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1 UVOD

Prolin je v rostlinach akumulovéan v odpovédi na rizné formy environmentalniho stresu,
napfiiklad vysokou salinitu, sucho ¢i pfitomnost patogenti (Yoshiba et al., 1995; Schat et
al., 1997; Fabro et al., 2004). Mnozstvi prolinu mize byt pii téchto mechanismech
regulovano expresi genti kodujicich enzymy biosyntetickych a degradac¢nich drah.
Druhy krok degradacni drahy je katabolizovan mitochondridlnim enzymem
pyrrolin-5-karboxylatdehyrogenasou (PSCDH; EC 1.5.1.12), kterd se podili i na
odbouravani argininu (Voet et al., 2006).

PSCDH patii mezi aldehyddehydrogenasy (ALDH), nebot jejim pfirozenym
substratem je glutamat-y-semiladehyd (GSAL), ktery je v roztoku v rovnovaze
s A'-pyrrolin-5-karboxylatem (P5C). Rostlinné P5CDH patri do
aldehyddehydrogenasové rodiny 12 (ALDH12) a PSCDH z bakterii, hub a Zivocichii
jsou tazeny do aldehyddehydrogenasové rodiny 4 (ALDH4) (Sophos et al., 2001;
Inagaki et al. 2006; Voet et al., 2006; Brocker et al., 2013). Jelikoz ob¢ rodiny
preferencné odbouravaji GSAL, mély by se nazyvat
glutamat-y-semiladehyddehydrogenasy.

ALDH4/ALDHI12 preferuji jako substraty pétiuhlikaté tetézce a semialdehydy
upiednostituji  pied alifatickymi  fetézci; jako koenzym vyuzivaji NAD'
(Forte-McRobbie a Pietruszko, 1985; Pemberton a Tanner, 2013; Forlani et al., 2015).
Podjednotky samotnych enzymii se skladavaji ze tii domén, a to katalytické, koenzym
vazebné a oligomerizac¢ni (Srivastava et al., 2012).

Mechanismus reakce katalyzované ALDH4/ALDHI2 je pravdépodobné podobny
mechanismu ostatnich ALDH. Do koenzym vazebné domény se navaze NAD(P),
karbonylova skupina substratu je napadena nukleofilnim atomem siry cysteinového
residua a dochazi k redukci NAD(P)" transferem atoma vodiku ze substratu. Produkty
reakce, karboxylové kyselina a NAD(P)H, na zavér oddisociuji z aktivniho mista (Jones
et al., 1987; Farrés et al., 1995; Perez-Miller a Hurley, 2003; Riveros-Rosas et al.,
2013). U riznych ALDH byly v aktivnim misté dokdzany interakce s rliznymi residui
(Inagaki et al., 2006; Srivastava et al., 2012).

V praci bylo pracovano s mutantnimi enzymy ZmALDHI12 bez aminokyselin
cysteinu, glutamatu nebo lysinu v aktivnim misté pro ovéteni jejich nezbytnosti pii

katalyze.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Metabolismus prolinu

2.1.1 Aminokyselina prolin

L-prolin je proteinogenni, pro clovéka neesencidlni aminokyselina. Prolin oproti
ostatnim aminokyselindm obsahuje sekundarni aminoskupinu; jeho postranni fetézec je
cyklicky. Prolin se nenachazi v a-helixu, je ale vyznamné zastoupen ve specialnich
helixech (napriklad kolagenu) a [-ohybech. Prolin se v rostlinach akumuluje spolu
s hydroxyprolinem jako odpovéd’ na riizné formy stresu (Kodicek et al., 2015).

Prolin je nepolarni aminokyselina, v elektroneutralnim stavu mé& hmotnost 97,1 Da.
Tvoii primérné 5,2 % vSech proteinli. Disociacni konstanta -COOH skupiny pK; je

1,95; disocia¢ni konstanta -NH, skupiny pKs je 10,64 (Voet et al., 2006).
2.1.2 Metabolismus prolinu

Prolin je v bunkach biosyntetizovan z aminokyseliny glutamatu (Obr. 1). y-karboxylova
skupina glutamatu je pfeménéna za rozSt€peni ATP na acylfosfatovy intermediat, ktery
je nasledné redukovan pomoci enzymu pyrrolin-5-karboxylatsyntasy (P5SCS; EC
2.7.2.11, 1.2.1.41) s kofaktorem NADPH+H" na GSAL. GSAL se spontann¢ cyklizuje
za odstépeni molekuly vody na P5C ktery je biokatalyzou enzymem
A'-pyrrolin-5-karboxylatredukutasou (PSCR, EC 1.5.1.2) s kofaktorem NADPH-+H*
pieménén na prolin (Voet et al., 2006).

P5CS je klicovy enzym biosyntézy prolinu, urcujici jeji rychlost; je to bifunkcni
enzym s y-glutamylkinasovou a GSA-dehydrogenasovou aktivitou. Biosyntéza muze
byt zpomalena zpétnovazebnou alosterickou inhibici prolinem (Hu ef al., 1992). Béhem
vodniho stresu schopnost regulace zpétnovazebnou inhibici prolinem klesa diky
konformac¢nim zméndm vazebnych mist, coz vede ke ztrat€¢ schopnosti prolinu
alostericky inhibovat enzym. Pfi salinitnim stresu se rychleji exprimuji geny pro
biosyntézu P5CS (Zhang et al., 1995; Hong et al., 2000; Choudhary et al., 2005).

