxidasa;
SSAT — cytosolicka diaminacetyltransferasa. Cervena Sipka = katabolismus u Zivogichi; zelena
Sipka = katabolismus u rostlin; ¢ernd Sipka = katabolismus u zivocCichil i rostlin. Vytvofeno
v programu ChemSketch. Upraveno dle Seiler (2000), Cona et al. (2006) a Pegg (2013).



2.4 Aminopropanal a jeho vliv na organismus

Rada latek vznikajicich béhem katabolismu polyamint piisobi cytotoxicky a miZe vést
bud’ k apoptoze nebo nekrdze. Jednou z takovych latek je APAL. Ivanova et al. (1998)
studovali vliv APAL, ktery vznikd behem ischemického poskozeni mozku potkani
pusobenim enzymu PAO be&hem katabolismu polyamini. APAL ptsobil cytotoxicky
na gliové bunky, které podléhaly apoptoze, a také na neurony, u kterych vedl k nekrdze.
Li et al. (2003) zjistili, ze to, zda dojde k usmrceni bunky pusobenim APAL
programovanou bunécnou smrti, ¢i nekrézou zavisi na jeho koncentraci. APAL
v koncentraci 75 pmol:I* vyvolal u gliomovych bungk D384 jejich smrténi a naslednou
apoptozu, zatimco koncentrace 100 pumol:l' vedla k bobtnani bun&k a nekrdze.
Na cytotoxicité APAL se podili aldehydova skupina a aminoskupina je zodpovédna
za jeho vstup do lysosomu, pravdépodobné diky schopnosti interagovat S thiolovymi
skupinami (Li et al., 2003).

Mechanismus toxického plsobeni APAL na buiiku je nasledujici. V brzké fazi
zpusobi vstup APAL do lysosomu naruseni jeho membrany a dojde k vyliti
lysosomalnich enzymi do cytosolu. Tyto enzymy mohou naptiklad aktivovat
fosfolipasu A2 (fosfatidylcholin-2-acylhydrolasa; EC 3.1.1.4) a tim zpusobit dalsi
poskozeni lysosomu (Zhao et al., 2003). Z lysosomu se uvolnuji také kathepsiny D, B
a L, které se podili na aktivaci kaspasové kaskady (Kégedal et al., 2001). Po vyliti
obsahu lysosomu do cytosolu dochdzi ke zménam v membranovém potencialu
mitochondrie, nariistu oxidacniho stresu a vyliti cytochromu ¢ do cytosolu a tim k jesté
vétsimu poskozeni lysosomi a mitochondrii (Yu et al., 2003). Cytochrom ¢ je schopen
se vazat na apopticky aktiva¢ni faktor a vznika apoptosom. Diky tomu dojde k aktivaci
kaspasy 9, ktera spousti kaskadu déju vedoucich k apoptdéze (Brunk et al., 2001).
Poskozenim mitochondrie dochazi také k uvolnéni antizymu, ktery se podili na regulaci
ODC. Tento antizym se vaze na ODC, ¢imz se aktivuje 26S proteasom a ODC je
degradovan. V disledku toho dojde ke snizeni hladiny polyaminli a toto vychyleni
rovnovahy muze také podpoftit déje vedouci k bunétné smrti (Schipper et al., 2000).
Proti toxicité¢ vznikajiciho APAL se organismy mohou brénit jeho oxidaci pomoci

ALDH, pii které vznika netoxicky f-alanin (Seiler, 1995).



2.5 Reak¢éni mechanismus aldehyddehydrogenas

Substrat vstupuje do kanalu vazajiciho substrat, na jehoz dné se nachdzi aktivni misto
enzymu tvorené nékolika konzervovanymi residui potiebnymi pro pfeménu substratu
na produkt. Karbonylovy uhlik vstupujiciho aldehydového substratu je atakovan
aktivovanym konzervovanym katalytickym Cys za vzniku thiohemiacetalového
meziproduktu. K aktivaci katalytického Cys dochazi pomoci konzervovaného Glu, ktery
plni funkci obecné baze. Tento konzervovany Glu pravdépodobné atakuje proton
molekuly vody za vzniku hydroxidového aniontu, ktery nasledné aktivuje katalyticky
Cys. Atom uhliku C4 nikotinamidového kruhu koenzymu NAD™ poté pfijima proton
od vzniklého thiohemiacetalového meziproduktu (Wymore et al., 2004). Tim dochazi
k tvorb¢ thioesteru a zaroven kredukci koenzymu na NADH. Nasledné opét
konzervovany Glu vystupujici jako obecna baze ptijme proton z molekuly vody.
Vznikly hydroxidovy anion atakuje karbonylovy uhlik thioesteru za tvorby vysledného
produktu. Vznikla karboxylova kyselina mize s vyuzitim molekuly vody reprotonovat
katalyticky Cys. Po oddisociovani vzniklé karboxylové kyseliny a redukovaného
koenzymu je enzym regenerovan a mize katalyzovat preménu dalSitho substratu

(Hempel et al., 1999).

U BADH izolované z tresCich jater (Gadus morhua) byl potvrzen takto probihajici
reakéni mechanismus. Substrat je vazan v ¢astecné hydrofobnim substratovém kanalu,
na jehoz dn¢ dochazi k interakci aldehydové skupiny s konzervovanym Cys297
(Johansson et al., 1998). U PSAMADH z hrachu setého (P. sativum) lezi katalyticky
Cys294 mezi koenzymem a mistem vazajicim substrat, jako obecna baze zde vystupuje
Glu260. Katalyticky Cys294 muze existovat také ve formé thiolatu, coz usnadiiuje
nukleofilni atak na karbonylovy uhlik substratu. V této formée ale existuje pouze pii pH
vyrazné vysSim nez 8 (Tylichova et al., 2010). Kope¢ny et al. (2013) potvrdili,
ze Glu260 je u clent rodiny ALDHI10 schopen aktivovat katalyticky Cys piijmutim

protonu z molekuly vody.
2.6 Aminoaldehyddehydrogenasy

Rostlinné  aminoaldehyddehydrogenasy  (4-aminobutanal:NAD™-1-oxidoreduktasa;
AMADH; EC 1.2.1.19) jsou enzymy, které¢ se fadi do nadrodiny enzymi ALDH,
konkrétné do rodiny ALDH10. Katalyzuji oxidaci w-aminoaldehydi na jim odpovidajici
o-aminokyseliny a jako koenzym vyuZzivaji NAD(P)". Do rodiny ALDH10 patii také
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enzymy oznaGované jako betainaldehyddehydrogenasy (betainaldehyd:NAD*-
oxidoreduktasa; BADH; EC 1.2.1.8), které jako substrat preferuji betainaldehyd (BAL)
na rozdil od m-aminoaldehydt (Brocker et al., 2013). Jedna se naptiklad o enzym
z mangrovniku (Avicennia marina) (Hibino et al., 2001). Oxida¢nim produktem BAL je
glycinbetain (GB), ktery hraje dilezitou funkci v ochrané rostlin pted abiotickym
stresem. Vyssi rostliny pak proto mohou byt rozdéleny na ty akumulujici GB
a neakumulujici GB (Fitzgerald et al., 2009). Mezi rostliny neakumulujici GB patii
naptiklad hrach sety (P. sativum) (Charlton et al., 2008), ktery neni schopen oxidovat
BAL. Aby mél ale zdroj ochrannych osmolytd, je schopen oxidovat w-aminoaldehydy
APAL a ABAL, které jsou pfeméihovany na B-alanin a GABA (Sebela et al., 2000). B-
Alanin je neproteinogenni aminokyselina, ktera mutze byt trimethylovana za vzniku
kompatibilniho osmolytu B-alaninbetainu (Stiti et al., 2011). Samotny p-alanin je
zapojen napiiklad do biosyntézy prekurzoru CoA, kyseliny pantothenové (Raman
& Rathinasabapathi, 2004). GABA je také neproteinogenni aminokyselina s celou fadou
funkci. U zivoCichii funguje jako signalni molekula, konkrétné¢ jako inhibi¢ni
neurotransmiter vazici se na GABA receptory. U rostlin dochéazi ke zvySeni hladiny
GABA v reakci na pokles pH v cytosolu, teplotni stres, salinitu (Kinnersley & Turano,
2000). Funguje také jako kompatibilni osmolyt a miZze vstupovat do cyklu
trikarboxylovych  kyselin  po  jeji  pfeméné¢ na  kyselinu  jantarovou
pies sukcinatsemialdehyd (Bouché & Fromm, 2004). AMADH tedy hraji velice
dalezitou roli v katabolismu polyamint, jelikoz snizuji hladiny toxickych aldehyda
a oxiduji je na netoxické latky, které se podili naptiklad na osmoprotekci. Bylo popsano
jejich zapojeni do syntézy karnitinu (Peluso et al., 2000) a souvislost s charakteristickou
vini nékterych rostlin, napiiklad ryze basmati (Oryza sativa), kde z davodu mutace
genu pro AMADH nedochazi k dostate¢né oxidaci ABAL ¢&i jeho cyklické formy A*-
pyrrolinu a akumuluje se zde 2-acetyl-4*-pyrrolin (Bradbury et al., 2008).

2.7 Aminoaldehyddehydrogenasa z hrachu

Aminoaldehyddehydrogenasa hrachu setého (P. sativum) existuje ve dvou isoformach
PSAMADH1 (Uniprot piistupové ¢islo Q8VWZ1) a PSAMADH2 (Uniprot piistupové
¢islo Q93YB2) s molekulovou hmotnosti 120 a 117 kDa. Obé jsou ve form¢ dimeru
a kazdy monomer obsahuje celkem 503 aminokyselin (Obr. 4) (Tylichova et al., 2010).
Monomery obou isoenzymu maji, podobné jako jiné ALDH, napiiklad BADH z tres¢ich
jater (G. morhua) (Johansson et al., 1998), mitochondrialni ALDH2 z hovézich jater
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(Bos taurus) (Steinmetz et al., 1997), tfi domény. Jedna se o doménu vazajici koenzym,
oligomerizatni doménu a katalytickou doménu. Na C-konci je ptitomna jesté
peroxisomalni signalni sekvence. V blizkosti mista, kam se vaze koenzym byla zjisténa
pfitomnost kationtu, konkrétné Na*. Ten pravdépodobné umozfiuje zaujmout optimalni
konformaci pro vazbu koenzymu a podili se také na stabilizaci vazby NAD™ s enzymem
(Tylichova et al., 2010). PSAMADH vykazuji vysokou homologii s rostlinnymi BADH
na urovni primarni sekvence. Na rozdil od BADH ale nejsou schopny oxidovat BAL,
ale pfeméiuji celou fadu w-aminoaldehydt véetnd APAL a ABAL (Sebela et al., 2000).

I |
QRBVWZ1l MAITVSSRQL FIDGEWRVFI LNKRIPNINF STENIICDIFP AATKEDVDLA VDAAKRAISR KNGRDWSAAS GSLRARYLRA IAAKIKEKKD 90
Q93YB2 MDIPIPTRQL FINGDWKAFV LNKRIPVINF ATQNIICDIFP AATKEDVDVA VARAKTALTR NKCGADWATAS CAVRARYLRA IAAKVTEKKE 90

Q8VWZ1 ELGKLESIDC GKPLEEALAD LDDVVACFEY YAGLAEELDS KQKAPISLPM DTFKSYILKE PIGVVALITP WNYPFLMATW KIAPALAAGC 180
QO93YB2 ELAKLESIDC CKPLDEAAWD IDDVAGCFEY YADLAEKLDA RQKAPVSLPM DTFKSHVLRE PIGVVCGLITP WNYPMLMATW KVAPALAACC 180

| | I |
Q8VWZ1 AAILKPSELA SVTCLELGEI CKEVGLPRGV LNIVTGLGHE AGASLASHFD VDKISFTGSS ATGSKIMTTA AQLVKPVSLE LGGKSPIVVE 270
Q93YB2 AAILKPSELA SLTCLELGEI CKEVGLPPGV LNILTCGLGPE AGAPLATHPD VDKVAFTGSS ATGSKIMTAA AQLVKPVSLE LGGKSPLVVE 270

QB8VWZ1l EDVDLDKVAE WIVECCEFETN CQICSATSRL IVHESIAVEF VDKLVKWAEN IKISDPLEEC CRLCPIVSEA QYKKVLNCIS SAKSEGATIL 360
Q93YB2 EDVDLDKAAE WAIFCCFWTIN CGQICSATSRL ILHESIATEF LNRIVKWIKN IKISDPLEEC CRLCFVVSEG QYEKILKFVS NAKSEGATIL 360

| | |
QBVWZ1l TCCRRPEHLK KCGYFVEPTII TDVTITSMQIW REEVFCEVLA VKTFSTEEEA INLANDTHYC LGSAVMSNDL ERCERLSKAL QAGIVWINCRE 450
Q93YB2 TCCGSRPEHLK KGFFIEPTII TDVTTHNMQIW REEVFCEVLC VKTFSTEEEZ IDLANDTVYC LGAAVISNDL ERCERVTKAFE KAGIVWVNCS 450

e I I e
QBVWZ1 QPSFIQAPWG GIKRSGEGRE LGEWGLENYL SVKQVTRYTS DEPWGWYQPP SKL 503
Q93YB2 |RQECFTQAPWG GVKRSGFGRE LGEWGLDNYL SVKQVTQYIS EEPWGWYQFF AKL 503

Obr. 4 Sekvence PSAMADHL1 (UniProt pfistupové ¢islo Q8VWZ1) a PSAMADH?2 (UniProt
pristupové c¢islo Q93YB2) upravené pomoci programu BioEdit Sequence Allignment Editor.
Sekvence vykazuji 80,3% shodu a 92,3% podobnost.
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2.8 Substratova specifita aminoaldehyddehydrogenasy z hrachu

Aktivni misto enzymu (Obr. 5) se nachazi na dné substratového kanalu kazdého
monomeru, ktery je 5-8 A §iroky a 14 A hluboky. Je tvofeno katalytickym Cys294,
Asn162 a Glu260. Isoenzymy PSAMADH1 a PSAMADH2 maji podobnou substratovou
specifitu, ale li$i se ve tfech residuich, a to Ala/Trp109, Phe/Trp288 a Ser/Cys453
(Tylichova et al., 2010). Aminokyselina v pozici 288 ovliviluje interakci mezi
postrannim fetézcem konzervovaného Tyrl63 a substratem a ovliviluje preferenci
enzymu pro APAL nebo 4-trimethylaminobutanal (TMABAL). PSAMADH2 ma
V pozici 288 ptitomen Trp, diky ¢emuz tento isoenzym preferuje APAL jako nejlepsi
substrat. PSAMADHL1 obsahuje v pozici 288 Phe a preferuje TMABAL misto APAL,
podobné jako SIAMADHL z rajéete jedlého (Solanum lycopersicum) ¢i ZmMAMADH2
z kukufice seté (Zea mays), které v této pozici maji pritomen Ala. V pozici 453
se U PSAMADHI1 nachazi Ser, u PSAMADH2 Cys. Postranni polarni fetézce obou
aminokyselin sméfuji dovnitt kandlu vazajiciho substrat a diky tomu je jejich vnitini
prostor mensi nez napiiklad u SIAMADHI, ktera v této pozici obsahuje Thr a ma tak
Sirsi substratovou specifitu nez isoenzymy hrachu setého (P. sativum) (Kope¢ny et al.,
2013). U vstupu do substratového kanalu se nachazi konzervovana residua Aspl10
a Aspl13. Ta jsou zodpovédna za vysokou afinitni vazbu m-aminoaldehydt (Kopecny
et al., 2011). Aromaticka residua v substratovém kanalu Tyr163, Trp170 a Trp459 jsou
zodpovédna za vysokou afinitu k w-aminoaldehydiim. Aminokyselina v pozici 444 ma
poté vliv na aktivitu s BAL. Ptitomnost Ile v této pozici, jako je u PSAMADH, vede
k nizké aktivité s BAL, jelikoz tento Ile stericky brani Trp459 zaujmout vhodnou
konformaci (Kopec¢ny et al., 2013).
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Obr. 5 Vlevo substratovy kanal PSAMADHI. Vpravo substratovy kanal PSAMADH2.
Vodikové mustky mezi glycerolem (GOL) a enzymem jsou zndzornény pferuSovanymi Carami
Pievzato z Tylichova et al. (2010).

Dle Sebela et al. (2000) je AMADH purifikovand ze semenackii hrachu setého
(P. sativum) schopna pifeménovat m-aminoaldehydy, které maji 3-6 uhlikaty fetézec
a Tylichova et al. (2010) zjistili, Ze piitomnost atomu dusiku v aldehydu je dilezita
pro to, aby dana latka byla dobrym substratem PSAMADH. Jako nejlepsi substraty
vystupuji APAL a ABAL a pfeménovany jsou také TMABAL a 4-guanidinobutanal
(GBAL) (Tab. 1) (Tylichova et al., 2010). Dle Kopeény et al. (2013) jsou pfirozenymi
substraty také ACAPAL a 3-dimethylsulfoniopropanal. Alifatické aldehydy, jako
valeraldehyd nebo butanal jsou slabymi substraty (Tylichova et al., 2010).