V rostlinach jsou pfitomny dva typy P5CS, ato P5CS1 a P5CS2. Genova exprese
P5CS1 je indukovédna zejména pii osmotickém stresu, PSCS2 je indukovéana spiSe

stresem z chladu ¢i v pfitomnosti patogennich organismu (Fabro ef al., 2004).
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Obr. 1 Schéma metabolismu prolinu. Prolin je za béZnych podminek biosyntetizovan
z glutamatu. Cervené jsou znazornény cytoplazmatické enzymy, modie mitochodrialni
enzymy. Vysvétlivky: GSAL = glutamat-y-semiladehyd; P5C = A'-pyrrolin-5-karboxylat;
P5CDH = A'-pyrrolin-5-karboxylatdehydrogenasa; ProDH = prolindehydrogenasa.
Obrazek vytvoren podle Voeta et al. (2006) a Forlaniho et al. (2015).

Degradace prolinu za¢ina jeho pfeménou prolindehydrogenasou (ProDH; EC 1.5.5.2)
na P5C za soucasného pienosu dvou atomu vodiku NADP" za vzniku NADPH+H". P5C
je Schiffova baze GSAL a v roztoku se nachdzi ve vzdjemné rovnovaze. GSAL je
P5CDH s kofaktorem NAD" pfeménén na glutamat (Murray et al., 2012).

Klicovym enzymem katabolismu je ProDH, jejiz transkripce je vyss$i pii zvySeném
obsahu prolinu v rostlin¢. Béhem osmotického stresu zvySeny obsah prolinu neaktivuje
expresi ProDH, ¢imz je umoZnéna akumulace prolinu (Fabro ef al., 2004). Pfi salinitnim
stresu bylo dokazano i zpomaleni exprese genti pro biosyntézu PSCR (Yoshiba et al.,
1995).

ProDH je védzana na vnitini mitochondrialni membranu a pravdépodobné piedava
elektrony do elektronového transportniho fetézce, jeji aktivni misto je natoeno smérem
do matrixu mitochondrie. PSCDH je lokalizovana v matrixu (Kiyosue et al., 1996;

Verbruggen et al., 1996; Peng et al., 1996).
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Obr. 2 Drahy syntézy a degradace prolinu jsou konzervovany u bakterii, rostlin a zivocichu.
Syntéza je znazorn€na souvislymi ¢arami, degradace pak teckovanymi Carami. GSAL =
glutamat-y-semiladehyd; P5C = A'-pyrrolin-5-karboxylat; P5CDH =
A'-pyrrolin-5-karboxylatdehydrogenasa; P5CS = A'-pyrrolin-5-karboxylatsyntasa; PSCR
= A'-pyrrolin-5-karboxylatreduktasa; proA = enterobakterialni y-glutamylfosfatreduktasa;

proB = enterobakterialni glutamatkinasa; proC = enterobakterialni
A'-pyrrolin-5-karboxylatreduktasa; ProDH =  prolindehydrogenasa; proJ =
enterobakterialni v-glutamylfosfatreduktasa; putA = bifunkéni enzym

s A'-pyrrolin-5-karboxylatdehydrogenasovou  a prolindehydrogenasovou  aktivitou;
PYCR1 = mitochondridlni A'-pyrrolin-5-karboxylatreduktasa; PYCR2 = mitochondrialni
A'-pyrrolin-5-karboxylatreduktasa; PYCRL = cytoplazmaticka
A'-pyrrolin-5-karboxylatreduktasa. Pfevzato a upraveno podle Fichmana et al. (2015).

Rozdily v biosyntéze a degradaci prolinu u bakterii, rostlin a zivocichli jsou

znazornény na Obr. 2.
2.1.3 Akumulace prolinu jako odpovéd’ na stresové podminky

Rostliny jsou vystaveny mnoha typim environmentalnich stresovych podminek (sucho,
salinita atd.), coZ miZe mit za nasledek niz$i vynosy plodin. Prolin je kompabitilni
osmolyt (stejn¢ jako manitol nebo betain) a jeho akumulaci se snizuje hladina stresu,
nebot’ se podili na odstranovani reaktivnich forem kysliku (ROS); troven prolinu je
zvysSena indukci PSCR (Heldt et al., 2011). Akumulace prolinu vede také k ochrané
enzymu (Solomon ef al., 1994) a ochran¢ bunénych membran (van Rensburg et al.,
1993).

V Arabidopsis thaliana byla potvrzena zvysSena exprese gend pro biosyntézu P5CS
pii dehydrataci, po rehydrataci se Groven exprese genu pro biosyntézu vratila na Groven
exprese v rostlindch nevystavenych dehydrataénim podminkdm. V Arabidopsis thaliana
byla potvrzena vyssi exprese genil pro biosyntézu P5CS také pii vystaveni rostliny

endogenni kyseliné abscisové a lehké zvyseni exprese bylo patrné pii vystaveni chladu.
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Pti vystaveni rostliny vys§im teplotam nebyla vyssi exprese detekovéana (Yoshiba et al.,
1995). Akumulace prolinu poméaha udrzovat vysoky relativni obsah vody v buiikach,
coz je nezbytné pro zachovani rostlinného ristu a bunéénych funkci. Sucho tolerujici
ekotypy Oryza sativa mély vyssi relativni obsah vody, vys$si obsah prolinu a vyssi
aktivitu P5SCS nez ekotypy citlivé na sucho (Choudhary et al., 2005).