Mezi substraty PSAMADH se fadi také fada syntetickych latek. Dle Sebela et al.
(2000) jsou substraty PSAMADH né¢které guanidinoderivaty a hydroxyderivaty
nékterych aminoaldehydd. Dale také pyridinkarbaldehydy (PCAL) (Tylichova et al.,
2010), N-acylderivaty APAL a ABAL (Tab. 2) (Frommel et al., 2015), aldehydy
odvozené od purinu, 7-deazapurinu a pyrimidinu a halogenderivaity PCAL (Tab. 3)
(Frommel et al., 2012). Imidazolové a pyrazolové karbaldehydy jsou také substraty
PSAMADH (Frommel et al., 2019). U N-acylderivati APAL a ABAL neni dulezita
délka acylového fetézce ani jeho vétveni, jako spiSe schopnost puvodniho
aminoaldehydu vystupovat jako substrat daného enzymu. Také zaporné nabity aldehyd,
N-adipoyl-3-aminopropanal (Adip-APAL), byl popsan jako dobry substrat PSAMADH?2
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(Frommel etal., 2015). Schopnost byt substratem u dusikatych heterocyklickych

aldehydii zavisi na pozici substituentu v heterocyklu nebo na délce postranniho

aldehydového fetézce (Frommel et al., 2012).

Tab. 1 Naméfené kinetické parametry Ky a Viim pfirozenych substrati s isoenzymy hrachu

set¢tho (P. sativum) PSAMADH1 a PsAMADH2 svyuzitim 500 umol-I* NAD*
(Tylichova et al., 2010).
Substrat Zkratky AMADH Michaelisova Limitni
konstanta K, rychlost Viim
(umol-1™) (nmol-s*mg™)
3-aminopropanal APAL PSsAMADH1 75 57
PSsAMADH2 10 190
4-aminobutanal ABAL PsAMADH1 170 50
PSsAMADH2 29 57
4-trimethylaminobutanal TMABAL PsAMADH1 10 87
PsAMADH2 21 140
4-guanidinobutanal GBAL PSsAMADH1 11 68
PsAMADH2 7 78
nikotinamidadenindinukleotid NAD* PSsAMADH1 40 —
PsAMADH?2 55 —

Tab. 2 Naméfené kinetické parametry K a Kear pfirozenych substratit APAL, ABAL, ACAPAL
a syntetickych substrati s isoenzymy hrachu setého (P. sativum) PSAMADH1 a PsSAMADH?2
s vyuzitim 500 pmol-I* NAD* (Frommel et al., 2015).

Substrat Zkratky AMADH Michaelisova Cislo
konstanta K,  pfemény keat
(umol-I™) )
3-aminopropanal APAL PsAMADH1 71,8+575 3,65+ 0,122
PsAMADH2 7,27 +£0,46 9,42 + 0,146
4-aminobutanal ABAL PsAMADH1 153+ 154 3,1+0,151
PsAMADH2 459 +6,86 3,02 + 0,147
3-acetamidopropanal ACAPAL PsAMADH1 268 + 31,3 3,61 + 0,227
PSAMADH2 109 + 21,7 139+ 134
N-propionyl-3-aminopropanal  Propi-APAL PsAMADH1 492 + 23,3 3,4 + 0,049
PsAMADH2  651+377 7,72+0,17
N-propionyl-4-aminobutanal Propi-ABAL PsAMADH1 327 + 14 1,65 + 0,019
PsAMADH2 92,7+769 1,63+ 0,06
N-valeryl-3-aminopropanal Valer-APAL PsAMADH1 120+ 11,2 2,02 + 0,07
PSAMADH2 271 + 66,8 11 +1,56
N-valeryl-4-aminobutanal Valer-ABAL PsAMADH1 629 + 35,1 1,05 + 0,02
PSAMADH2 304 + 39 1,93 +£ 0,07
N-adipoyl-3-aminopropanal Adip-APAL PsAMADH1 431+ 39,3 1,03 + 0,053
PsAMADH2 392+399 8,78 + 0,305
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Tab. 3 Namétené kinetické parametry Kn a Viim syntetickych substratl a nejlepsiho ptirozeného
substratu APAL s isoenzymem hrachu setého (P. sativum) PSAMADH?2 s vyuzitim 500 pmol-I™
NAD" (Frommel et al., 2012).

Substrat Zkratky Michaelisova Limitni
konstanta K rychlost Viim
(umol-1™) (nmol-s*mg™)
3-aminopropanal APAL 12+1.2 179+ 5,1
2-pyridinkarbaldehyd 2-PCAL 77+5,2 2,1+0,03
3-pyridinkarbaldehyd 3-PCAL 754 + 32,4 7,8+0,13
4-pyridinkarbaldehyd 4-PCAL 33+23 2,1+0,04
2,6-dichloro-4-pyridinkarbaldehyd 2,6-diCI-4-PCAL 28+0,5 15+ 05
3-pyridin-2-yl-propanal P2PAL 1714+ 10,9 42+ 0,9
3-pyridin-3-yl-propanal P3PAL 87 18 22+0,8
3-pyridin-4-yl-propanal PAPAL 29+ 21 70+ 1,3
3-pyridinylmethylaminobutanal 3-PMet-ABAL 289 + 16,4 27+ 0,6
3-bromobenzaldehyd 3-Br-BzAL 13+0,9 1,16 + 0,02
N-(2,2-dimethoxyethyl)-9H-purin-6-amin  Pu-AEAL 755 £ 55,2 96+04

2.9 Aldehyddehydrogenasy rodiny 7

Enzymim fadicim se do rodiny aldehyddehydrogenas 7 [(S)-2-amino-6-
oxohexanoat:NAD(P)*-6-oxidoreduktasa; ALDHY7; EC 1.2.1.31]
se také jinak fika A*-piperidein-6-karboxylatdehydrogenasy, -
aminoadipatsemialdehyddehydrogenasy ¢i antikvitiny (Brocker et al., 2013). Nazev
antikvitiny nesou diky jejich vysoké konzervovanosti v ramci evoluce. Lidsky antikvitin
sdili 60 % své aminokyselinové sekvence s hrachovym antikvitinem (Lee et al., 1994)
a vykazuje 76% homologii své nukleotidové sekvence s antikvitinem z prazmy
(Acanthopagrus schlegelii) (Tang et al., 2005). Pfirozenym a zaroven preferovanym
substratem ALDH?7 je a-aminoadipatsemialdehyd (AASAL), ktery je oxidovan na o-
aminoadipat. Pokud dojde k mutaci genu pro lidskou hALDH7, tak dochazi
k akumulaci piperidein-6-karboxylatu, coz je cyklicka forma AASAL. V disledku toho
dochazi k inaktivaci pyridoxal-5'-fosfatu a rozvoji pyridoxin-dependentni epilepsie
(Mills et al., 2006). AASAL vznika jako meziprodukt katabolismu Lys, ktery mize
probihat dvéma cestami. Prvni je drdha kyseliny L-pipekolové, kdy tato kyselina je
pfeménéna na AASAL pomoci L-pipekolatoxidasy (L-pipekolat:O-1,6-oxidoreduktasa;
EC 1.5.3.7) (Chang et al., 1990), jejiz aktivita byla detegovana v mitochondrii (kralik,
prase. pes) (Mihalik & Rhead, 1991) a v peroxisomech (potkan) (Rao et al., 1993).
V mitochondrii dochdzi ke katabolismu Lys ptfes sacharopin na AASAL pomoci
bifunkéniho enzymu L-lysin-a-ketoglutaratreduktasy/sacharopindehydrogenasy [N°-(L-
1,3-dikarboxypropyl)-L-lysin:NADP*-oxidoreduktasa (L-lysin tvofici); EC 1.5.1.8]
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(Markovitz et al., 1984). Lokalizace antikvitinu muze byt riznad. U prazmy (A.
schlegelii) byla potvrzena lokalizace v cytosolu (Tang et al., 2005), u lidského
antikvitinu byla potvrzena lokalizace v cytosolu a v mitochondrii (Wong et al., 2009)
a béhem G1-S faze také v jadre, coz naznacuje roli tohoto enzymu v bunécném ristu
(Chan et al., 2011). Jsou zapojeny také v ochrané organismii pied abiotickym stresem,
jako je sucho, salinita, t€Zké kovy, ale také zvySena koncentrace H202 nebo kyseliny

abscisové (Kotchoni et al., 2006).
2.10 Aldehyddehydrogenasy 7 z kukufice a hrachu

Rostlinné ALDH7 se tadi do podrodiny ALDH7B. Jsou to napiiklad OSALDH7B6
zryze seté (O. sativa), AtALDH7B4 z husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana),
PSALDH7B1 z hrachu setého (P. sativum) nebo ZmALDH7B6 z kukufice seté
(Z. mays). Jejich sekvence jsou vysoce konzervované, naptiklad ZmALDH?7 sdili 77 %
své identity s PSALDH7 (Koncitikova et al., 2015).

PSALDH?7 je tetramerni S molekulovou hmotnosti monomeru 53 789 Da a délkou
sekvence 508 aminokyselin (UniProt piistupové Cislo P25795), ZmALDH?7 je také
tetramerni enzym s molekulovou hmotnosti monomeru 54 432 Da a s délkou sekvence
509 aminokyselin (UniProt pfistupové cislo W8SNMG6) (Obr. 6). Kazdy monomer
obsahuje 3 domény, oligomerizacni, katalytickou a doménu vazajici koenzym
a podobné jako u PSAMADH je i zde piitomen kovovy ion, konkrétné Na®, ktery je
vazan v blizkosti mista vazby koenzymu NAD®. Na opaéné strané mista vazby
koenzymu se nachdzi substratovy kanal (Obr. 7), kde se v misté vazby substratu nachazi
3 konzervovana residua Glul20, Arg300, Thr302 specifickd pro rodinu ALDH7
(Kon¢itikova et al., 2015). S vyuzitim mistn¢ cilené mutace aminokyselin Glul21
a Arg301 hALDH7 Chan et al. (2011) zjistili, Ze Glul21 (Glu 120 u ZmALDH7)
interaguje s a-aminoskupinou AASAL a Arg301 (Arg300 u ZmALDH?7)
s karboxylovou skupinou AASAL. Thr302 by dle Koncitikova et al. (2015) mohl

interagovat s vedlej$im fetézcem substratu (AASAL) nesoucim karboxylovou skupinu.
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P25795 MGS-DSNNLG FLREIGLGAT NIGSFINGOW KANGPTVHSV NPSTNQVIAS VIEATLDDYE EGLRASSEAR KTWRIVPAPK RCGEIVRQIGD 89
WBSNM6 MGAFAKEEHQ FLAELGLAQR NPGAFACGAW GGSGPTVTST SPTNNQVIAE VVEASVHDYE EGMRACFDAA KTWMAIPAPK RGEIVRQIGD SO

P25795 ALRAKLDPLG RLVALEMCKI LAEGIGEVQE IIDMCDYSVC LSRQLNGSII PSERPEHMMF EVWNPLGIVG VITAFNFPCA VLOWNACIAL 179
W8SNM6 ALRAKLHHLG RLVSLEMGKI LPEGIGEVQE IIDMCDYAVG LSRQLNGSII PSERPNHMMM EVWNPLGVVG VITAFNFPCA VLOWNACIAL 180

P25795 VGGNTVVWKG APTTPLITVA VIKLIAEVFE RNNLPGAIFT ALCGGADIGH AIAKDTRIPL VSFTGSSKVG ALVQOTVSQR FCKTLLELSG 269
WBSNM6 VCCGNCVVWKG APTTPLITIA MTKIVASVLE KNNLPGAIFT SFCGGTEIGQ AIALDIRIPL VSFTGSTRAGC LMVOQQOVSAR FGKCLLELSG 270

P25795 NNAIIVMDDA DITLAVRSIF FAAVGTAGQR CTTCRRLYLH ESVYANVLEQ LTALYKQVKI GNPLEEGTLV GCPLHTRSAVE NFKNGISAIK 359
WBSNM6 NNAIIVMDDA DIQLAVRSVL FRAAVGTAGQR CTTCRRLILH ENIYQTFLDQ LVEVYKQVRI GDPLERGTLL GPLHTPASKE NFLKGIQTIK 360

P25795 SQCGCKIVTGG SVLESEGNFV VPTIVEISAD AAVVKEELFA PVLYVMKFKD LEEATATLNNS VPQCLSSSIF TQKPSTIFKW ICGPSGSDCGIT 4439
WBSNM6 SQCGCRILFGG SAIESEGNFV QPTIVEITPS APVVKEELFG PVLYVMKFQT LKEAIEINNS VPQGLSSSIF TKRPDIIFKW LGPHGSDCGI 450

P25795 VNVNIPTNGA EIGGAFGGER ATGGGREAGS DSWKQYMRRS TCTINYGSEL PLAQGINFG 508
WBSNM6 VNVNIPTNGA EIGGAFGGER ATGGGREAGS DSWRQYMRRA TCTINYGSEL PLAQGINFG 509

Obr. 6 Sekvence PSALDH7 (UniProt ptistupové ¢&islo P25795) a ZmALDH7 (UniProt
ptistupové ¢islo W8SNM6) upravené pomoci programu BioEdit Sequence Allignment Editor.
Sekvence vykazuji 77,0% shodu a 85,9% podobnost.

W174
. (W176)

E117 o
(E119) (E209)
E122) ,
F167 NAD* B
(F169) (F469)
g C301 A460
N166 > (C303) (A463)
(N168)
R300 / T302
(R302) (T304)
N458
(S461)

Obr. 7 Porovnani substratovych kanali s pfitomnymi residui enzymt ZmALDH7 (zelen¢)
a hALDH?7 (8ed¢) (Koncitikova et al., 2015).
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Substratova specifita isoforem ZMALDH7 a PSALDH7 neni pfili§ Sirokd a jejich
nejvice preferovanym piirozenym substratem je AASAL (Tab. 4). w-aminoaldehydy
APAL a ABAL, které jsou preferovanymi substraty ALDH10, jsou také substraty
ZMALDHY i PSALDHY7, ale jejich afinita k tomuto enzymu je velmi nizka. Divodem
je pravdépodobné nepiitomnost karboxylové skupiny ve strukturnim vzorci substratu.
Podobn¢ BAL, TMABAL a GBAL mohou byt pfeménovany témito enzymy, velmi
Spatné jsou preménovany alifatické aldehydy jako malondialdehyd. Rostlinné ALDH7
jsou tedy schopny poskytovat ochranné osmolyty jako GABA ¢i betainalanin a GB, ale

v mnohem mensi mife nez ¢lenové rodiny ALDH10 (Koncitikova et al., 2015).

Tab. 4 Naméfené kinetické parametry Kn @ Kear vybranych pfirozenych substrati ZmALDH7

a PSALDH?7 s vyuzitim 2,5 mmol-I"* NAD* (Kon¢itikova et al., 2015).

Substrat Zkratky ALDH7 Michaelisova Cislo pfemény
konstanta K Keat
(umol-I™) )
a-aminoadipatsemialdehyd AASAL  ZmALDH7 97+ 7 2,56 + 0,043
PsALDH7 89+3 3,32 £ 0,027
methylester-a- MASAL  ZmALDH7 126 + 21 0,09 £+ 0,004
aminoadipatsemialdehydu PsSALDHY 147 + 17 0,026 + 0,009
4-guanidinobutanal GBAL ZmALDH7 2767 + 146 1,43 + 0,029
PSALDH7 2551+ 159 2,22 + 0,071
betainaldehyd BAL ZmALDH7 120 £ 3 0,03 £ 0,001
PSALADH7 111 +7 0,03 £ 0,001
4-aminobutanal ABAL ZmALDH7 4371+ 116 0,027 + 0,005
PSALDH7 5167 + 162 0,046 + 0,007
3-aminopropanal APAL ZmALDH7 1280 + 59 0,15 + 0,002
PSALADH7 1698 + 81 0,34 + 0,007
4-pyridinkarbaldehyd 4-PCAL  ZmALDH7 537 £ 51 0,22 £+ 0,007
PSALADH7 321 +£10 0,27 £ 0,005
nikotinamidadenindinukleotid NAD* ZmALDH7 358 + 24 2,68 + 0,030
PSALADH7 393 +21 3,46 + 0,046
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Pro pifipravu  PSAMADH byly pouzity sedmidenni semenacky hrachu setého
(P. sativum) péstované ve tmé pii 23 °C a zalévané kohoutkovou vodou. Sklizeny byly
pouze nadzemni casti, material byl skladovan pi1 -28 °C. Rekombinantni enzymy
PSALDH7 z hrachu setého (P. sativum) a ZmALDH7 z kukufice seté (Z. mays),
piipravené v Escherichia coli (Koncitikova et al., 2015), byly ziskany od Mgr. Martiny
Kope¢né, Ph.D. Syntetické substraty odvozené acylaci ABAL, APAL a 2-
aminoethanalu (AEAL) s N-(tert-butoxykarbonyl)-L-fenylalaninem (Boc-Phe-OH) a N-
(tert-butoxykarbonyl)-O-(tert-butyl)-L-tyrosinem (Boc-Tyr(tBu)-OH) byly z davodu
pandemickych opatieni piipraveny Skolitelem ve spolupraci s doc. RNDr. Miroslavem

Souralem, Ph.D., ktery zajistil také NMR analyzu na katedfe organické chemie PfF UP.
3.1.2 Chemikalie

— acetonitril (Merck, Némecko)

— akrylamid/N, N’-methylenbisakrylamid 30% roztok 29:1 (AA/BIS; Bio-Rad,
USA)

— &-aminoadipatsemialdehyd  ethylenacetal  (S)-2-amino-5-(1,3-dioxolan-2-yl)-
pentanova kyselina (Chiralix, Nizozemi)

— 4-aminobutyraldehyd diethylacetal (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— 1-amino-3,3-diethoxypropan (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— amoniak (Lach-Ner, Ceska republika)

— barvivo QC koloidni Coomassie (Bio-Rad, USA)

— bicin (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— Bis-Tris (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— bromfenolova modi (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— cetyltrimethylamonium bromid (CTAB; Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— deionizovana voda (pfipravena na zafizeni Milli-Q od firmy Merck Millipore)

— dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— dihydrogenuhli¢itan amonny (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— dithiothreitol (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— dodecylsiran sodny (SDS; Serva, Némecko)

— ethanol (Merck, Némecko)

— fenazin methosulfat (PMS; Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— glycerol (Lach-Ner, Ceska republika)
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— glycin (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— hovézi sérovy albumin (BSA; Sigma, USA)

— hydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— hydrogenuhli¢itan amonny (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— hydrochlorid tryptaminu (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— hydroxid sodny (Merck, Némecko)

— chlorid manganaty (Fluka Chemie, Svycarsko)

— 2-jodacetamid (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— kyselina bicinchoninova (BCA; Sigma-Aldrich Chemie; Sigma, Némecko)

— kyselina ethylendiamintetraoctova disodna stl (EDTA; Sigma-Aldrich Chemie;
Sigma, Némecko)

— kyselina chlorovodikova (VWR, Francie)

— kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (CHCA; Bruker Daltonik, Némecko)

— kyselina mravenci (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— kyselina octova 96% (Merck, Némecko)

— kyselina trifluoroctova (TFA; Merck, Némecko)

— kyselina trihydrogenfosfore¢na (Lach-Ner, Ceska republika)

— Laemmliho vzorkovy pufr (Bio-Rad, USA)

— 2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— methanol absolutni — LC-MS (Biosolve Chimie, Francie)

— monohydrat kyseliny citronové (Lach-Ner, Ceska republika)

— mravenc¢an amonny (Fluka, Svycarsko)

— B-nikotinamidadenindinukleotid (NAD*; Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— octan amonny (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— persiran amonny (APS; Bio-Rad, USA)

— Precision Plus Protein™ Standards All Blue, katalog #161-0373 10-250 kDa (Bio-
Rad, USA)

— protamin sulfat (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— pyrofosfat sodny (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— sacharosa (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— siran amonny (Merck, Némecko)

— siran médnaty (Lach-Ner, Ceska republika)

— SOLu trypsin (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— standard pro kolonu Enrich SEC 650 (Bio-Rad, USA)

— N, N, N, N'-tetramethylethylendiamin (TEMED; Bio-Rad, USA)

— thiazolyl blue tetrazolium bromid (MTT; Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

— triethylamin (Merck, Némecko)

— trihydrat octanu sodného (Fluka Chemie, Svycarsko)

— Tris (MP Biomedicals, USA)

— uhli¢itan amonny (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

3.1.3 Pristroje
— analytické vahy XA 110/2X (RADWAG, Polsko)
— automaticky nastiikovy ventil AVR7-3 (Bio-Rad, USA)
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— centrifuga nizkorychlostni (OHAUS, USA)

— centrifuga stolni chlazena Multifuge X3R (Thermo Fisher Scientific, USA)
— elektroforeticka komutrka Mini PROTEAN 3 cell (Bio-Rad, USA)

— elektromagnetickd michacka C-MAG HS 7 (IKA WERKE, Némecko)

— hmotnostni spektrometr microflex LRF 20 (Bruker Daltonik, Némecko)

— hmotnostni spektrometr ultrafle Xtreme (Bruker Daltonik, Némecko)

— homogenizator Ultra Turrax T50 basic (IKA WERKE, Némecko)

— inkubator MD-01 (Major Science, USA)

— inkubator Thermomixer Comfort S (Eppendorf, Némecko)

— kapalinovy stiednétlaky chromatograf BioLogic Duo Flow (Bio-Rad, USA)
— laminarni box (Merci, Ceska republika)

— laserovy skener Image Scanner (Amersham Pharmacia Biotech, Velka Britanie)
— magnetickd michacka lab disc white (IKA WERKE, Némecko)

— magnetickd michacka MST (IKA WERKE, Némecko)

— membranova vyvéva (KNF Laboport, Némecko)

— minicentrifuga Mikrospin 12 (Biosan, Lotyssko)

— nanodrop nanoready Touch Micro UV-VIS spektrofotometr (LifeReal, Cina)
— peristalticka pumpa (Koufil, Ceska republika)

— pH metr (XS Instruments, Italie)

— spektrofotometr Lightwave II (Biochrom, Velka Britanie)

— teplotni ¢idlo IKA-TRON (IKA WERKE, Némecko)

— trepacka IKA KS 130 (IKA WERKE, Némecko)

— ultrafiltracni cela Amicon (Merck, Némecko)

— ultrazvukova lazen K-5LM (Kraintek, Ceska republika)

—  UV-1 monitor (Pharmacia, Svédsko)

— UV-VIS detektor BioLogic QuadTec (Bio-Rad, USA)

— vakuovy koncentrator (Eppendorf, Némecko)

— vodni lazen digitalni SUB 6 (Grant Instruments, Velka Britanie)

— vortex (Chromservis, Ceska republika)

— zapisova¢ REC 112 2-CH 230V (Amersham Pharmacia Biotech, Velka Britanie)
— zdroj napéti k elektroforéze Power (Bio-Rad, USA)

3.1.4 Pomiicky

— filtr s limitem do 10 kDa (Merck-Millipore, USA)

— kolona ENrich SEC 650 (Bio-Rad, USA)

— kolona Mono Q HR 5/5 (Pharmacia, Svédsko)

— MSP BigAnchor 96 MALDI desticka (Bruker Daltonik, Némecko)

—  MTP AnchorChip 384 MALDI desti¢ka (Bruker Daltonik, Némecko)

— sklenéna kolona 1 x 10 cm (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko) naplnéna
stacionarni fazi 5"-AMP Sepharose 4B (Pharmacia Biotech, Svédsko)

— sklenéna kolona 2,5 x 20 cm (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko) naplnéna
stacionarni fazi DEAE-Sepharose (Amersham Biosciences, Svédsko)

— sklenéna kolona 2,5 x 50 cm (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko) naplnéna
stacionarni fazi Sephadex G-25 Medium (Pharmacia, Svédsko)
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— ZipTip Spicky s Cis fazi (Merck, Némecko)
3.2 Metody

3.2.1 Extrakce proteini a purifikace aminoaldehyddehydrogenasy
ze semenacku hrachu

Postup extrakce proteini a purifikace PSAMADH byl proveden dle Sebela et al. (2000).
Nékteré kroky vSak byly upraveny na zakladé moznosti a potieb v ramci laboratofe.
Zmrazené etiolované semenaCky hrachu (1 kg) byly homogenizovany pomoci
homogenizatoru Ultra Turrax T50 ve 2 10,1 molI? K-fosfatového pufru (pH 7,0)
obsahujiciho 15 mmol-I"* 2-merkaptoethanol, 1 mmol-I"* EDTA a 10% (w/v) sachardzu
po dobu 10 min. Vznikly homogenat byl zfiltrovan ptes nylonovou tkaninu. Filtrat byl
centrifugovan po dobu 30 min pii 4200 g a k odebranému supernatantu byla za michani
na elektromagnetické michacce pridana 5% suspenze protaminsulfatu (pH upraveno
na 6,5 kyselinou fosfore¢nou), a to tak, ze 1 g protaminsulfatu odpovidal 10 g proteinu
v supernatantu. Po poslednim pfidavku a 10 min michani nasledovala centrifugace
po dobu 30 min pfi 4200 g. Supernatant byl sriZen postupnymi ptidavky 0,5 mol-I*
MnCly, aby byla vysledna koncentrace 7,5 mmol:It. V3e probihalo za neustdlého
michani a po 30 min od posledniho pifidavku byl roztok opét centrifugovan po dobu
30 min pifi 4200 g. K supernatantu byl nésledné¢ za michani pfidan jemné préaskovy
(NH4)2S04 (430 g/1) pro vysrazeni zbylych proteini z extraktu. Po poslednim piidavku
nasledovalo 30 min michani a pak byla provedena centrifugace po dobu 30 min

pii 4200 g.

Sediment obsahujici precipitované proteiny byl uchovavan zmrazeny pii -28 °C,
piipadné byl rovnou suspendovian do maximdalniho rozpusténi ve 40 ml pufru A:
20 mmolI* fosfore¢nan draselny (pH 6,0) obsahujici 5 mmol-I* 2-merkaptoethanol,
1 mmol-I* EDTA a 5% (w/v) glycerol. Nasledovalo odsoleni pomoci kolony
se Sephadexem G-25, ktera byla ekvilibrovana pufrem A. Prutokova rychlost zajisténa
peristaltickou pumpou byla 2 ml-min?, separace byla monitorovana pti 280 nm pomoci
monitoru UV-1 a zaznamenavana na zapisova¢i REC 112. Odsoleny roztok proteini byl
nanesen na kolonu obsahujici DEAE-Sepharosu jako stacionarni fazi ekvilibrovanou
pufrem A s priitokovou rychlosti 2 ml-min™. Po naneseni roztoku probihalo promyvani
kolony pufrem A, dokud nebyly vymyty nezachycené proteiny. Eluce probéhla
s vyuzitim linearniho gradientu (50 ml) od 0 do100 % pufru A obsahujiciho 1 mol-I*
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NaCl. Frakce eluatu s aktivitou PSAMADH byly spojeny a obsazené proteiny byly
precipitovany jemné praskovym (NHs):SOs (430 g/l). Po poslednim piidavku
nasledovalo 30 min michani a pak byla provedena centrifugace po dobu 30 min

pti 4200 g. Precipitat byl skladovan zmrazeny pfti -28 °C.

Precipitat po nizkotlaké chromatografii byl rozpustén v 0,5 ml pufru B: 20 mmo-I?
Bis-Tris/HCI (pH 6,0) obsahujici 5 mmol-I"* 2-merkaptoethanol, 1 mmol-I* EDTA a 5%
wi/v glycerol. Nasledovala centrifugace po dobu 3 min pti 10400 g a piecisténi pomoci
gelové permeacni chromatografie (GPC) na koloné¢ ENrich SEC 650 ekvilibrované
pufrem B s rychlosti prittoku 0,75 ml-min™. Pro tento ucel byl k dispozici stfednétlaky
chromatograf Bio-Logic Duo Flow s detektorem QuadTec a automatickym ventilem
ovladanym pocitacem. Alikvoty byly nanaseny prostiednictvim 500 pl smycky. Sbirany
byly frakce, které vykazovaly nejvyssi enzymovou aktivitu s APAL. Po spojeni byl
roztok zahustén ultrafiltraci (filtr slimitem 10 kDa) na celkovy objem 5,5 ml.
Nasledovalo piecisténi pomoci iontoménic¢ové chromatografie (IEC) na koloné Mono Q
HR 5/5 ekvilibrované pufrem B s prittokovou rychlosti 1 ml-min™. Davkovaci smycka
meéla objem 1 ml. Eluce probéhla s vyuzitim gradientu iontové sily v mobilni fazi.
Eluéni pufr byl piipraven piidavkem 1 mol:It NaCl do pufru B. Frakce s nejvyssi
enzymovou aktivitou byly opét spojeny a zahuStény ultrafiltraci na celkovy objem
zhruba 2 ml. Pro docisténi PSAMADH byla vyuzita afinitni chromatografie (AC) na 5’'-
AMP Sepharose 4B ekvilibrované pufrem B. Vzorek byl nanesen pii pratokové
rychlosti 1 ml-min™. Po promyti probé&hla eluce pomoci pufru B s pfidavkem NAD*

0 vysledné koncentraci 10 mmol-I"%. Sbirdna byla také nezachycena frakce.
3.2.2 ldentifikace aminoaldehyddehydrogenasy z hrachu

Vzorky ziskané eluci z kolon ENrich SEC 650, Mono Q HR 5/5 a 5'-AMP Sepharose
4B spolu s nezachycenou frakci z 5'-AMP Sepharosy 4B byly koncentrovany
ultrafiltraci. Pro posouzeni Cistoty enzymu byly tyto vzorky separovany pomoci SDS-
PAGE v diskontinualnim uspotfadani, proteiny Stépeny na peptidy a nasledné probéhla
identifikace s vyuzitim MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. Cistota enzymi
s vyuzitim SDS-PAGE a barvenim gelu byla ur¢ena také pro vzorky rekombinantnich

enzyml PSALDH7 a ZmALDH?7, které poskytla Mgr. Martina Kopec¢na, Ph.D.

Délici gel (12%) a zaostfovaci gel (4%) byly pfipraveny dle tabulky (Tab. 5),

tloustka byla 1 mm. Rozmér separacniho gelu ¢inil 5 (vyska) x 8 (Sitka) cm.

23



Pti piipravé obou gel byl nejdiive roztok AA/BIS, gelového pufru a destilované vody
odvzdusnovan pomoci membranové vyvévy v uzaviené odsavaci Erlenmeyerové baiice.
Poté byl pridan 10% roztok SDS, TEMED a 10% roztok APS, kterym byla zahéjena
polymerace geld. Koncentrované vzorky enzymu byly smichany v poméru 1:1 s 2X
Laemmliho vzorkovym pufrem a zahfivany 5 min pfi 100 °C. Jako standard byl vyuzit
Precision Plus Protein™ Standard All Blue vrozsahu 10-250 kDa. Elektroforéza
probihala pfinapéti 120 V po dobu témé& 1,5 h spouzitim Tris-glycinového
elektrodového pufru (pH 8,3) o slozeni 0,025 mol-I*t Tris, 0,192 mol-I* glycin a 0,1%
SDS. Kbarveni gelu bylo pouzito QC koloidni Coomassie barvivo a probihalo
na ttepacce pres noc. Gely byly nasledné odbarvovany destilovanou vodou
a naskenovany na kalibrovatelném skeneru s vyuZitim programu LabScan. Uprava

obrazku (jas, kontrast, ofiznuti) prob&hla s pomoci programu PaintShop Pro 8.0.

Tab. 5 Pipetované objemy (ml) jednotlivych sloZzek roztokt pro piipravu 12% déliciho a 4%
zaostfovaciho gelu pro provedeni SDS-PAGE v diskontinualnim uspotadani.