Vyhonky ryze a hoicice, které byly vystaveny UV radiaci, kumulovaly ROS, coz
mélo za nasledek zpomaleni rostlinného riistu a metabolismu. UV radiace zvySuje
lipidovou peroxidaci, ¢imz se zvySuje mnozstvi ROS. Na to bunky reaguji zvySenim
mnozstvi prolinu, jenZ dokdze mnoZstvi ROS snizit (Pardha Saradhi et al., 1995).

Akumulace prolinu byla prokazana také v souvislosti s t¢zkymi kovy, konkrétné
médi, kadmiem a zinkem (Schat et al., 1997). Kadmium zpisobuje Skody v rostlinném
téle jiz pii nizkych koncentracich, rostliny jej akumuluji zejména v kofenech (Yang et
al., 2009).

Vys§$i biosyntéza prolinu byla v Arabidopsis thaliana dokdzéna v pfitomnosti
rostlinnych patogenti, akumulace prolinu byla prokdzdna po 12 hodindch vystaveni
rostliny virulentni bakterii (Fabro et al., 2004).

Akumulace prolinu v rostlinnych pletivech neni spojena pouze se stresovymi
podminkami. Arabidopsis thaliana akumuluje prolin v reproduktivnich orgénech, kde
tvofi 17-26 % vSech obsazenych aminokyselin; obsah prolinu ve vegetativnich
organech je 1-3 %. Prolin byl akumulovan i pfi nizkém obsahu vody v organech
(Chiang a Dandekar, 1995). V rajceti byla také pozorovana vyznamna akumulace
prolinu v reproduktivnich organech jako kvét, semeno a tyCinka. V semenech tvofi
prolin 70 % viech aminokyselin, kdeZto ve vegetativnich organech nejvys 5 %. Uloha
prolinu v reproduktivnich organech pravdépodobné spociva v ochrané proti dehydrataci

pii vyvoji semena a v moznosti poslouzit jako zdroj energie (Schwacke et al., 1999).
2.2 Metabolismus argininu v rostlinach

Arginin pfedstavuje dileZity zdroj dusiku v rostlinném téle a patii mezi nejvice
zastoupené aminokyseliny pfi kli¢eni semen (King a Gifford, 1997). Metabolismus
argininu je regulovan podle obsahu zivin v rostliné. Nedostatek cukri zpusobuje
zvySeni aktivity arginasy (EC 3.5.3.1), ureasy (EC 3.5.1.5) a arginindekarboxylasy

(EC 4.1.1.19) (Borek et al., 2001).
N-acetylglutamatsyntasa  (EC 2.3.1.1)  katalytuje = vznik  N-acetylglutamatu
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z glutamatu a acetylu-CoA. N-acetylglutamat je fosforylovan N-acetylglutamatkinasou
(EC 2.7.2.8), produkt reakce N-acetylglutaméat-5-fosfat je redukovan na
N-acetylglutamat-5-fosfat-semialdehyd plsobenim enzymu
N-acetylglutamat-5-fostat-reduktasy (EC 1.2.1.38). Reakci
s N*-acetylornitin-aminotransferasou (EC 2.6.1.11) je uvolfiovan N’-acetylornitin, ktery
je preveden na ornitin enzymem N-acetylornitindeacetylasou (EC 3.5.1.16) za tucasti
molekuly vody a uvolnéni acetatu. Enzymem N-acetylornitin:
N-acetylglutamat-acetyltransferasou (EC 2.3.1.35) mize byt pfeveden zpatky na
N-acetylglutamat.

Ornitin reaguje za pusobeni enzymu ornitinaminotranskarbamoylasou (EC 6.3.5.5)
s karbamoylfosfatem, vznika citrulin za uvolnéni fosfatu. Citrulin reaguje s aspartatem
za pusobeni arginosukcinatsyntetasy (EC 6.3.4.5), dochazi ke stépeni ATP na AMP a PP;
a vznikly arginosukcindt mize byt rozloZzen na arginin a fumarat arginosukcinasou

(EC 4.3.2.1) (Slocum, 2005; Heldt et al., 2011).