Slozka AA/BIS Tris-HCl ~ Tris-HCI  Deionizovana SDS  TEMED APS

(ml) (30/3,3%)  pufr pufr voda (10%) (10%)
(PH8,8)  (pH6.,8)

Délici gel 4 2,5 - 3,2 0,1 0,015 0,05

Zaostio- 0,65 - 1,25 2,95 0,1 0,01 0,06

vaci gel
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Po promyti gelu deionizovanou vodou byly obarvené pasy gelu vytiznuty skalpelem
pro identifikaci ptfitomnych proteint.. Vytiznuté pasy byly vlozeny do mikrozkumavek
a pomoci skalpelu roziezany na mensi kousky. Nasledovala kratkd centrifugace
s vyuzitim nizkorychlostni centrifugy OHAUS. Pro odbarveni kouski gelu bylo ptidano
180 pl roztoku ziskaného smisenim 100 mmol-I* NHsHCOj3 a acetonitrilu, 1:1 (v/v).
Po promichéni na vortexu probé¢hla inkubace 2 h pti laboratorni teploté. Vzorky byly
kratce centrifugovany a modry roztok byl odpipetovan. Nasledovala dehydratace vzorku
ptidavkem 180 pl acetonitrolu a inkubace 15 min pifi 37 °C a 1100 rpm. Po kratké
centrifugaci vzorkdi byl acetonitril odpipetovan a bylo pfidano 100 ul 10 mmol-I*t
dithiotreitolu, ktery byl rozpustén v 0,1 mol-It NHsHCOs, pro zredukovani
disulfidovych vazeb v proteinech. Vzorky byly kratce promichany na vortexu
a inkubovany 30 min pii 60 °C a 400 rpm. Nasledovala kratka centrifugace, opétovné
odpipetovani roztoku a dehydratace vzorki. Po odpipetovani acetonitrilu byl pifidan
55 mmol-I"t 2-jodacetamid rozpustény v 0,1 mol-I"t NHsHCOj3 pro alkylaci cysteinovych
zbytki. Vzorky byly inkubovany 20 min ve tmé. Po odpipetovani roztoku
aproplachnuti 0,1 mol:I'* NH4sHCO; byly vzorky opét dehydratovany acetonitrilem.
Po odpipetovani roztoku probéhlo $tépeni proteintt v gelu s vyuzitim SOLu trypsinu,
ktery byl nafedén vychlazenym 50 mmol-I"* NHsHCOs. Vysledna koncentrace trypsinu
byla 0,5 umol-I"t. Po 1 h inkubaci v ledové tfisti byl roztok odpipetovan a nahrazen
40 pl 50 mmol-It NH4sHCOs. Vzorky byly inkubovany pies noc pti 37 °C a 400 rpm.
Po probéhnutém Stépeni proteinii v gelu nasledovala extrakce ziskanych peptida
svyuzitim 100 pl extrakéniho roztoku, ktery byl pfipraven smisenim 5% Kyseliny
mravenci a acetonitrilu, 1:2 (v/v). Smés byla inkubovana 30 min pi#i 37 °C a 800 rpm.
Roztoky s extrahovanymi peptidy byly odpipetovany do ¢istych mikrozkumavek
a odpafeny s vyuzitim vakuového koncentratoru pii 45 °C. Ziskané odparky byly
nasledné rozpustény v 10 ul 0,1% TFA, 5 min inkubovany v ultrazvukové lazni a kratce
centrifugovany. Pro odsoleni vzorkii byly pouzity Spicky ZipTip s Cis fazi. Nejdiive
byly Spicky 2x promyty zvlh¢ujicim roztokem (100% acetonitril) a poté
ekvilibraénim/promyvacim roztokem (0,1% TFA). Nasledné¢ byl 10x nasat a opét
vypustén vzorek, aby mohlo dojit k navdzani peptidii na obracenou fazi. Poté byly
Spi¢ky promyty ekvilibra¢nim roztokem a nasledné elu¢nim roztokem (0,1% TFA/50%
acetonitril). Ziskané roztoky byly opét odpafeny pomoci vakuového koncentratoru
a rozpustény v 10 ul 0,1% roztoku TFA. Peptidové roztoky byly vyuzity k identifikaci
proteinti pomoci MALDI-TOF peptidového mapovani na hmotnostnim spektrometru
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Microflex pfipadné ultrafleXtreme. Méfilo se v pozitivnim moddu, spektra byla
akumulovéana z 1000-2000 laserovych impulsti. V obou ptipadech byla jako matrice
pouzita 50 mmol:I* CHCA ve smési acetonitril:2,5% TFA, 7:3 (v/v). Na desti¢cku bylo
pipetovano 0,5 ul roztoku peptidi v 0,1% TFA a nasledn¢ 0,5 pl matrice. Méfeni
probéhlo po odpateni a krystalizaci, vyuzit byl software flexControl 3.4 od vyrobce
pristroje. Parametry pro méfeni jsou uvedeny nize (Tab. 6 a 7). Naméfend hmotnostni
spektra byla vyhodnocena v programu flexAnalysis 3.4 (Bruker Daltonik; odecteni m/z
hodnot peptidovych signalll) a po exportu do programu BioTools 3.2 (Bruker) probéhlo
vyhledavani pomoci programu Mascot 2.4 (Matrix Science, Velkd Britanie) s pouzitim
sekvenci hrachovych proteint ziskanych z databaze NCBI Protein. V potaz byla vzata
karbamidomethylace Cys jako globalni modifikace, oxidace Met, deamidace Asn a Gln
plus acetylace N-konce jako variabilni modifikace. Pouzitym enzymem byl trypsin,
zafazeno 1 moZné vynechané Stépeni, tolerance 100 ppm (Microflex) nebo 25 ppm
(ultrafleXtreme).

Tab. 6 Parametry MALDI-TOF hmotnostniho spektrometru Microflex LRF20 pro peptidové
mapovani. ACTH — adrenokortikotropni hormon.

Kalibra¢ni standardy [M+H]"

Tontovy zdroj 1 17,5 kV Bradykinin (1-7) 757,3992

Tontovy zdroj 2 15,1 kV Angiotensin Il 1046,5418
Cocka 8,5 kV Angiotensin | 1296,6848
Reflektor 19,00 kV  Substance P 1347,7354
Pulzni iontova extrakce 300 ns Bombesin 1619,8223
Napéti na detektoru 1591V Renin 1758,9326
Rozsah m/z 500 - 6000 ACTH (1-17) 2093,0862
Relativni energie laseru 30 % ACTH (18-39) 2465,1983
Suprese iontti matrice pod 450 Da  zapnuta Somatostatin 28 3147,4710

Tab. 7 Parametry MALDI-TOF hmotnostniho spektrometru ultrafleXtreme pro peptidové
mapovani. ACTH — adrenokortikotropni hormon.

Kalibraéni standardy [M+H]"

Iontovy zdroj 1 25 kV Bradykinin (1-7) 757,3992

Iontovy zdroj 2 22,25 kV Angiotensin Il 1046,5418
Cocka 7,75 kV Angiotensin | 1296,6848
Reflektor 25,95 kV Substance P 1347,7354
Reflektor 2 13,20 kV Bombesin 1619,8223
Pulzni 1ontova extrakce 100 ns Renin 1758,9326
Napéti na detektoru 2406 V ACTH (1-17) 2093,0862
Rozsah m/z 500 -3500 ACTH (18-39) 2465,1983
Relativni energie laseru 37% Somatostatin 3147,4710

Suprese iontd matrice pod 500 Da  zapnuta
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3.2.3 Syntéza novych substrata aldehyddehydrogenas

V této praci byly testovany syntetizované acetaly s chranicimi skupinami. Jejich
hydrolyzou se ziskaji volné aminoacylované aminoaldehydové slouceniny odvozené
odPhe ¢i Tyr, které byly testovany jako substraty nativni PSAMADH
a rekombinantnich enzymi PSALDH7 a ZmALDH?7. Konkrétn¢ se jednalo o 4-[N-(tert-
butoxykarbonyl)-L-fenylalanyl]Jaminobutanal diethylacetal (Boc-Phe-ABAL
diethylacetal), 3-[N-(tert-butoxykarbonyl)-L-fenylalanyl]aminopropanal diethylacetal
(Boc-Phe-APAL diethylacetal), 2-[N-(tert-butoxykarbonyl)-L-fenylalanylJaminoethanal
diethylacetal (Boc-Phe-AEAL diethylacetal), 4-[N-(tert-butoxykarbonyl)-O-(tert-butyl)-
L-tyrosyl]laminobutanal diethylacetal (Boc-Tyr(tBu)-ABAL diethylacetal) a 3-[N-(tert-
butoxykarbonyl)-O-(tert-butyl)-L-tyrosylJaminopropanal diethylacetal (Boc-Tyr(tBu)-
APAL diethylacetal) (Obr. 8). Jako piiklad je nize uveden postup syntézy Boc-Phe-
APAL diethylacetalu. Vsechny syntetické latky byly ptipraveny skolitelem
ve spolupraci s doc. RNDr. Miroslavem Souralem, Ph.D., a to z divodu pandemickych

opatfenti.

Boc-Phe-OH (1,592 g; 6 mmol) a 1,3-dicyklohexylkarbodiimid (0,619 g; 3 mmol),
byly rozpustény v 50 ml dichlormethanu. Ptipraveny roztok byl michan po dobu 30 min
na elektromagnetické michacce. Vytvotfeny bily precipitat byl odstranén filtraci
S vyuzitim papirového filtru a do roztoku bylo za stalého michdni po kapkéch ptidavano
970 ul 6 mmol APAL diethylacetalu po dobu 30 min. Takto ziskany roztok byl michan
dalsich 30 min. Reak¢ni smés byla pfecisténa tfepanim v délici nalevce s 50 ml 10%
kyseliny octové, 50 ml vody, 50 ml 5% NaHCO3z a nakonec opét 50 ml vody.
Dichlormethanova faze byla ptes noc vysusena diky piidavku bezvodého Na,SO4. Dalsi
den byl bezvody Na>SO4 odfiltrovan na Biichnerové nalevce s papirovym filtrem a poté
byl navic promyt dichlormethanem. Ten byl z filtratu nésledné odstranén s vyuzitim
rotacni vakuové odparky, ¢imz doslo k ziskani medovité tekutiny s precipitatem, ktera
byla ponechana v digestofi pro uplné vysuseni. Vysledny Boc-Phe-APAL diethylacetal
je bila az slab& nazloutla pevna latka. VytéZzek byl 50%. Analogickym postupem byly

pfipraveny vSechny syntetické aminoaldehydy.
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Molekulova hmotnost: 394,505 Molekulova hmotnost: 408,531 Molekulova hmotnost: 380,478
Sumarni vzorec: C ,;H34N,05 Sumarni vzorec: C 5,H35N,0¢g Sumarni vzorec: C 5qH3,N,05
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Obr. 8 Strukturni vzorce syntetizovanych latek. Nahote zleva Boc-Phe-ABAL diethylacetal,
Boc-Phe-APAL diethylacetal, Boc-Phe-AEAL diethylacetal. Dole zleva Boc-Tyr(tBu)-ABAL
diethylacetal, Boc-Tyr(tBu)-APAL diethylacetal. Vytvoieno v programu ChemSketch.

3.2.4 Priprava volnych aminoacylovanych aminoaldehydu

Pfirozené substraty PSAMADH, APAL a ABAL, a nejlepSi substrat PSALDH7
a ZmALDH7, AASAL, jsou dostupné komer¢né ve form¢ diethylacetali. Syntetizované
aminoaldehydy byly ziskany také ve formé diethylacetalll s pfitomnou Boc chranici
skupinou pro ochranu NH: skupiny béhem syntézy peptidové vazby mezi karboxylovou
skupinou dané aminokyseliny a NH2 skupinou dan¢ho aminoaldehydu. Derivaty Tyr

navic obsahuji jesté tert-butylovou skupinu chranici OH skupinu této aminokyseliny
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béhem reakce. Bylo proto tieba podrobit tyto latky konverzi na volné aldehydy, aby

mohly vystupovat jako substraty pouzitych enzymd.

Piiprava 60 mmol-I? APAL byla nasledujici. Diethylacetal 1-amino-3,3-
diethoxypropanu (10 ul) byl smichan s 0,5 ml 0,5 mol-It HCI a reakéni smés byla
zahiivana po dobu 10 min pfi 100 °C. Nasledn€ byl pro neutralizaci vodného roztoku
ptidan 25% NH4OH (15 pl), vse bylo doplnéno na celkovy objem 1 ml deionizovanou
vodou. Obdobny postup byl pouzit pfi pfipravé 50 mmol-I? ABAL a 30 mmol-I*
roztokli derivatii odvozenych od Phe, kde byla ale doba zahtivani zvySena na 15 min.
Pti ptipravé 30 mmol:l™ roztok® derivat odvozenych od Tyr bylo nutno je§té v prvnim
kroku ptidat 50 pl absolutniho methanolu z divodu jejich Spatné rozpustnosti
v 0,5 mol-I* HCI. Piiprava 100 mmol-I* AASAL byla nasledujici: ethylenacetal &-
aminoadipatsemialdehydu (19 mg) byl smichdn s 0,6 ml 0,5 mol-I"* HCI. Roztok byl
zahiivan po dobu 15 min pfi 100 °C a nasledné byl pfidan 25% NH4OH (15 pl) a vse
bylo doplnéno na 1 ml deionizovanou vodou. Volné aminoacylované aminoaldehydy
piipravené hydrolyzou acetalovych a chranicich skupin byly déale vyuzity pro kineticka

meéfeni.
3.2.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF v pozitivhim mddu byla provedena pro ovétreni
konverze diethylacetali syntetizovanych aminoaldehydl s chranicimi skupinami
na volné aminoacylované aminoaldehydy v kyselém prostiedi. Dale poslouzila
pro ovéieni enzymové oxidace volnych aminoaldehydt na odpovidajici aminokyseliny.
Jako matrice byla pouzita 0,1 mol:I* CHCA ve smési s CTAB v molarnim poméru
1000:1 (Guo et al., 2002). Piipravené roztoky volnych aminoacylovanych
aminoaldehydi v koncentraci 30 mmol-I* byly 10x nafedény. Na desticku MSP
BigAnchor 96 byl nanesen 1 pl matrice. Po zaschnuti byly krystalky ptevrstveny 1 ul
fedéného roztoku aminoaldehydu a ponechany vysusit. Parametry méfeni jsou uvedeny
v tabulce (Tab. 8). Zmétena hmotnostni spektra byla vyhodnocena pomoci programu
flexAnalysis 3.4 a zpracovana v programu Origin 2017. Pro ovéfeni enzymové oxidace
volnych aminoacylovanych aminoaldehydi byla pfipravena reakéni smés, ktera
obsahovala 1 ml 50 mmolI* NHsHCOs;, 30 ul 30 mmol-I* roztoku volného
aminoaldehydu a 25 ul 40 mmol-I* NAD*. Nakonec bylo piiddno 10 ul enzymu

(PSAMADH, PsALDH7, nebo ZmALDH7). Tato smés byla inkubovana 1 h pti 37 °C
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a 400 rpm v inkubatoru Thermomixer. Nasledovalo naneseni na desticku, nejdiive 1 pl
matrice a po zaschnuti 1 pl reakéni smési. Méfeni a analyza dat byly provedeny, jak je

specifikovano vyse.
3.2.6 Nativni elektroforéza

Elektroforéza v diskontinudlnim uspotfadani v nativnich podminkéch byla vyuzita
K ovéfeni enzymové aktivity nativni PSAMADH a rekombinantni ZmALDH7
se studovanymi substraty. Délici gel (12%) a zaostfovaci gel (4%) byly pfipraveny dle
tabulky (Tab. 9) a jejich tloustka byla 1 mm. Rozmér separacniho gelu byl shodny jako
v ptipadé¢ SDS-PAGE. Po smichani AA/BIS, pufru a destilované vody byl roztok 5 min
odvzdusnovan pomoci membranové vyveévy. Az poté byl piidan TEMED a 10% roztok
APS, kterym byla zahajena polymerace gelti.

Tab. 8 Parametry MALDI-TOF hmotnostniho spektrometru Microflex LRF20. Tyka se méteni
vV pozitivnim mddu pro ovéfeni konverze diethylacetald syntetizovanych aminoaldehyda
S chranicimi  skupinami na volné aminoacylované aminoaldehydy v kyselém prostiedi
a pro ovéfeni enzymové oxidace volnych aminoacylovanych aminoaldehydu.

Tontovy zdroj 1 19 kV
Tontovy zdroj 2 16,2 kV
Cocka 8,9 kV
Reflektor 20 kV
Pulzni iontova extrakce 100 ns
Napéti na detektoru 1672V
Rozsah m/z 0 - 2100
Relativni energie laseru 14 %
Suprese iontll matrice pod 500 Da  vypnuta
Kalibrace [M+H]" 190,04987
Kalibrace [2M+H]" 379,09246
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Tab. 9 Pipetované objemy (ml) jednotlivych slozek roztokl pro ptipravu 12% déliciho a 4%
zaostfovaciho gelu pro provedeni nativni elektroforézy v diskontinualnim usporadani.