Glutamat
NAGS N-acetylglutamyl
fosfat
Neacetylghutamét W eetgutamit ltamt
TPSCDH
NAOGATcT NAOAT GSAL/P5C
N-acetylornitin
OAT
Glutamat Ornitin

OTC ASSY ASL
Ornitin ——  Citrulin  — > Arginosukcinat ——— > Arginin

Obr. 3 Metabolismus argininu u rostlin. Enzymy chloroplastu jsou znazornény zelené, enzymy
mitochondrie modie. Vysvétlivky: ASL = arginosukcinatlyasa; ASSY =
arginosukcinatsyntetasa; GSAL =  glutamat-y-semiladehyd;, NAOGAcT =
N-acetylornitin: N-acetylglutamat-acetyltransferasa;, NAGS = N-acetylglutamatsyntasa;
NAGK = N-acetylglutamatkinasa; NAGK = N-acetylglutamatkinasa; NAGPR =
N-acetylglutamat-5-fosfat-reduktasa; NAOAT = N*-acetylornitin-aminotransferasa; OAT
= ornitin-y-aminotransferasa;, OTC = ornitinaminotranskarbamoyla; P5C =
A'-pyrrolin-5-karboxylat; PSCDH = A'-pyrrolin-5-karboxylatdehydrogenasa. Obrazek
vytvoren podle Wintera et al. (2015).

13



Arginin Prolin

A : ¥
lArginasa PSV
/ ProDH

[ | Ornitin ———— > P5C/GSAL il
f OAT |
lPSCDH

Glutamat

Obr. 4 Spojeni metabolismu prolinu a argninu v rostlinach. Reakce znacené modie probihaji
v mitochondrii, zelené¢ v chloroplastech a cervené v cytosolu. Vysvétlivky: 1=
osmikrokova biosyntéza argininu v chloroplastech; II = dvoukrokova biosyntéza prolinu
v cytosolu; GSAL = glutamat-y-semiladehyd; ProDH = prolindehydrogenasa; P5C =
A'-pyrrolin-5-karboxylat; PSCDH = A'-pyrrolin-5-karboxylatdehydrogenasa; OAT =
ornitin-y-aminotransferasa.

Pribéh reakci vedoucich z ornitinu na arginin je shodny s lidskym mocovinovym
cyklem, probihajicim castecné v cytosolu a ¢astecné¢ v mitochondrii, béhem néhoz je
biosyntetizovan arginin (Voet et al, 2006).

Pii degradaci je arginin hydrolyzovan arginasou na ornitin a mocovinu. Ornitin je
transaminovan za katalyzy ornitin-y-aminotransferasy (2.6.1.13) na GSAL za soucasné

premény 2-oxoglutaratu na glutamat (Murray et al., 2012).
2.2.1 Propojeni metabolismu prolinu a argininu

Vychozi molekulou pfi biosyntéze prolinu a argininu je glutamat, ktery je redukovan na
GSAL. GSAL muze byt za souCasné premény glutamatu na a-ketoglutarat pfeménén na
orninin, ktery mize vést k biosyntéze argininu; po spontanni cyklizaci GSAL na P5C
muze byt jeho redukei biosyntetizovan prolin. Pfi degradaci prolinu a argininu dochazi
k pfevraceni sledu reakci a obé aminokyseliny jsou katabolizovany na glutamat (Obr. 4)
(Voet et al., 2006).

Ob¢ metabolické drahy biosyntézy prolinu jsou v rostlindch regulovany expresi
a aktivitou enzymdu. Pfi salinitnim stresu ¢i nedostatku dusiku je prolin biosyntetizovan
spiSe z glutamatu, pti nadbytku dusiku nebo kliceni semen je k biosyntéze pouzit ornitin

(Delauney et al., 1993).
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2.3 Aldehyddehydrogenasova nadrodina

Aldehyddehydrogenasova (ALDH) nadrodina slucuje rostlinné i Zivoc¢isné enzymy,
které katalyzuji pfeménu aldehydd v karboxylové kyseliny. VétSina ALDH preferuje
jako koenzym NAD", pouze nékteré vyuzivaji NADP" (Yoshida et al., 1998; Brocker et
al., 2013). Nékteré ALDH maji Sirokou substratovou specificitu, jiné jsou schopny
oxidovat vice aldehydt (Lindahl, 1992). ALDH jsou pfitomny v prokaryotech,
bakteriich, rostlindch, houbéch 1 zivociSich (Sophos et al., 2001). ALDH se ucastni
mnohych metabolickych drah. Podileji se na udrzovani homeostazy a na adaptaci na
abiotické stresové podminky jako salinita nebo dehydratace (Brocker et al., 2013).

Genova exprese ALDH se zvySuje v odpovédi na stresové podminky. Pti lipidové
peroxidaci spolu s volnymi radikaly vznikaji i reaktivni aldehydy, které jsou toxickeé jiz
pfi nizkych koncentracich; vzniklé karboxylové kyseliny jako [-alanin, glycinbetain
nebo y-aminomaselna kyselina (GABA) nejsou toxické (Bartels a Sunkar, 2005).

Enzymy ALDH nadrodiny sdileji nékteré motivy v primérni struktufe a mechanismy
katalyzy. Endogenni i exogenni aldehydy jsou odbourdvany specifickymi enzymy nebo
¢leny ALDH nadrodiny (Saigal ef al., 1991).

ALDH rodiny slucuji enzymy, které sdileji 40 % primarni struktury a jsou oznaceny
arabskou Cislici; enzymové podrodiny slucuji enzymy s 60% shodou v primérni
struktufe a jsou znaceny pismenem (Vasiliou ef al., 1999).

ALDH nadrodina sluc¢uje 24 ALDH rodin — v rostlindch jsou zastoupeny rodiny
ALDH2, ALDH3, ALDHS, ALDH6, ALDH7, ALDH10, ALDH11, ALDH12, ALDH18,
ALDHI19, ALDH21, ALDH22, ALDH23 a ALDH24; pro zivo¢ichy jsou typické rodiny
ALDHI1, ALDH2, ALDH3, ALDH4, ALDHS, ALDH6, ALDH7, ALDHS, ALDHY,
ALDHI10, ALDH16 a ALDH18. Pouze ALDHI11, ALDHI12, ALDH19, ALDHZ21,
ALDH22, ALDH23 a ALDH24 jsou specifické pro rostliny (Marchitti et al., 2008;
Brocker et al., 2013)

2.3.1 Aldehyddehydrogenasova rodina 4

ALDH4 (P5SCDH) byla objevena v bakteriich, v houbach a v Zivoc¢iSich (Sophos et al.,
2001; Inagaki et al., 2006). Lidska ALDH4 (hALDH4) je lokalizovdna v matrixu
mitochondrie. Nachazi se hlavné v jatrech, dale podle klesajiciho mnozstvi také

v kosternich svalech, ledvinéch, srdci, mozku, plicich, stitné zlaze (Hu et al., 1996).
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ALDH4 se podili na ochran¢ bun¢k pted oxidativnim stresem. ROS pravdépodobné
vznikaji reversibilni pfeménou ProDH prolinu na P5C, jenz maze byt bez Gicasti enzymi
decyklizovan na GSAL; GSAL muzZe byt ireversibilné¢ pfeménén ALDH4 na glutamat.
ROS vznikajici pfi katalytické reakci ProDH vedou k apoptdze indukované proteinem
p-53. Byla dokazana zvySend exprese ALDH4 genu endogennim p-53. S vyssi aktivitou
ALDH4 dojde ke sniZzeni koncentrace P5C, ktery by mohl byt pfeménovan na prolin,
coz vede k niz8i produkci ROS. ALDH4 ma negativni ucinek na apoptézu vyvolanou
proteinem p-53 (Yoon et al., 2004).

Mutace v genech kodujici ProDH zptisobuje hyperprolinemii typu I, jez se projevuje
hromadénim prolinu v plazmé; porucha neni dédi¢nd (Jacquet et al., 2002). Prolin je
neurotoxicky, zvySuje vzrusSivost neuront a je neurodegenerativni (Nadler et al., 1988).
Nedostatecna exprese funkéni ProDH je spojena se schizofrenii (Liu et al., 2002).

Mutace v genech pro ALDH4 zplsobuje hyperprolinemii typu II, ktera vede
k vyraznému hromadéni prolinu a P5C v plazmé, moci a likvoru, coz se projevuje
neurologicky, konkrétn€ mentalni retardaci ¢i zachvaty. Hyperprolinemie typu II typu je
autosomalné recesivni onemocnéni, tedy vrozena porucha metabolismu prolinu

(Geraghty et al., 1998).
2.3.2 Aldehyddehydrogenasova rodina 12

ALDH12 (PSCDH) byla popséna u rostlin a nachazi se v mitochondriich (Hare a Cress,
1997; Sophos et al., 2001). Jeji exprese je regulovana exogennim prolinem a salinitou
(Rodrigues et al., 2006). Geny kédujici ALDHI12 byly popsany naptiklad v Zea mays —
ALDHI12A41 (Brocker et al., 2013) av Oryza sativa (OsALDH12) — OsALDHI12 (Gao
a Han, 2009). Je-li gen kodujici ALDHI12 poSkozen, dochazi ke zpomaleni bunééného
rustu a akumulaci ROS. (Deuschle et al., 2001).

Pii vystaveni kvasinek vysokym koncentracim NaCl byla detekovana nizsi exprese
ALDH]I2, coz umoznuje akumulaci prolinu, takZze nedochazi k odbouravani P5C.
U rostlin, které mély nefunkéni gen pro ALDHI12, nebyly prokazany zmény
v katabolismu prolinu pfi salinitnim stresu, a tudiz k akumulaci prolinu nedochézelo
(Borsani et al., 2005).

Exogenni prolin vyvola vyssi expresi ALDH 12, toxicky neni pravdépodobné prolin,
ale produkt prvniho kroku jeho degradace P5C; aplikace exogenniho prolinu miZe vést

k bunééné¢ smrti. ALDHI2 je preventivné exprimovan ve vSech pletivech rostliny,
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nejvice v kvétech. ALDHI12 zastavuje hypersenzitivni odpovéd’. Exprese ALDHI?2 je

zvysena i v odpovédi na napadeni rostliny patogenem (Deuschle ef al., 2001).
2.3.3 Geny aldehyddehydrogenas rodiny 4 a 12

Nékteré ALDH rodiny jsou kodovany vice geny, jako napt. ALDH rodiny 2,3 a 10; jiné
pouze jednim genem, napi. ALDH rodiny 7 a 12 (Vasiliou a Nebert, 2005; Kotchoni et
al., 2010, Brocker et al., 2013).

Gen kodujici hALDH4 je umistén na chromosomu 1, vznikly funkéni protein je pak
slozen z 563 aminokyselin. hALDH4 sdili 2642 % sekvence s ALDH4 prokaryot
aniz§ich eukaryot. Na N-konci se nachdzi sekvence, kterd nasméruje enzym do
mitochondrie (Hu et al., 1996).