Slozka (ml) AA/BIS Tris-HCI Tris-HCI Deionizovana TEMED APS
(30% T/ (1,5 mol-I*,  (0,5mol-I?, voda (10%)
3,3% C) pH 8,8) pH 6,8)

Délici gel 4 2,5 - 3,3 0,01 0,05

Zaosttovaci 0,65 - 1,25 3,05 0,01 0,06

gel

Enzymovy roztok byl smichan v objemovém poméru 1:1 s50% glycerolem, ktery
byl piipraven smisenim 1 ml 0,5 mol:I* Tris-HCI (pH 6,8), 2 ml glycerolu, 1 ml
deionizované vody a bromfenolové modii v mnoZstvi na Spicku Spachtle. Ptipravena
smes byla pipetovana do jamek koncentra¢niho gelu v objemu maximalné¢ 30 pl
Elektroforéza probihala pfi napéti 120 V za neustdlého chlazeni (nddobka umisténa
do vody s ledem) s pouzitim Tris-glycinového elektrodového pufru (pH 8,3) o slozeni
0,025 mol-I"* Tris, 0,192 mol-I* glycin, 0,1% SDS. Separace proteinti byla ukonéena
ve chvili, kdy bromfenolova modf doputovala na spodni okraj gelu. Barveni gelu bylo
provedeno barvicim roztokem, ktery obsahoval 0,15 mol-It Tris-HCI pufr (pH 9,0)
vyhiaty na 37 °C, 1 mmoll? NAD*, 1 mmolI? MTT, PMS na $pic¢ku $pachtle
a1 mmol-It APAL, AASAL, &i syntetizovany aminoaldehyd. Celkovy objem barviciho
roztoku byl 40 ml. Gely byly inkubovany bez pfistupu svétla na tfepacce. Barveni
v piitomnosti APAL a AASAL trvalo 2 h, ostatni gely byly barveny pies noc.
Po obarveni byly gely na 10 min vloZeny do 7% roztoku kyseliny octové pro zastaveni
reakce (Sebela et al., 2001). Gely byly naskenovany na kalibrovatelném skeneru
s vyuzitim programu LabScan a uprava obrazk (jas, kontrast, ofiznuti) probéhla
s pomoci programu PaintShop Pro 8.0. Gely byly déle barveny na proteiny pomoci

QC koloidniho Coomassie barviva.
3.2.7 Méreni enzymové aktivity

Méfeni bylo provadéno v kiemenné kyveté pii 340 nm po dobu 3 min (interval
po 30 s a se zpozdénim 5 s). P¥i méfeni s PSAMADH bylo vzdy pipetovano 1790 pl
0,168 mol:I"* Tris-HCI pufru (pH 9,0) vytemperovaného na 37 °C a 50 pl 40 mmol-I*
NAD®. K tomuto roztoku byl pfidan enzym a deionizovana voda. Takto pfipravena
reakéni smés byla pouzita jako blank. Reakce byla zahdjena ptidanim substratu, APAL,
ABAL ¢&i syntetizovaného aminoaldehydu o vysledné koncentraci 1 mmol-I*. Celkovy

objem reak¢ni smési v kyveté byl 2 ml. Enzymova aktivita byla analogicky méfena také
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s rekombinantnimi enzymy PsSALDH7 a ZmALDH7, rozdilem bylo pouziti
Na-pyrofosfatového pufru (pH 8,1) o vysledné koncentraci 0,1 mol-I"}. Jako referenéni
substrat byl pouzit 1 mmol-I"* AASAL. Vsechna méfeni byla provadéna vzdy ve tfech
opakovanich. Enzymova aktivita byla vyjadfena s vyuzitim Lambert-Beerova zakona,
kde a je enzymova aktivita (kat), AA je zména absorbance, V je objem reak¢éni smési
(1), t je doba reakce (s), & je molarni absorpéni koeficient (I'mol™*-cm™), 1 je délka kyvety

(cm). Absorpéni koeficient koenzymu NAD™ je 6220 I-mol™t-cm™,

%
t-e-l

alkat] = AA -

3.2.8 Urd¢eni kinetickych parametru

Hodnoty kinetickych parametri byly urCeny spektrofotometricky s vyuzitim sady
riznych koncentraci substratl v rozmezi 0,005 — 2 mmol:It. Pro porovnani stanovenych
kinetickych parametrti syntetizovanych substratd Phe-ABAL, Phe-APAL, Phe-AEAL,
Tyr-ABAL, Tyr-APAL byl pouZit nejlepsi piirozeny substrat PSAMADH APAL
(Tylichova et al., 2010). Kinetické parametry byly méfeny také s rekombinantnimi
enzymy PSALDH7 a ZmALDHY7, jejichZ nejlepSim pfirozenym substratem je AASAL

(Kon¢itikova et al., 2015). Mé&feni bylo provadéno ve tiech opakovanich.
3.2.9 Bradfordova metoda

Bradfordova metoda je zalozena na tvorb¢ adsorpcni vazby barviva Coomassie Brilliant
Blue G-250 s molekulou proteinu za vzniku modrého zbarveni roztoku, jehoZ absorpéni
maximum je pii 595 nm (Bradford, 1976). 2 ml Bradfordova ¢inidla, které obsahovalo
H3POa, ethanol a barvivo, bylo vzdy smiseno se vzorkem enzymu o maximalnim
objemu 10 pl. Nésledovala inkubace po dobu 5 min pfi laboratorni teploté. Jako blank
byla pouzita deionizovana voda. Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena pomoci pifidavku

standardu v rozmezi 5 — 50 pg (roztok BSA, 1 mg-ml?).
3.2.10 BCA metoda

Metoda pro stanoveni proteint v roztoku s vyuzitim BCA funguje na principu tvorby
barevného komplexu s absorpénim maximem pii 562 nm, ktery vznika reakci kyseliny
s Cu* ionty. Ty se tvoti redukci Cu®* iontl vlivem interakce s peptidovou vazbou
proteintl. Reagent A (1% disodna sl BCA, 2% Na,COsz - H20, 0,16% vinan disodny,
0,4% NaOH, 0,95% NaHCO3) a Reagent B (4% CuSOQOs - 5H20 Vv deionizované vod¢)
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byly smichdny v poméru 100:2. Vzniklo tak S-WR (,,Standard Working Reagent®)
¢inidlo (Smith et al., 1985). Reak¢éni smés byla pfipravena smichanim 2 ml S-WR
¢inidla s 5 nebo 10 pul vzorku daného enzymu. Reak¢ni smés byla inkubovana 30 min
pii laboratorni teploté a nasledné byla métena absorbance pti 562 nm proti blanku (S-
WR ¢inidlo). Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena pomoci pfidavku standardu v rozmezi

5— 30 ug (roztok BSA, 1 mg-mi?).
3.2.11 Méieni koncentrace proteini s vyuZitim nanodropu

Ptistroj nanodrop nanoready Touch Micro UV-VIS byl pouzit k odhadu koncentrace
protein ve vzorku PSAMADH po 2. fazi purifikace (kroky na stfednétlakém
chromatografu) a po afinitni chromatografii. Jako blank byl pouzit pufr B (slozeni viz.
kapitola 3.2.1). Byl pipetovan 1 pl enzymového roztoku. Meéteni bylo provedeno
ve dvou opakovanich pii vinové délce 280 nm, pouzity extinkéni koeficient ve shodé

se sekvencemi isoenzymt PSAMADH1 a 2 byl 90,000 I-mol™*-cm™.
3.2.12 Studium pH optima

pH optima pro PSAMADH reakci se syntetizovanymi substraty byla stanovena
spektrofotometricky pomoci sady pufrd v rozsahu pH 4,5 — 10,0. Reakéni smés
obsahovala 1790 ul 50 mmol-I" pufru (Tab. 10) vytemperovaného na 37 °C a 50 ul
40 mmol-I* NAD*. K tomuto roztoku byl pfiddn enzym a deionizovani voda. Takto
piipravena reakéni smés byla pouzita jako blank. Reakce byla zahajena piidanim 33,3 pl
60 mmol-It APAL ¢&i 66,7 ul 60 mmol-I? syntetizovaného aminoaldehydu. Celkovy

objem reak¢ni smési v kyveté byl 2 ml.

Kromé spektrofotometrického méfeni bylo pH optimum studovano také pomoci
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF v pozitivhim modu s vyuzitim tékavych pufra
(Tab. 11) v rozmezi hodnot pH 3 — 10. Reakéni smés obsahovala 1 ml 50 mmol-I*t
pufru, 30 pl 30 mmolI? syntetizovaného aminoaldehydu, 25 ul 40 mmol-I" NAD*.
Reakce byla zahdjena ptidanim 10 pl PSAMADH. Nasledovala inkubace reakéni smési
Vv inkubatoru Thermomixer po dobu 1 h pfi 37 °C a 400 rpm. Jako matrice byla pouZita
0,1 moll? CHCA spiidavkem CTAB v molarnim poméru 1000:1, obsahujici
1 mmol-I"* tryptamin. Na desticku byl nanesen 1 pl matrice a po zaschnuti byl nanesen
1 ul reakéni smési a ponechan odpafit. Obdobné se postupovalo i s rekombinantnimi

enzymy PSALDH7 a ZmALDH?7.
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Tab. 10: Pufry pouzité pro spektrofotometrické stanoveni pH optima testovanych latek.

Pufr pH Koncentrace (mol-1™)
Acetat sodny 4,5 0,05
Citratovy pufr 4.5 0,05
Acetat sodny 55 0,05
Citratovy pufr 55 0,05
KPB 6,5 0,05
Bis-Tris 6,5 0,05
KPB 7,5 0,05
Bis-Tris 7,5 0,05
Bicinovy pufr 8,3 0,05
Tris-HCI 9,0 0,168
Glycinovy pufr 10,0 0,05

Tab. 11 Pufry pouzité pro stanoveni pH optima testovanych latek s vyuzitim MALDI-TOF
hmotnostni spektrometrie v pozitivnim modu.

Pufr pH Koncentrace (mol-1™)
Mravencan amonny 3,0 0,05
4,0 0,05
Octan amonny 4,0 0,05
5,0 0,05
6,25 0,05
Triethylamin acetat 6,0 0,05
7,0 0,05
Hydrogenuhli¢itan amonny 8,0 0,05
9,0 0,05
Uhli¢itan amonny 9,0 0,05
10,0 0,05

3.2.13 Molekulové modelovani substratii v aktivnim misté enzymii

Soutfadnice  proteinovych  struktur  byly ziskany z  databaze  PDB,
https://www.rcsb.org/pdb (ptistupova cisla: 1IWJ, 1IWK). Pfed modelovanim byly
soubory upraveny na monomerni struktury a byly odstranény ligandy s pomoci PDB
programu PyMOL Viewer. 3-D struktury zkoumanych aldehydovych ligandi byly
ziskany jako soubory ve formatu .pdb prostfednictvim serveru PRODRG
provozovaného na univerzité v Dundee, Skotsko,
https://www.sites.google.com/site/vanaaltenlab/prodrg (Schiittelkopf a van Aalten,
2004). Vlastni modelovani ligandd do krystalovych struktur ALDH pak bylo
automatické s vyuZzitim Achilles Blind Docking serveru, Katolicka univerzita v Murcii,
Spanélsko, http://bio-hpc.eu/software/blind-docking-server/ (Sanchez-Linares et al.,
2012).
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4 VYSLEDKY

4.1 Extrakce proteini a purifikace aminoaldehyddehydrogenasy

Purifikace PSAMADH z extraktu semenacki hrachu setého (P. sativum) probihala
podle diive publikovaného postupu, avsak se zménami, kdy byly zafazeny alternativni
chromatografické kroky na modernéjSich staciondrnich fazich. Prubéh purifikace
je shrnut v purifika¢nim schématu (Tab. 12), enzym byl pfipravovan celkem trikrat.
Separace na kolonach ENrich SEC 650 a Mono Q HR 5/5 probihala na stfednétlakém
chromatografu BioLogic Duo Flow a bylo tak moZné exportovat chromatogramy
(Obr. 9 a 10). Cestou GPC se zaroven docililo odsoleni. Byla pak snaha dodistit enzym
s pouzitim AC na kolon¢ 5'-AMP Sepharose 4B. Timto zptisobem vsak bylo ziskano
pouze malého mnozstvi Cistého enzymu (smés isoenzymi PSAMADH1 a PSAMADH2,

viz dale), kviili nizkému vytézku vSak nebyl tento krok dale vyuZivan.

Tab. 12 Purifika¢ni schéma piipravy PSAMADH. Vychazelo se z 600 g rostlinného materialu.

Pofadi Purifika¢ni krok ~ Objem Aktivita Proteiny Specificka  Stupeni  Vytézek

(ml) (nkat) (mg) aktivita precisté- (%)
(nkatmg?®) ni
1. Hruby extrakt 1280 3500 4150 0,84 1,0 100
2.+3. Precipitace 1290 3320 2720 1,22 1,5 95
protaminsulfatem
a MnCl;
4, Precipitace 110 1645 1104 1,49 1,8 47
(NH4)2S04 (65%
saturace),
odsoleni na
Sephadexu G-25
5. IEC, DEAE- 63 1130 670 1,68 2,0 33
Sepharose
6. GPC, ENrich 55 593 65 9,12 10,9 17
SEC 650
7. IEC, MonoQHR 2 137 9,8 14 16,7 4

35



0.8 50
07 T
440
0.6
435
0.5 - +3 5
=1
=) -
g 044 125 &
3
0,3 - 120 2
R
02
410
0.1 / 15
0,0 4= . — : . . . - 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Eluéni €as (min)

Obr. 9 Chromatogram eluce proteintt béhem GPC na koloné ENrich SEC 650. Naneseno bylo
5,3 mg proteinu. Cerné kfivka ukazuje zavislost absorbance pfi 280 nm na eluénim &ase (min).
Cervena kfivka ukazuje zménu vodivosti (mS) v zavislosti na eluénim ¢ase (min). Sipka ukazuje
frakci s PSAMADH aktivitou, sbirana byla v ¢asovém rozmezi 18-20 min.
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Obr. 10 Chromatogram eluce proteini béhem IEC na koloné¢ Mono Q HR 5/5. Naneseno bylo
6 mg proteinu. Cerna kiivka ukazuje zavislost absorbance pii 280 nm na eluénim &ase (min).
Cervena kfivka ukazuje zménu vodivosti (mS) v zavislosti na eluénim ¢ase (min). Sipka ukazuje
frakci s PSAMADH aktivitou, sbirana byla v ¢asovém rozmezi 18-20 min.
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Pro potvrzeni Cistoty PSAMADH ve findlnich krocich purifikace byla provedena
SDS-PAGE v diskontinualnim uspofaddni s naslednym barvenim gelu pomoci
QC koloidniho Coomassie barviva na pritomnost proteinit (Obr. 11). Aplikovany byly
zahusténé vzorky ziskané eluci z kolon ENrich SEC 650 (vzorek A), Mono Q HR 5/5
(vzorek B, C) a 5'-AMP Sepharose 4B (vzorek D). Jak je vyznaceno Sipkami, a bylo
nasledn¢ prokdzano MALDI-TOF peptidovym mapovanim, vzorky obsahuji oba
hrachové isoenzymy PSAMADH1 a PSAMADH2. Sekvencim nativnich isoenzymu
(UniProt ptistupova ¢isla Q8VWZ1 a Q93YB2) odpovidaji molekulové hmotnosti
54,8 respektive 54,5 kDa. Diky vyssi molekulové hmotnosti je tedy isoenzym
PSAMADHI1 visualizovan na gelu vyse.

Standard Vzorek A Vzorek B Standard Vzorek C Vzorek D
2s0k0e (RS 250 kDa
e > ——  —
100 — C— ;20
75
-— a—— —
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Obr. 11 SDS-PAGE gely vzorki PSAMADH po chromatografické separaci. Barveno bylo
na pritomnost proteinti pomoci QC koloidniho Coomassie barviva. Na prvni gel (panel A) byly
aplikovany vzorky ziskané eluci z kolon ENrich SEC 650 (vzorek A; 59 pg) a Mono Q HR 5/5
(vzorek B; 25 ug). Na druhy gel (panel B) byly aplikovany vzorky ziskané eluci z kolony Mono
Q HR 5/5 (vzorek C; 56 pg) a kolony 5'-AMP Sepharose 4B (vzorek D; 1,4 ug). Sipky oznacuji

ptitomnost PSAMADHI1 (nahote) a PSAMADH?2 (dole) prokdzanou MALDI-TOF peptidovym
mapovanim.
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4.2 ldentifikace aminoaldehyddehydrogenasy z hrachu

Enzymové roztoky ziskané eluci z kolony Mono Q HR 5/5 byly pro kontrolu
separovany SDS-PAGE. Z prvniho gelu bylo vyfezano 17 pasi (Obr. 12A) a ptitomné
proteiny byly $tépeny na peptidy a identifikovany pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie s vyuzitim proteinovych sekvenci zhrachu (P. sativum) ziskanych
z voln¢ pristupné databaze NCBI. Pomoci programu Mascot 2.4 pro databazové
vyhleddvani bylo potvrzeno, Zze vpasu 4 je piritomna PSAMADH1 a Vv pasu
5 PSAMADH2. Na ziklad¢ intenzity barveni s vyuzitim softwaru GelAnalyzer bylo
zjisténo, ze obsah PSAMADH po piecisténi IEC kolonou Mono Q HR 5/5 je asi
15 — 20 %. Z jiného gelu bylo vyfezano 20 past (Obr. 12B) a analyza probéhla stejnym
zpusobem. Nasledujici tabulka (Tab. 13) popisuje vysledky identifikace proteint
ve vyfiznutych pasech (oznaceny 1 — 20). V pasech 6 a 7 byla potvrzena pfitomnost
PSAMADHI1 a 2. Nebyla detegovana ALDH7, nebo jiné enzymy, které by vyznamné

rusily kinetickd méfeni se studovanymi substraty.
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Obr. 12 SDS-PAGE gely vzorki PSAMADH po chromatografické separaci barvené pomoci
QC koloidniho Coomassie barviva. Gely jsou totozné s témi na obrazku 11, zde jsou vSak
vyznaceny pasy, jez byly vyfezany pro S§tépeni proteini v gelu trypsinem, piecisténi peptida
a naslednou analyzu MALDI-TOF peptidovym mapovanim.