Rostlinné ALDHI12 vznikaji expresi jednoho genu. Geny pro ALDHI12 byvaji
sloZzené nejcastéji z 15 nebo 16 exonl. ZmALDHI12 kodovana genem ZmALDHI2Al,
ktery je umistén na chromosomu 6 a obsahuje 15 exont, vysledny protein se sklada
z 549 aminokyselin (Brocker et al., 2013). Na N-konci genu ALDHI2 v Arabidopsis
thaliana (AtALDH12) se nachédzi mitochondridlni signalni sekvence (Deuschle et al.,

2001).
2.3.4 Substratova specificita aldehyddehydrogenas rodin 4 a 12

Dlouhé¢ alifatické aldehydy nejsou dobrymi substraty pro hALDH4, semialdehydy jsou
pfeménovany ucinnéji nez alifatické aldehydy (Forte-McRobbie a Pietruszko, 1986).
Nejvyssi katalytické Gc€innosti dosahuje mySi ALDH4 (MmALDH4) s pétiuhlikatymi
substraty jako GSAL (Obr. 1) a glutaratsemialdehyd (GRSAL), niz§i pak
se Ctyfuhlikatymi substraty jako sukcinatsemialdehyd a témétf nulové se tiiuhlikatymi
substraty (malonatsemialdehyd) a dvouuhlikatymi substraty (glyoxylat) (Pemberton
a Tanner, 2013). hALDH4 m4 iesterdsovou aktivitu, U¢inné¢ preméiuje

p-nitrofenylacetat (pfi pH 7 K= 83 mmol-1"") (Forte-McRobbie a Pietruszko, 1986).
2.3.5 Kinetické vlastnosti aldehyddehydrogenas rodin 4 a 12

Rostlinné ALDHI12 preferuji jako kofaktor NAD". Navic kineticka méfeni ukazala,
ze se jedna pravdépodobné o jediny kofaktor vyuzivany in vivo v mitochondrii.
U OsALDHI12 bylo stanoveno K, pro NAD' jako 644 umoll', K, pro P5C jako
358 umol-l"; Vim pro NAD" bylo ureno jako 196 nkatmg”, Vi, pro P5C bylo
stanoveno jako 207 nkat-mg” (Forlani ef al., 2015). U krysi ALDH4 bylo zméfeno K
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pro NAD* 470 umol-1", K, pro P5C 830 mol-I" (Wong et al., 1985).

Hodnota pH optima pro ALDH4 a ALDH12 se podle publikovanych vysledkt rtizni
v z&vislosti na organismu a pouzitém substratu. Pro OsALDHI2 bylo pH optimum
stanoveno jako 6,7 pti méteni s GSAL (Forlani ef al., 2015), krysi ALDH4 ztratila pti
pH 8 50 % pavodni aktivity (Wong et al., 1985). pH optimum hALDH4 s GSAL
a sukcinatsemialdehydem bylo stanoveno na pH 7, pii pouziti propionaldehydu
a GRSAL jako substratd bylo pH optimum stanoveno na pH 8 (Forte-McRobbie
a Pietruszko, 1986).

Teplotni optimum OsALDHI2 bylo ureno na 46 °C. V pfitomnosti substratu je
enzym stabilizovanéj$i a odolnéjsi vysSim teplotdam. Bez pfitomnosti substratu pii
47,5 °C poklesne aktivita enzymu do 10 min na 40 %, do hodiny ztrati OSALDH12
veskerou aktivitu (Forlani et al., 2015).

OsALDHI2 je inhibovéana chloridovymi, hydrogenuhli¢itanovymi a dusi€nanovymi
anionty (pii koncentracich ionti 10-1000 umol-1") Kationty se ukazaly byt G¢inn&j$imi
inhibitory, aktivitu vyrazné sniZzovaly i1 pfi mnohem nizSich koncentracich (Forlani et
al., 2015). Pii koncentracich kationtd 100 mmol-l1" byla krysi ALDH4 inhibovana
z21 % v ptitomnosti draselnych kationtd, z28 % v pfitomnosti sodnych kationti,
ze 45 % v pritomnosti amonnych kationtd, ze 61 % v pfitomnosti hofe¢natych kationtt;
inhibici enzymu nezptsobovaly vapenaté ionty. Manganaté ionty zplsobovaly inhibici
z 25 % pti koncentraci 1 mmol-1" (Wong et al., 1985).

OsALDHI2 nebyla inhibovéana prolinem, ornitinem ani glutamatem v koncentracich
1-100 mmol-l"", byla ale inhibovana argininem, aktivita se snizovala pribé&zné s rostouci
koncentraci argininu, ICso bylo dosaZeno pti 87 mmol-l" koncentraci argininu; inhibice
probihala nekompetitivné (Forlani et al., 2015).

Krysi ALDH4 byla inhibovana ze 44 % glutamatem, z 56 % prolinem, 76 %
hydroxyprolinem pfi koncentraci aminokyselin 10 mmol-1"; GABA z84 % pfi
koncentraci 5 mmol-l". Inhibice ornitinem nebyla detekovana (Wong er al., 1985).
Aktivita MmALDH4 byla kompetitivné inhibovéana glyoxylatem (K;= 0,27 mmol-1"),
sukcinatem  (K; =58 mmoll"), glutardstem (K;=30 mmoll') aL-glutamatem
(K; = 12 mmol‘1"") (Pemberton a Tanner, 2013).