Tab. 13 Hlavni proteiny pfitomné v pasech 1 — 20 v SDS-PAGE gelu vzorku PSAMADH

i$téni IEC na koloné¢ Mono Q HR 5/5 (viz Obr. 12B). Identifikace prob&hla peptidovym
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4.3 SDS elektroforéza pro kontrolu ¢istoty rekombinantnich enzymii

Byla provedena SDS-PAGE v diskontinualnim uspotadani. Barveni na proteiny ukazalo
pritomnost silnych past (Obr. 13) v oblastech odpovidajicim molekulovym hmotnostem
monomerd obou enzymil po porovnani s pouzitym standardem. Pro PSALDH7
I ZMALDH7 je teoreticka molekulova hmotnost podjednotky 54 — 57 kDa (pocitano
ze sekvenci UniProt P25795, respektive COPHDS). Pomoci MALDI-TOF peptidového
mapovani byla prokdzana ZmALDH?7 (gi:770386322, skoére 113, pokryti sekvence
49 %, 21 identifikovanych peptidid) i PSALDH7 (gi:118514, skére 105, pokryti
sekvence 34 %, 10 identifikovanych peptidi). Rekombinantni enzymy maji
s histidinovou kotvou v sekvenci molekulovou hmotnost podjednotky 56 kDa
(Koncitikova et al., 2015). Specificka aktivita méfena s AASAL byla pro PSALDH7
7,5 nkat-mg™ a pro ZmALDH7 13,2 nkat-mg™.
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Obr. 13 Gel barveny pomoci QC koloidniho Coomassie barviva na pfitomnost proteint
pro urceni Cistoty rekombinantnich enzym PSALDH7 a ZmALDH7 ziskany s vyuzitim SDS-
PAGE v diskontinudlnim uspotfadani. Pfitomné dominantni pasy odpovidaji molekulovym
hmotnostem monomerti. MnoZstvi proteinu aplikované do jamek bylo pro ZmALDH7 8,6 pg
a pro PSALDH7 10,6 pg.
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4.4 Priprava volnych aminoacylovanych aminoaldehydu

Cistota syntetickych aminoaldehydii odvozenych acylaci APAL a ABAL s Boc-Phe-OH
a Boc-Tyr(tBu)-OH byla potvrzena na zakladé NMR analyzy provedené na katedie
organické chemie PiF UP doc. RNDr. Miroslavem Souralem, Ph.D. Pro ovéteni
konverze syntetizovanych diethylacetali aminoaldehydii na volné aminoaldehydy
Vv kyselém prostiedi byla pouzita hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF v pozitivnim
modu. Naméfené hodnoty m/z (Obr. 14) odpovidaji pseudomolekularnim iontdm
[M+H]" jednotlivych substrati a byly nasledujici: [Phe-APAL+H]" 221; [Tyr-
APAL+H]* 237; [Phe-ABAL+H]" 235 a pro cyklizovanou formu Phe-ABAL po ztraté
vody 217; [Tyr-ABAL+H]" 251 a pro cyklizovanou formu Tyr-ABAL po ztraté vody
233. Tyto hodnoty odpovidaji molekulovym hmotnostem jednotlivych latek zvySenym
o hmotnost protonu. Latky odvozené od ABAL existuji v rovnovaze se svou cyklickou
formou, kterda vznikd samovolnou cyklizaci po ztrat¢ molekuly vody, ¢imz
se molekulovd hmotnost snizuje o 18 jednotek. Strukturni vzorce volnych

aminoaldehydovych substrati s jejich molekulovymi hmotnostmi jsou na obrazcich
(Obr. 15 a 16).
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Obr. 14 Hmotnostni spektra syntetickych substratit a kontroly pro ovéfeni konverze
syntetickych diethylacetali aminoaldehydd na volné aldehydy v kyselém prostfedi ziskana
s vyuzitim MALDI-TOF vV pozitivnim modu. Zjisténé hodnoty m/z odpovidaji hodnotam
[M+H]" pouzitych substrati. Latky odvozené od ABAL existuji také v cyklické formé&, kdy
dochazi ke ztrat¢ molekuly vody a snizeni hodnoty m/z o 18 jednotek.
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Obr. 15 Strukturni vzorce syntetizovanych aminoaldehydid Phe-ABAL a Phe-APAL
a odpovidajicich oxidacnich produkti (aminokyselin) tvofenych v piitomnosti koenzymu NAD*
S odpovidajicimi molekulovymi hmotnostmi a jejich sumarnimi vzorci. Volné aminoacylované
aminoaldehydy byly ziskany kyselou hydrolyzou acetalové a chranici skupiny pomoci zifedéné
HCI a teploty 100 °C. Kysely roztok volného aldehydu byl neutralizovan vodnym roztokem

amoniaku. Vytvoteno v programu ChemSketch.

42



Tyr-ABAL
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Obr. 16 Strukturni vzorce syntetizovanych aminoaldehydi Tyr-ABAL a Tyr-APAL
a odpovidajicich oxidacnich produktii (aminokyselin) tvofenych v piitomnosti koenzymu NAD*
s odpovidajicimi molekulovymi hmotnostmi a jejich sumarnimi vzorci. Volné aminoacylované
aminoaldehydy byly ziskany kyselou hydrolyzou acetalové a chranici skupiny pomoci zfedéné
HCI a teploty 100 °C. Kysely roztok volného aldehydu byl neutralizovan vodnym roztokem
amoniaku. Vytvofeno v programu ChemSketch.
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4.5 Ovéreni oxidace volnych aminoaldehydu v pritomnosti enzymii

Pro ovéfeni oxidace volnych aminoaldehydii na jim odpovidajici aminokyseliny
Vv pfitomnosti daného enzymu byla vyuzita MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie
Vv pozitivnim moédu. Uvedena jsou hmotnostni spektra ziskana po inkubaci reak¢nich
smési jednotlivych aminoaldehydii s PSALDH7 (Obr. 17) a sZmALDH7 (Obr. 18).
Hodnoty m/z byly pro oxidované aminoaldehydy vzdy o 16 jednotek vys§i nez
pro nepfeménéné aldehydy z divodu oxidace aldehydové skupiny na karboxylovou
(Obr. 15 a 16).
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Obr. 17 MALDI-TOF hmotnostni spektra reakénich smési a kontroly (bez ptitomnosti
substratu). Takto byla ovéfena oxidace volnych aminoaldehydi na jim odpovidajici
aminokyseliny po inkubaci v pfitomnosti PSALDH7. M¢filo se v pozitivnim modu. Zjisténé
hodnoty m/z odpovidaji hodnotim [M+H]" nepfeménénych aminoaldehydd a produktim
oxidace. Latky odvozené od ABAL existuji také v cyklické formé, kdy dochdzi ke ztrate
molekuly vody a snizeni hodnoty m/z o 18 jednotek.
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Obr. 18 MALDI-TOF hmotnostni spektra reakénich smési a kontroly (bez pfitomnosti
substratu). Takto byla ovéfena oxidace volnych aminoaldehydi na jim odpovidajici
aminokyseliny po inkubaci v pfitomnosti ZMALDH7. M¢filo se v pozitivnim modu. Zjisténé
hodnoty m/z odpovidaji hodnotam [M+H]" nepfeménénych aminoaldehydti a produktim

oxidace. Latky odvozené od ABAL existuji také v cyklické form¢, kdy dochazi ke ztraté
molekuly vody a snizeni hodnoty m/z 0 18 jednotek.

4.6 Nativni elektroforéza

Pro dal$i potvrzeni pfemény aminoacylovanych substrati PSAMADH byla provedena
nativni elektroforéza enzymu s barvenim gelu na aktivitu v pfitomnosti substratu
a umélych akceptort elektroni PMS a MTT. Pti pozitivni reakci vznika redukci MTT
Servenofialové (nachov®) zbarveny formazan (Sebela et al., 2001). Gel barveny
Vv ptitomnosti APAL (Obr. 19 uprostied) ukazuje vyrazné pasy potvrzujici schopnost
PSAMADH pieménovat tento pfirozeny substrat. ZvySujici se intenzita past zleva
doprava koreluje se zvySujicim se mnozstvim nanaSené¢ho enzymu (1 — 5 pg).
Pro kontrolu byly nativni gely barveny rovnéZ na pfitomnost proteinu (Obr. 19 vlevo).
Jako priklad vysledkii se syntetizovanymi aminoaldehydy je uveden gel barveny
v pfitomnosti Phe-ABAL (Obr. 19 vpravo). Intenzita pasu je porovnatelna s APAL,
avSak barveni probihalo v tomto pfipadé podstatné del§i dobu. ZvySujici se intenzita
past zleva doprava opét koreluje se zvySujicim se mnozstvim nanasené¢ho vzorku

(1 — 5 pg). Barveni na aktivitu PSAMADH bylo provedeno také v pifitomnosti Phe-
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APAL a Tyr-APAL. Pro potvrzeni aktivity ZmALDH7 se syntetizovanymi substraty
bylo provedeno barveni v ptitomnosti AASAL (Obr. 20 uprostied) a Phe-APAL (Obr.
20 vpravo). Intenzita past pro pfirozeny substrat byla vys$si nez pro syntetizovany
substrat. Gel obarveny na proteiny (Obr. 20 vlevo) ukazuje vSechny proteiny pfitomné
ve vzorku rekombinantni ZMALDH?7. ZvySujici se intenzita past zleva doprava koreluje

se zvySujicim se mnozstvim nanaseného vzorku (3,4 — 25,5 pug).

lpg 2ug 4pg 5ug 1pg 2pg 4pg 5ug lug 2ug 4yug 5ug
. am— P P — —
- E— - C a—— R > T we— — —

Obr. 19 Gel vzorku PSAMADH ziskany pomoci nativni elektroforézy a barveny na aktivitu
s 1 mmol-I" APAL (uprostied) a 1 mmol-I" Phe-ABAL (vpravo), piipadné na proteiny (vlevo).
Jednotlivé pasy zobrazuji koncentraéni fadu v rozsahu zleva od 1 — 5 ug. Negativné barvené
pasy pravdépodobné zobrazuji minoritni proteiny bez AMADH aktivity, které brani obarveni
pozadi gelu.

34ug  68ug  136pg  17ug 2554 34pug  68ug 1361

—_—

17pg 25548 34ug 68pg 136pg 17ug  255u8

— — ——

Obr. 20 Gel vzorku ZmALDH?7 ziskany pomoci nativni elektroforézy a barveny na aktivitu
s1 mmol-I" AASAL (uprostied) a 1 mmol-I™ Phe-APAL (vpravo), piipadné na proteiny
(vlevo). Jednotlivé pasy zobrazuji koncentra¢ni fadu v rozsahu od 3,4 — 25,5 pg. Negativné
barvené pasy pravdépodobné zobrazuji minoritni proteiny bez AMADH aktivity, které brani
obarveni pozadi gelu.
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4.7 Urceni kinetickych parametri

Kinetické parametry (Tab. 14) byly stanoveny s vyuzitim programu GraphPad Prism
na zakladé vyneseni zavislosti naméfenych hodnot absorbance pii 340 nm
na koncentraci substratu v maximalnim rozmezi 5 — 2000 pmol-1? (Obr. 21-27).
Vysledky byly vyhodnoceny na zakladé nelinearni regrese a byla uvazovana inhibice
nadbytkem substratu. Pro PSAMADH ziskané eluci z DEAE Sepharose kolony
S jednotlivymi substraty byly urceny hodnoty Km, pomer Keagsubstraty/Keat(apaL) a relativni
rychlost reakce, jelikoZz enzym byl jen ¢astené preistény (Obr. 21, 22). S vysoce
precisténym enzymem PSAMADH ziskanym eluci z kolony Mono Q HR 5/5 byly
uréeny hodnoty Km a Keat pouze pro latky odvozené od ABAL, které byly lepSimi
substraty nez latky odvozené od APAL (Obr. 23). Na zaklad¢ vysledki identifikace
proteind a intenzit barvenych past po SDS-PAGE (program GelAnalyzer) byl obsah
PSAMADH ve vzorku odhadnut na 15 — 20 %.

0.3+
- -~ APAL
-O- ABAL
0.2- -# Phe-ABAL
g —— Tyr-ABAL
0.1-
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Obr. 21 Graf kiivek znazoriujicich kinetiku Michaelise a Mentenové V piitomnosti nativni
PSAMADH (castecné precistény enzym) s Phe-ABAL a Tyr-ABAL Vv porovnani s referenénimi
substraty APAL a ABAL.
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Obr. 22 Graf kiivek znazoriujicich kinetiku Michaelise a Mentenové v piitomnosti nativni
PSAMADH (¢aste¢né piecistény enzym) s Phe-APAL a Tyr-APAL v porovnani s referen¢nim
substratem APAL.
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Obr. 23 Graf kiivek znazornujicich kinetiku Michaelise a Mentenové v pfitomnosti nativni
PSAMADH (vysoce precistény enzym) s Phe-ABAL a Tyr-ABAL V porovnani s referencnim
substratem APAL.
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Obr. 24 Graf kiivek znazorujicich kinetiku Michaelise a Mentenové v piitomnosti PSALDH7
s Phe-ABAL a Tyr-ABAL Vv porovnani s referenénim substratem AASAL.
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Obr. 25 Graf kiivek znazorujicich kinetiku Michaelise a Mentenové v pfitomnosti PSALDH7
s Phe-APAL a Tyr-APAL Vv porovnani s referen¢nim substratem AASAL.
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Obr. 26 Graf kiivek znazornujicich kinetiku Michaelise a Mentenové v pfitomnosti ZmMALDH7

s Phe-ABAL a Tyr-ABAL v porovnani s referenénim substratem AASAL.
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Obr. 27 Graf kiivek znazornujicich kinetiku Michaelise a Mentenové v pfitomnosti ZMALDH7

s Phe-APAL a Tyr-APAL Vv porovnani s referen¢nim substratem AASAL.
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Tab. 14 Naméfené kinetické parametry ptirozenych referencnich substrati a syntetizovanych
substrati s nativni PSAMADH a rekombinantnimi enzymy PSALDH7 a ZmALDH7.
Vysvétlivky: PSAMADH (a) — castecné piecistény enzym ziskany eluci z kolony DEAE
Sepharose; PSAMADH (b) — vysoce piecistény enzym ziskany eluci z kolony Mono Q HR 5/5;
X — latka byla Spatnym substratem enzymu a nebylo mozno urcit kinetické parametry.

PSAMADH (@) Michaelisova Pomé&r Keat substran/Keat (apAL) Relativni rychlost (%)

konstanta Kn

(pmol-1"")

APAL 143 1 100

ABAL 212 0,58 58

Phe-APAL 818 0,06 57

Phe-ABAL 101 0,04 3,9

Tyr-APAL 5850 0,03 2,9

Tyr-ABAL 154 0,05 4,8

PSAMADH (b) Michaelisova  Cislo pfemény kear (5™) pomér Kea/Km (I'pmol™-s™?)
konstanta K,
(umol-1™h)

APAL 75 11 0,015

Phe-ABAL 84 0,6 0,007

Tyr-ABAL 211 0,5 0,002

PsALDH7 Michaelisova  Cislo premény keat (S™) pomér Kea/Km (I'pmol™-s™?)
konstanta K,
(umol-1™)

AASAL 148 0,54 37-10*

Phe-APAL 82 0,05 6,7-10™

Phe-ABAL X X X

Tyr-APAL 207 0,06 3-10™

Tyr-ABAL X X X

ZmALDH7 Michaelisova  Cislo premény keat (5) pomér Keat/Km (I'umol™-s™)
konstanta K,
(umol-1™)

AASAL 103 0,9 8,7-10°

Phe-APAL 33 0,11 3,2:10°

Phe-ABAL 347 0,03 8,4-10°

Tyr-APAL 178 0,1 5,8-10*

Tyr-ABAL X X X
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4.8 Studium pH optima

Pro enzym PSAMADH bylo pH optimum se substraty studovano spektrofotometricky,
kdy pro APAL odpovidalo hodnoté 9 — 10, pro ABAL a syntetizované substraty bylo
spise v oblasti pH 10 (Obr. 28). S vyuzitim MALDI-TOF byla studovana pH optima
uréenim pomeéru intenzity signalu produktu a signdlu tryptaminu jako vnitfniho
standardu v reak¢nich smésich v tékavych pufrech o pH 3 — 10. Pro PSAMADH
odpovidala pH optima se syntetizovanymi substraty hodnoté 9 kromé Phe-APAL, kdy
bylo blize pH 10 (Obr. 29). Pro rekombinantni enzymy PSALDH7 a ZmALDH7 byla

pH optima stanovena se vSemi syntetizovanymi substraty na hodnotu 8 (Obr. 30 a 31).