Aktivita hALDH4 je inhibovana 3-hydroxybenzaldehydem (pfi 1 mmol-1" z37 %)
a 4-hydroxybenzaldehydem (pfi 1 mmol-1" z88 %). NAD" neinhiboval aktivitu
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hALDH4 ani pii koncentraci 2,1 mmol-1" (Forte-McRobbie a Pietruszko, 1986).
2.3.6 Reak¢ni mechanismus

Obecny reakéni mechanismus pro nadrodinu ALDH je popsdn na Obr. 5, katalyza
probiha podle sekven¢niho modelu (Wymore et al., 2004).

Clenové ALDH nadrodiny sdili v aktivnim misté residua Asn, Cys a Glu, ktera jsou
esencidlni pro samotnou katalyzu; residua jsou soucasti katalytického mista, jez
se nachdzi ve spodni Casti substratového kanalu. Nejprve se do koenzym vazebné
domény vaze NAD(P)". Karbonylova skupina pfistupujiciho aldehydu je poté
nukleofilné napadena atomem siry z katalytického cysteinu za vzniku thiohemiacetalu,
ktery je stabilizovan residuem Asn. Dochazi k pfesunu atomu vodiku na C4 navazaného
nikotinamidového kruhu molekuly NAD(P)" (Jones et al., 1987; Farrés et al., 1995;
Riveros-Rosas et al., 2013). Molekula vody je aktivovéana interakcemi s residuem Glu
a napadad acyl-sulfurovou vazbu thioesteru jako nukleofilni ¢inidlo (Wang a Weiner,
1995). Z aktivniho mista se uvolni nejprve vznikld karboxylova kyselina a poté
NAD(P)H (Obr. 5) (Wang a Weiner, 1995; Sheikh et al., 1997; Perez-Miller a Hurley,
2003; Gonzalez-Segura et al., 2013).

Perez-Miller a Hurley (2003) navrhli jiny mozny prubéh reakce, podle né&jz je
nejprve uvolnéno NADH a poté karboxylova kyselina, coz je presny opak hypotézy

publikované Wymorem et al (2004).
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Obr. 5 Obecny mechanismus reakci katalyzovanych aldehyddehydrogenasami podle Wymora
(2004). E-SH je enzym s katalytickym cysteinem, pieruSovana ¢ara ve vazba enzymu
s NAD" znamena, ze kofaktor vaze jako prvni. Reakce I = nukleofilni aktivace cysteinu
anapadeni substratu, vznik thiohemiacetalu. Reakce II =piesun atomu vodiku
z intermediatu na NAD" za vzniku NADH a thioesteru. Reakce III = hydrolyza thioesteru
a odstépeni karboxylové kyseliny. Reakce IV = odstépeni NADH. Obrazek vytvoren
podle Wymora et al. (2004).
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Mechanismus reakce je pro vSechny ALDH4 a ALDH12 stejny. V ptipadé hALDH4
substrat vstupuje do aktivniho mista tak, aby aldehydova skupina substratu GSAL
mohla interagovat s katalytickym cysteinem 348. Aminoskupina a karboxylova skupina
substratu vytvaii vodikové vazby s aminokyselinami serinem 349, glycinem 512
a serinem 513. Alifaticky fetézec substratu je stabilizovan mezi residua Phe212
a Phe520. Atom kysliku aldehydové skupiny interaguje kromé katalytického
cysteinu 348 také s postrannim fetézcem asparaginu 211.

Pii vstupu NAD" do koenzym vazebného mista reaguje ribosa, vazana na adenin
molekuly NAD', slysinem 233. Pyrofosfatova skupina NAD" je stabilizovana
vodikovou vazbou na residua Ser287 a Thr290. Ribosa vdzana na nikotinamid vytvari
vodikovou vazbu s glutamatem 447 (Srivastava et al., 2012).

Vazbu GSAL v aktivnim mist¢ ALDH4 u bakterie Thermus thermophilus
(TtALDH4) znazoriiuje Obr. 6. Reakéni mechanismus je shodny s obecnym principem
katalyzy ALDH. Hlavnim katabolickym bodem aktivniho mista je atom siry
aminokyseliny cysteinu 322. Do aktivniho mista se nejprve navazou NAD" a GSAL.
Kyslik na y-uhliku GSAL je stabilizovan v aktivnim misté pomoci vodikovych vazeb
Vv tzv. ,,oxoaniontoveé jame* (pomoci atoml dusiku aminokyselin Asn211 a Cys322), kde
zustava, dokud nevznikne glutamat. NAD"™ svoji vazbou v aktivnim misté omezuje

pohyblivost nukleofilniho atomu siry.