0.4+
-~ APAL
0.3 -©- ABAL
-5 Phe-APAL
< 0.2 % Phe-ABAL
- TyrAPAL
0.1 —- Tyr-ABAL
0.0
5

Obr. 28 Studium pH optima pomoci spektrofotometrie. Graf zavislosti Casové zmény
absorbance pfi 340 nm na pH pro PSAMADH (¢astecné pfeciStény enzym).
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Obr. 29 Studium pH optima pomoci MALDI-TOF. Graf zavislosti poméru intenzity signalu
produktu oxidace a standardu tryptaminu na pH pro PSAMADH (vysoce piecistény enzym).
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Obr. 30 Studium pH optima pomoci MALDI-TOF. Graf zavislosti poméru intenzity signalu
produktu oxidace a standardu tryptaminu na pH pro PSALDH?7.
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Obr. 31 Studium pH optima pomoci MALDI-TOF. Graf zavislosti pomé&ru intenzity signalu
produktu oxidace a standardu tryptaminu na pH pro ZmALDH?7.
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4.9 Molekulové modelovani syntetizovanych substrati v aktivnim
misté

Vazba syntetickych aminoaldehydd odvozenych od Phe a Tyr do aktivniho mista
PSAMADH1, PSAMADH2 a ZmALDH?7 byla modelovana s vyuzitim Achilles Blind
Docking serveru (Sanchez-Linares et al., 2012). Phe-ABAL vazany v aktivnim misté
PSAMADHI1 ma aldehydovou skupinu orientovanou smérem ke katalytickému Cys294
(vazebna energie -6,70 kcal‘mol?). Do hydrofobni interakce fenylové skupiny
a alifatického fetézce substratu se zapojuji residua Alal09, Phe284, Phe288 a Tyrl163
s Trp459 (Obr. 32). Primarni aminoskupina Phe-ABAL vykazuje vazebnou interakci
S kyslikem hlavniho fetézce GIn451, zatimco amidovy vodik Phe-ABAL vytvaii
vodikovou vazbu s kysliky postrannich fetézci Tyrl63 a Ser453. Aldehydovy kyslik
substratu se zapojuje do vodikové vazby s amidovou skupinou postranniho fetézce
Asnl62. Podobné se také Asnl162, Tyrl63, Trpl170 a Trp 459 zapojuji pi1 vazbé Tyr-
ABAL V aktivnim mist¢ PSAMADHI1 (vazebna energie -6,20 kcal-mol™). Phe-APAL
byl v aktivnim misté vazan tak, Ze jeho aldehydova skupina byla odklonéna
od katalytického Cys294. U Tyr-APAL se nepodafilo modelovat jeho vazbu
do aktivniho mista PSAMADHI. Podobné u Zadné ze studovanych latek se nepodafilo
modelovat jejich vazbu do aktivniho mista PSAMADH?2 tak, aby vytvarela typickou

substratovou vazebnou interakci zahrnujici Tyr163 a Trp288.

Trp170 / -l\_

) /CY3294 RP170 ASN162
-
Tyr163 TRP459
) TYR163
Asnl162

Aspl110

” SER453

o y GLN451

Ala109

Phe288

A)
Phe284

Obr. 32 Synteticky substrat Phe-ABAL vV aktivnim mist¢ PSAMADHI1. Aldehydova skupina
Phe-ABAL je orientovana smérem ke katalytickému Cys294. Vypocitana vazebna energie
odpovida hodnoté -6,70 kcal-mol™. A) — Atomy uhliku residui PSAMADHI1 jsou znaGeny
zeleng, atomy uhliku substratu Phe-ABAL tyrkysoveé, atomy dusiku tmavé modie, atomy
kysliku Cervené a atomy siry zluté. B) — Atomy uhliku residui PSAMADHI1 jsou znaceny
tyrkysove, atomy uhliku substratu Phe-ABAL bile, atomy dusiku fialove, atomy kysliku ¢ervené
a atomy siry zluté.

54



Molekula Phe-APAL modelovana do aktivniho mista ZmMALDH7 ma svou
aldehydovou skupinu orientovanou smérem ke katalytickému Cys301 (vazebna energie
-6,20 kcal-mol™?). Primarni aminoskupina Phe-APAL se zapojuje do interakce naboj-
naboj s Glul20 a dusik amidové skupiny interaguje s Asn458. Do hydrofobnich
interakci mohou byt zapojeny Glull3, Glull7, Phel67, Thr302, Ala460 a Phe466
(Obr. 33). Dokovaci server poskytl také model vazby Phe-ABAL vV aktivnim misté
ZMALDH?7 (vazebna energie -6,30 kcal-mol™). Aldehydova skupina této sloudeniny
ale nebyla vhodné orientovana vici katalytickému Cys301. Hydroxylova skupina Tyr-
ABAL vazaného v aktivnim mist¢ ZmALDH7 (vazebna energie -6,30 kcal-mol™?)
interaguje s Lys109, Thr296 a Arg300. U molekuly Tyr-APAL se nepodatilo modelovat
jeho vazbu do aktivniho mista ZmMALDH?7.

Phe466
Trpl74
Cys301 _4PHE466
Thr302 »
Phe17 [P RCH o~ ”
THR302 __ .‘ ! PHE167
Ala460 J Aaseo —N D
~\ - cLui2o ¥
A\ B
ASN458 ‘GLL””
Glu117 ! J
Asn458

A) GLU113
N

Obr. 33 Synteticky substrat Phe-APAL v aktivnim mist¢ ZMALDH7. Aldehydova skupina Phe-
APAL je orientovana smérem ke katalytickému Cys301. Vypocitana vazebna energie odpovida
hodnoté -6,20 kcal-mol™. A) — Atomy uhliku residui ZMALDH7 jsou znaeny zeleng, atomy
uhliku substratu Phe-APAL tyrkysove, atomy dusiku tmavé modfe, atomy kysliku cervené
a atomy siry zZluté. B) — Atomy uhliku residui ZmMALDH?7 jsou znaceny tyrkysové, atomy uhliku
substratu Phe-APAL bile, atomy dusiku fialové, atomy kysliku ¢ervené.
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5 DISKUZE

PSAMADH byla extrahovdna a purifikovana ze sedmidennich semenackt hrachu
az po krok vyuzivajici AC na kolon¢ 5"-AMP Sepharose 4B (Obr. 11B), kdy pfitomné
pasy odpovidaly svymi molekulovymi hmotnostmi isoenzymim PSAMADH1 a 2.
Vytézek byl nizky, pro potieby spektrofotometrickych méteni by bylo nutné zpracovat
velké mnozstvi rostlinného materiadlu, proto byl pro tyto potieby vyuzivdn enzym
purifikovany pomoci IEC na koloné Mono Q HR 5/5 (Obr. 11). Tento enzym m¢l
celkovou aktivitu 137 nkat a specifickou aktivitu 14 nkat'mg™ s celkovym 4% vytézkem
(Tab. 12). PSAMADH purifikovana Sebelou et al. (2000) z 1 kg semenackti vykazovala
po purifikaci IEC celkovou aktivitu 390 nkat a specifickou aktivitu 86,7 nkat-mg™
s celkovym 16% vytézkem. S vyuzitim peptidového mapovani byla PSAMADH
identifikovana a byla potvrzena ptitomnost iSoenzymit PSAMADHI1 a 2. Majoritné byly
piitomny v pasech 4 a 5 (Obr. 12A) a v pasech 6 a 7 (Obr. 12B). Minoritn¢ byly
ale piitomny také v dalSich pasech, napiiklad v pasech 5, 8 a 9 (Obr. 12B). V Zadném
pasu nebyly pfitomny proteiny s interferujici aktivitou, ktera by rus$ila dal$i méfeni
(Tab. 13). S vyuzitim softwaru GelAnalyzer byl obsah PSAMADH po ptecisténi IEC
odhadnut z intenzity past na 15 — 20 %. Cistota rekombinantnich enzymi byla
potvrzena s vyuzitim SDS-PAGE sbarvenim pomoci QC koloidniho Coomassie
barviva nazaklad¢ silnych past odpovidajicich svou molekulovou hmotnosti
monomerum PSALDH7 a ZmALDH7 (Obr. 13). Také identifikace vyuzivajici
peptidového mapovani prokazala ZmALDH7 i PSALDH?7.

Celkem 5 syntetizovanych aminoacyovanych aminoaldehydii bylo testovano jako
substraty enzymu z rodin ALDH7 a ALDHI10. Pouze Ctyti z péti latek vystupovaly jako
substraty téchto enzymu. Phe-AEAL nebyl substratem ani jednoho testovaného enzymu,
coz bylo ovéfeno na zakladé spektrofotometrickych méteni. Proto tato latka nebyla
zahrnuta do jinych experimentd. Frommel et al. (2012) studovali nékteré derivaty
AEAL, napiiklad 4-pyridinylmethylaminoethanal (4-PMet-AEAL) byl substratem
PSAMADH2 s hodnotou Kn=0,7 mmolI? a Vin=3,4 nmolst'mg? (pro APAL
Kn=0,012 mmol-I* a Vin=179 nmolsmg?) a SIAMADH1 s hodnotou
Kn=0,2 — 0,4 mmoll?! a Vin=34 nmol-s:mg? (pro APAL K»=0,02 mmolI*!
a Viim=167 nmol-st:-mg™), ktera ma §irsi substratovou specifitu (Kopeény et al., 2013).

Pomalu byl pteménovan N-(2,2-dimethoxyethyl)-9H-purin-6-amin (Pu-AEAL) pomoci
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PSAMADH2 (7% relativni reak¢éni rychlost viaci APAL), lépe byl pfeménovan
SIAMADH1 (30% relativni reak¢ni rychlost viici APAL) (Frommel et al., 2012).

Identita volnych aminoacylovanych aminoaldehydi ziskanych hydrolyzou v kyselém
prostiedi byla potvrzena na zakladé MALDI-TOF hmotnostnich spekter jednotlivych
latek. A to diky porovnani hodnot m/z odpovidajicich pseudomolekularnim iontim
[M+H]*  smolekulovymi  hmotnostmi  jednotlivych  latek. Pro  detekci
aminokyselinovych  produktd ziskanych oxidaci volnych aminoacylovanych
aminoaldehyda v piitomnosti daného enzymu byla provedena analyza reak¢nich smési
s vyuzitim MALDI-TOF. Pro vSechny testované latky byly se vSemi enzymy nalezeny
piky odpovidajici svou hodnotou m/z pseudomolekularnim iontim [M+H]*
oxidovanych forem jednotlivych substrati. Nejvyssi relativni intenzita v pfitomnosti
PSALDH7 a ZmALDH7 byla naméfena pro oxidovanou formu Phe-APAL, zatimco
nejniZ$i intenzitu vykazoval pro obé ALDH7 Tyr-ABAL. V ptitomnosti PSAMADH
byla nejvyssi relativni intenzita naméfena pro oxidované formy latek odvozenych
od ABAL. Frommel et al. (2015), ktefi testovali N-acylderivaty APAL a ABAL jako
substraty PSAMADH, pouzili pro detekci aminokyselinovych produkti reakéni smési
obsahujici PSAMADH v piitomnosti koenzymu NAD* a daného substratu. Ultrafiltraty
reakénich smési po inkubaci byly analyzovany pomoci UHR-Q-TOF hmotnostniho
spektrometru v pozitivnim médu v kombinaci s ESI iontovym zdrojem. Frommel et al.
(2012) pouzili pro identifikaci produktli v reakénich smésich pii testovani aromatickych

derivati APAL a ABAL jako substratit AMADH LC-MS s APCI iontovym zdrojem.

Pro vizualizaci enzymové aktivity PSAMADH a ZmALDH7 s vybranymi
syntetizovanymi substraty byla vyuzita nativni elektroforéza S barvenim gelu
V pfitomnosti substratu a umeélych akceptort elektroni PMS a MTT. Gely, na které
byla aplikovana PSAMADH, byly po elektroforetické separaci barveny v pfitomnosti
APAL, Phe-APAL, Phe-ABAL a Tyr-APAL. Nejvyssi intenzitu pasu vykazoval gel
barveny v ptitomnosti ptirozeného substratu APAL po dobu 2 h. Podobnou intenzitu
vykazoval také gel barveny v pfitomnosti Phe-ABAL, zde ale barveni probihalo
ptes noc. Obarvené pasy gelt barvenych v ptitomnosti Phe-APAL a Tyr-APAL nebyly
tak intenzivni jako po barveni v pfitomnosti Phe-ABAL, ale byla potvrzena schopnost
PSAMADH pieménovat oba substraty. Gely pro vizualizaci aktivity ZmALDH7 byly
barveny v piitomnosti AASAL, kde velmi intenzivni pasy potvrdily vysokou aktivitu

enzymu se substratem. Phe-APAL poskytoval méné intenzivni péasy V porovnani
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S barvenim v pfitomnosti AASAL, ale byla potvrzena schopnost enzymu tuto latku
preménovat. Metoda vizualizace aktivity BADH ze Spenatu byla popsdna Arakawou
etal. (1992), ktefi vyuzili PMS a nitro blue tetrazolium (NBT) jako akceptory
elektron. Pro AMADH byl tento postup optimalizovan Sebelou et al. (2001), kteii
NBT nahradili ve vod¢ Iépe rozpustnym MTT, diky ¢emuz se zvysila citlivost a zkratila
doba barveni. Aktivita na gelu je vizualizovana diky schopnosti AMADH redukovat
umélé akceptory elektronti, diky ¢emuz vznikd nerozpustny Cervenofialové zbarveny

formazan.

Substratovy kanal PSAMADH1 je 5-8 A &iroky a 14 A dlouhy, diky ¢emuz je aktivni
misto dobie pfistupné fad¢ strukturné odlisnych aldehydu (Tylichova et al., 2010).
Na zakladé toho byly syntetizované aminoaldehydy testovany jako substraty tohoto
enzymu. Byla potvrzena schopnost PSAMADH pieménovat 4 z5 testovanych
syntetizovanych latek. Phe-AEAL nebyl pfeménovan. Latky odvozené¢ od ABAL
vystupovaly jako lepSi substraty PSAMADH nez latky odvozené od APAL. Jako
nejlepsi substrat pak vystupoval Phe-ABAL, ke kterému méla PSAMADH srovnatelnou
afinitu jako vici APAL. Schopnost enzymu pfeménovat tento substrat byla asi 2x nizsi
Vv porovnani s APAL. Podobné také schopnost PSAMADH pieménovat Tyr-ABAL byla
asi 2x niz8i nez v porovnani s APAL a afinita enzymu k Tyr-ABAL byla 2x niz$i nez
k APAL. Preference enzymu k Phe-ABAL na zakladé poméru Kea/Km byla 2x nizsi nez
k APAL a témét 8x nizsi kK Tyr-ABAL nez k APAL. Hodnota Ky pfirozenych substrati
PSAMADH APAL a ABAL odpovida diive publikovanym hodnotam pro PSAMADH1
(Tab. 15), hodnota keat pro APAL byla asi 2x niz§i ve srovnani s PSAMADHI.
Divodem mohl byt nadhodnoceny obsah PSAMADH, ktery byl s vyuzitim
GelAnalyzeru urcéen na 15 — 20 %, obsah mohl byt nizsi, kolem 10 %. Jako substraty
PSAMADH i dalsich rostlinnych AMADH, jako je SIAMADH1, byla testovana tada
syntetizovanych aldehydd. Piikladem jsou napiiklad aromatické aldehydy odvozené
od purinu ¢i pyridinu (Tab. 15) (Frommel et al., 2012). Dalsim piikladem muize byt
Adip-APAL (Tab. 15), ke kterému méla PSAMADH?2 nejvyssi afinitu z testovanych N-
acylderivati APAL (Frommel et al., 2015). Namé&fené kinetické parametry (Tab. 14, 15,
16) pro latky testované v této praci jako substraty vySe uvedenych enzymi nemaji
uvedenou hodnotu SD, jelikoz software pouzivany pro vyhodnoceni naméfenych
hodnot absorbance vychazel vzdy ze tfi méfeni pro kaZdou koncentraci a vysledné

kinetické parametry jsou jiz zpriimérovanou nejlepsi hodnotou daného parametru.
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Tab. 15 Porovnani namétenych kinetickych parametrit pro PSAMADH s parametry naméfenymi
Vv literatufe. Vysvétlivky: PSAMADH (a) — ¢asteéné precistény enzym ziskany eluci z kolony
DEAE Sepharose; PSAMADH (b) — vysoce precistény enzym ziskany eluci z kolony Mono Q
HR 5/5; X — neuréena hodnota kinetického parametru.

Substrat Zdroj AMADH Michaelisova  Cislo
konstanta Ky, pfemény Keat
(umol-17) (1)
APAL Me¢éiené vysledky PSAMADH (b) 75 1,1
Frommel et al. (2015) PsAMADH1 71,8 £ 575 3,65+ 0,122
PsAMADH?2 7,27 + 0,46 9,42 £+ 0,146
ABAL Meéiené vysledky PSAMADH (a) 211 X
Tylichov4 et al. (2010) PSAMADH1 170 X
Phe-APAL Megéiené vysledky PSsAMADH (a) 818 X
Tyr-APAL Méiené vysledky PSAMADH (a) 5850 X
Phe-ABAL Meétené vysledky PSAMADH (b) 84 0,6
Tyr-ABAL Meétené vysledky PSAMADH (b) 211 0,5
Adip-APAL Frommel et al. (2015) PSAMADH?2 39,2 + 3,99 8,78 + 0,305
4-PCAL Frommel et al. (2012) PsAMADH2 33+23 X
2,6-diCI-4-PCAL  Frommel et al. (2012) PsAMADH?2 28+ 0,5 X
P3PAL Frommel et al. (2012) PsAMADH2 87 48 X
3-PMet-ABAL Frommel et al. (2012) PSAMADH?2 289 + 16,4 X
3-Br-BzAL Frommel et al. (2012) PSAMADH?2 13+ 0,9 X
Pu-AEAL Frommel et al. (2012) PSAMADH?2 755 £+ 55,2 X
4-PMet-AEAL Frommel et al. (2012) PsSAMADH?2 761 + 59,4 X

Déle byly ptipravené latky testovany jako substraty enzymut z rodiny ALDH7, které
nevykazuji piili§ Sirokou substratovou specifitu (Tab. 16) (Koncitikova et al., 2015).
Ptesto byly nékteré testované latky potvrzeny jako jejich substraty. Konkrétné latky
odvozené od APAL byly lepSimi substraty nez latky odvozené od ABAL.
Pro PSALDH7 latky odvozené od ABAL prakticky nebyly substraty, na zédklad¢ ¢ehoz
nemohly byt ureny ani kinetické parametry. Pro ZmALDH7 Tyr-ABAL prakticky
nebyl substratem. Phe-ABAL byl pro ZmALDH?7 lep$im substratem, ale schopnost
preménovat tuto latku byla 30x niz§i nez U AASAL. Jako nejlepsi substrat obou
rekombinantnich enzyml vystupoval Phe-APAL sniz§i hodnotou Km nez AASAL.
Schopnost PSALDH7 pieménovat Phe-APAL byla 10x nizsi nez pro AASAL,
pro ZmALDH?7 byla asi 8x niz§i nez pro AASAL. Preference PSALDH7 vici Phe-
APAL byla 5,5x nizsi nez viuci AASAL a pro ZmALDH7 2,7x niz8i. Porovnani hodnot
Km s nejlepsim piirozenym substratem AASAL s vysledky Konditikové et al. (2015)
bylo pro ZmALDH7 odpovidajici, pro PSALDH7 bylo témét 2x vyssi (Tab. 16).
Hodnoty kcat byly ale pro oba enzymy vyrazné nizsi (pfiblizné 3x). Divodem mohlo byt

pouziti 1 mmol-I" NAD* pii spektrofotometrickych méfenich. I kdyz bylo ovéfeno,
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7e aktivity enzymi s AASAL V piitomnosti 1 mmol-I! NAD* a 2,5 mmol-I* NAD,

kterou pouzivali Koncitikova et al. (2015), byly srovnatelné.

pH optimum PsAMADH Vv pfitomnosti ~ APAL  bylo s vyuzitim

spektrofotometrického méteni uréeno v rozmezi hodnot 9 — 10, coz odpovida hodnoté
pH standardné pouzivanych pufrti pro méfeni aktivity AMADH (Sebela et al., 2000).
Tylichova et al. (2010) stanovili pH optima pro PSAMADH1 s APAL na hodnotu
9,7apro PsAMADH2 sAPAL na hodnotu 10,2. pH optima PsSAMADH

se syntetizovanymi substrdty vySla s vyuzitim spektrofotometrického méteni

i s vyuzitim MALDI-TOF v rozmezi pH 9 — 10. I piesto, ze pH optima nékterych latek
vychazela vice bazicka, tak byl pro kineticka méteni pouzivan Tris-HCI pufr (pH 9,0),
ktery je standardné vyuzivany. Zaroven u spektrofotometrickych méteni byla v nizkych
hodnotach pH naméfena vyS$i absorbance, nez bylo ocekavano, coz bylo
pravdépodobné zplsobeno probihajici neenzymatickou reakci, proto jsou v grafech
uvadény hodnoty absorbanci az od pH 5,5. pH optima PSALDH7 i ZmALDH7 se vsemi
syntetizovanymi substraty odpovidala hodnoté 8, coz odpovida hodnoté pH standardné

pouzivanych pufri pro méfeni aktivity ALDH7 (Koncitikova et al., 2015).

Tab. 16 Porovnani namétenych kinetickych parametrti pro PSALDH7 a ZmALDH7 s parametry
naméfenymi V literatufe. Vysvétlivky: X — latka byla Spatnym substratem enzymu a nebylo
mozno urcit kinetické parametry.

Substrat Zdroj ALDH7 Michaelisova Cislo pfemény
konstanta Kn ~ Kear ()
(umol-1™)

AASAL Mgéiené vysledky PSALDH?7 148 0,54

ZmALDH7 103 0,9
Konéitikova et al. (2015) ~ PSALDH7 89+ 3 3,32 + 0,027

ZMALDH7 97 +7 2,56 0,043

Phe-APAL Mgéiené vysledky PSALDH?7 82 0,05
ZmALDH7 33 0,11

Tyr-APAL Mgéiené vysledky PSALDH?7 207 0,06
ZmALDH7 178 0,1

Phe-ABAL Mgéiené vysledky PSALDH7  x X
ZMALDH7 347 0,03

APAL Kong&itikova et al. (2015) ~ PSALDH7 1698 +81 0,34 + 0,007
ZmALDH7  1280+59 0,15+ 0,002

ABAL Kon&itikova et al. (2015) ~ PSALDH7 5167 + 162 0,046 + 0,007
ZmALDH7 4371+ 116 0,027 4+ 0,005

MASAL Kon&itikova et al. (2015) ~ PSALDH7 147 + 17 0,026 + 0,009
ZmALDH7 126 + 21 0,09 + 0,004

4-PCAL Kon&itikova et al. (2015) ~ PSALDH7 321+ 10 0,27 + 0,005
ZmALDH7 537 +51 0,22 4+ 0,007
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S vyuzitim serveru Achilles se podatfilo modelovat do aktivniho mista PSAMADH1
Phe-ABAL (vazebna energie -6,70 kcal'-mol™), ke kterému mél na zakladé vysledkd
kinetickych méfeni tento enzym nejvyssi afinitu a vykazoval také nejlepsi schopnost
pfeménovat tento substrat v porovnani s ostatnimi testovanymi latkami. Navic
na zaklad¢ vysledki MALDI-TOF hmotnostnich spekter vykazoval pik odpovidajici
oxidované form¢ Phe-ABAL nejvyssi relativni intenzitu oproti ostatnim testovanym
latkam a vizualizace aktivity s vyuzitim nativni elektroforézy ukazala nejvyssi intenzitu
pasi pro PSAMADH po barveni v pfitomnosti Phe-ABAL. Do aktivniho mista
PSAMADH1 se podafilo namodelovat také Tyr-ABAL (vazebnd energie
-6,20 kcal'mol™), ktery byl na zakladé vyse uvedenych vysledkii druhym nejlepsim
substratem tohoto enzymu. Phe-APAL se sice na rozdil od Tyr-APAL do aktivniho
mista podafilo namodelovat, 0bé latky nebyly tak dobrymi substraty PSAMADH, avsak
orientace nebyla vhodna pro pfeménu. Aktivni misto rostlinnych ALDH7 je dobte
popsano diky Koncitikové et al. (2015), ktefi vytesili krystalovou strukturu ZmALDH?7.
Pro PSALDH7 neni dosud k dispozici zadna krystalova struktura, ale tyto 2 enzymy
jsou vysoce homologni (UniProt piistupova ¢isla W8SNM6 pro ZmALDH7 a P25795
pro PSALDHY7), sdili 77 % své identity a jejich aktivni mista jsou tvofena
konzervovanymi residui. Do aktivniho mista ZmALDH7 se podafilo modelovat Phe-
APAL (vazebna energie -6,20 kcal-mol™?), ktery byl na zakladé vysledkd vyhodnocen
jako nejlepsi substrat obou rekombinantnich enzymu a také Phe-ABAL a Tyr-ABAL.
Tyr-APAL, ktery byl druhym nejlepSim substratem, se vSak do aktivniho mista
ZmALDH7 modelovat nepodatilo.

Z péti studovanych latek byly 4 z nich potvrzeny jako substraty PSAMADH, lepSimi
substraty byly latky odvozené od ABAL, coz bylo potvrzeno na zakladé vyse
uvedenych vysledki. Nejlepsim substratem byl Phe-ABAL. Aromatické latky popsané
jako substraty PSAMADH (Frommel et al., 2012) byly ve vétsiné piipada Iépe
preménovany SIAMADHI, ktera ma Sirsi substratovou specifitu. Bylo by tedy mozné
latky otestovat jako substraty tohoto enzymu. Nékteré pfipravené latky byly také
potvrzeny jako substraty enzyml zrodiny ALDH7. Lépe byly preménovany latky
odvozené od APAL, nejlépe byl obéma enzymy preménovan Phe-APAL, coz bylo opét
potvrzeno na zéklad¢é vySe uvedenych vysledkl. Byly tedy nalezeny dalsi latky, které
jsou pfeménovany enzymy zrodiny ALDH7 i ALDHI10, podobné jako je enzymy

z obou rodin preménovan napiiklad 4-PCAL. Nedavno bylo zjisténo, ze enzym PauC
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(=ALDH) z Pseudomonas aeruginosa, ktery ptsobi v draze odbouravani polyaminti,
oxiduje netoxicky 3-[(L-y-glutamyl)amino]propanal (vznikd z glutamylovanych
polyamin(i) mnohem ucinngji nez APAL (Cardona-Cardona et al., 2022). Glutamylace
polyaminii je mechanismem, kterym bakterie eliminuje cytotoxické ucinky jejich
oxidacnich produktii. APAL se proto miize hromadit a vykazovat toxicitu vuci této
bakterii zejména tehdy, je-li aktivita PauC enzymu nizka nebo inhibovana. Inhibice
PauC by se tak mohla vyuzivat jako doplikova antibakteridlni terapie pii 1éCb¢

antibiotiky.
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6 ZAVER

Latky pripravené peptidovou syntézou, Phe-ABAL, Phe-APAL, Phe-AEAL, Tyr-ABAL
a Tyr-APAL byly testovany jako substraty rostlinnych ALDH. Jako substraty
PSAMADH, ktera byla Gspésné izolovana a purifikovana ze semendckt hrachu setého,
byly potvrzeny vSechny latky krom¢ Phe-AEAL. Jako substraty rekombinantni
PSALDH7 byly potvrzeny Phe-APAL a Tyr-APAL a jako substraty ZmALDH7 Phe-
APAL, Tyr-APAL a Phe-ABAL. Na zakladé¢ porovnani vysledkt ziskanych detekci
produktti v reakénich smésich enzymu, koenzymu a substratu pomoci MALDI-TOF,
vizualizaci aktivity enzymu se substraty pomoci nativni elektroforézy a zméteni
kinetickych parametrii bylo zjiSténo, Ze PSAMADH lépe pfeménuje latky odvozené
od ABAL, v cele s Phe-ABAL, a ALDH7 Iépe pfeménuje latky odvozené od APAL,
v ¢ele s Phe-APAL. Zadna latka nebyla leps$im substratem neZ pfirozené substraty
enzymtl, i kdyz k Phe-ABAL mél PSAMADH srovnatelnou afinitu jako k APAL a Phe-
APAL mél s obéma ALDH7 dokonce nizs$i Km nez S AASAL. Byla studovéana také pH
optima syntetizovanych latek pro pfeménu s enzymy. Do aktivniho mista PSAMADH1
se podafilo modelovat Phe-ABAL a Tyr-ABAL, které byly potvrzeny jako nejlepsi
substraty PSAMADH. Do aktivniho mista ZmMALDH7 se podafilo modelovat Phe-
APAL, ktery byl na zdklad¢ vysledkl nejlepSim substratem obou ALDH7, a téz Phe-
ABAL a Tyr-ABAL. Byly tedy nalezeny nové¢ latky vystupujici jako substraty enzymu
z rodin ALDH7 a ALDH10.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AASAL

ABAL

ABC transportér
3-Br-BzAL
ACAPAL

ADC

Adip-APAL
AlH

ALDH
ALDH2
ALDH7

ALDH10
AMADH

APAL
AtALDH7

BADH

BAL
CPA
DAO

2,6-diCl-4-PCAL
FAD

GABA

GB

GBAL

GOL

hALDH7
MASAL

a-aminoadipatsemialdehyd
4-aminobutanal

,»ATP-binding casette* transportér
3-bromobenzaldehyd
3-acetamidopropanal

arginindekarboxylasa [L-argininkarboxylyasa (agmatin
tvorici); EC 4.1.1.19]

N-adipoyl-3-aminopropanal
agmatin-iminohydrolasa (EC 3.5.3.12)
aldehyddehydrogenasa
aldehyddehydrogenasy z rodiny 2

aldehyddehydrogenasy zrodiny 7  [(S)-2-amino-6-
oxohexanoat:NAD(P)*-6-oxidoreduktasa; EC 1.2.1.31]

aldehyddehydrogenasy z rodiny 10

aminoaldehyddehydrogenasa  (4-aminobutanal:NAD"-1-
oxidoreduktasa; EC 1.2.1.19)

3-aminopropanal

aldehyddehydrogenasa 7 z husenic¢ku rolniho (Arabidopsis
thaliana)

betainaldehyddehydrogenasa
oxidoreduktasa; EC 1.2.1.8)

(betainaldehyd:NAD"-

betainaldehyd
N-karbamoylputrescin-amidohydrolasa (EC 3.5.1.53)

Cu-diaminoxidasa
(deaminujici); EC 1.4.3.22]

2,6-dichloro-4-pyridinkarbaldehyd

[histamin:O-oxidoreduktasa

flavinadenindinukleotid
y-aminomaselna kyselina

glycinbetain

4-guanidinobutanal

glycerol

lidska aldehyddehydrogenasa z rodiny 7

methylester-a-aminoadipatsemialdehydu
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OoDC

OsALDH7
PAO

PCAL
2-PCAL
3-PCAL
4-PCAL
3-PMet-ABAL
4-PMet-AEAL
P2PAL
P3PAL
PAPAL
Propi-ABAL
Propi-APAL
PSALDHY7
PsAMADH

Pu-AEAL
PUT
SAM
SAMDC
SAO

SIAMADH1

SLC transportér
SMO

SPD

ornithindekarboxylasa [L-ornithinkarboxylyasa (putrescin
tvorici); EC 4.1.1.17]

aldehyddehydrogenasa 7 z ryze seté (Oryza sativa)

polyaminoxidasa  Zzivo¢isna  [N!-acetylpolyamin:O,-
oxidoreduktasa  (3-acetamidopropanal  tvorici); EC
1.5.3.13]

rostlinna [spermidin:O.-oxidoreduktasa (1,3-propandiamin
tvorici); EC 1.5.3.14]

pyridinkarbaldehydy
2-pyridinkarbaldehyd
3-pyridinkarbaldehyd
4-pyridinkarbaldehyd
3-pyridinylmethylaminobutanal
4-pyridinylmethylaminoethanal
3-pyridin-2-yl-propanal
3-pyridin-3-yl-propanal
3-pyridin-4-yl-propanal
N-propionyl-4-aminobutanal
N-propionyl-3-aminopropanal
aldehyddehydrogenasa 7 z hrachu setého (Pisum sativum)

aminoaldehyddehydrogenasa z hrachu setého (Pisum
sativum)

N-(2,2-dimethoxyethyl)-9H-purin-6-amin
putrescin
S-adenosylmethionin

S-adenosylmethionindekarboxylasa [S-adenosyl-L-
methioninkarboxylyasa (S-adenosyI-3-
(methylsulfanyl)propylamin tvofici); EC 4.1.1.50]

sérova Cu-aminoxidasa [primarni-amin:O.-oxidoreduktasa
(deaminujici); EC 1.4.3.21]

aminoaldehyddehydrogenasa 1 z rajc¢ete jedlého (Solanum
lycopersicum)

»solute carrier* transportér

sperminoxidasa (spermidin:O2-oxidoreduktasa; EC
1.5.3.16)

spermidin
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SPM spermin

SSAT cytosolicka diaminacetyltransferasa (acetyl-CoA:alkan-
a,m-diamin-N-acetyltransferasa; EC 2.3.1.57)

TMABAL 4-trimethylaminobutanal

Valer-ABAL N-valeryl-4-aminobutanal

Valer-APAL N-valeryl-3-aminopropanal

ZMmALDH7 aldehydyddehydrogenasa 7 z kukufice seté (Zea mays)

ZMAMADH2 aminoaldehyddehydrogenasa 2 z kukutice seté (Zea mays)
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