Glu288

\10

o)
Gly290
Asn184
-0 N
Ser323 j/ >H
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Obr. 6 Schématické zndzornéni aktivniho mista bakterie Thermus thermophilus. Ptevzato
a upraveno podle Inagakiho et al. (2006).
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Vlivem interakci GSAL s aminokyselinami v aktivnim misté se pravdépodobné
zvysuje elektrofilita y-uhliku GSAL, diky c¢emuz muze byt snadnéji napaden
nukleofilnim atomem siry. Vznikd hemithioacetalovy intermediat. Atom vodiku
ve form¢ hydridového iontu je pienesen na akceptorovy uhlik v molekule NAD"
a vznikly NADH oddisociuje z aktivniho mista. Zménou struktury aktivniho mista po
odstranéni NADH je umoznéna hydrolyza thioacetylenzymu (Inagaki et al., 2006).

NADP" se vaze do aktivniho mista podobnym zpisobem jako NAD®. Problém
s vazbou NADP" muzZe nastat v piipadé, Ze se v misté vazby ribosy adeninového kruhu
vyskytuje zaporn¢ nabité residuum, popt dochazi ke stérickym zabranam a ztZeni
Stérbiny v oblasti kolem residua Lys233. NADP" se vaze v aktivnim misté tésnéji nez
NAD", coz pti disociaci NADPH vice omezuje okolni strukturu. Disocia¢ni rychlost

NADPH je oproti NADH vyrazné nizs$i (Inagaki et al., 2007).
2.3.7 Struktura aldehyddehydrogenas rodin 4 a 12

Obecné jsou ALDH znamy jako homodimery, homotetramery nebo homohexamery,
v zavislosti na enzymové rodiné. Lidskd ALDH4A1 mé zndmou dimerni strukturu
(PDB ID: 3V9G) s molekulovou hmotnosti monomeru 61 kDa. Stejn¢ jako MmALDH4
(PDB ID: 3V9K), ktera vykazuje 92 % shodu s hPSCDH; sekvence v jejich aktivnich
mistech jsou shodné (Srivastava et al., 2012; Pemberton a Tanner, 2013).

Bakterialni TtALDH4 (PDB ID: 2J40) a ALDH4 z Deinococcus radiodurans jsou
znamy jako hexamery sloZené ze dvou trimerti dimeru (Inagaki et al., 2006). Podobn¢
ALDH4 ze Sacharomyces cerevisiae ma znamou krystalovou strukturu a jedna
se 0 hexamer (PDB ID:40E4) (Pemberton et al., 2014). V ptipadé¢ ALDH4 z Bacillus
halodurans (PDB ID: 3QAN), =z Bacillus licheniformis (PDB ID: 3RIJL)
a z Mycobacterium tuberculosis (PDB ID: 4LEM) se jedné o dimery (Luo et al., 2013;
Lagautriere et al., 2015).

OsALDHI12 je homotetramer s molekulovou hmotnosti monomeru 65 kDa (Forlani
et al., 2015). Molekulovd hmotnost monomeru AtALDH12 je 60,1 kDa (Deuschle ef al.,
2001).
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Obr. 7 Slozeni monomeru mysi aldehyddehydrogenasy z rodiny 4 (MmALDH4). A) Modfe je
znacena katalyticka doména, Sedé¢ NAD" vazebna doména, Zluté oligomeriza¢ni doména;
v NAD" vazebné domén¢ je navazany NAD". B) Schématické znazornéni ,,Rossmannova
strukturniho motivu®. C) Slozeni dimeru MmALDH4 (PDB ID: 3VIL); prvni monomer
je znazornén modfe, jeho oligomeriza¢ni doména je zluté; druhy monomer je znazornén
zelené, jeho oligomerizaéni doména je Cervené. Obrazky A a C pievzaty a upraveny
z publikace Srivastavy et al. (2012), obrazek B
z (http://prodata.swmed.edu/Lab/Rossmann3x3.htm).

Bézné je monomer ALDH slozen ze tii podjednotek, ato katalytické domény,
NAD(P)" vazebné domény a oligomerizacni domény (Obr. 7A). Katalyticka doména
se nachdzi na C-konci enzymu aje slozena zotevieného a/B-skladani sto¢eného
sedmivlaknového B-listu . NAD" vazebna doména se nachazi na N-konci (Srivastava et
al., 2012).

V proteinech, které vazou nukleotidy (enzymové kofaktory jako FAD, NAD"
a NADP") jako jsou napiiklad ALDH, je pfitomen Rossmanniv strukturni motiv
(,,Rossmann fold). Nejcastéji se sklada ze Sesti paralelnich B-vlaken, z nichz prvni tfi
vldkna jsou navazana na a-helixy, diky cemuz vznika beta-alfa-beta-alfa-beta struktura.
Tento motiv je duplikovdn, atim je umoZnén vznik invertovaného tandemového
opakovani obsahujici Sest vlaken (Obr. 7B) (Rao a Rossmamn, 1973).

Oligomerizace je velmi dualezitd pro funkci ALDH. VSechny ALDH tvofi dimer,
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v némz oligomerizatni doména jednoho monomeru zachycuje katalytickou doménu
dalstho monomeru (Obr. 7C). Dimery nékterych ALDH (lidska ALDH1 a ALDH2)
se skladaji v homotetradimery (Rodriguez-Zavala a Weiner, 2002).

Spravna oligomerizace je dulezita pro funkci a stabilitu ADLH; naptiklad neaktivni
ALDH2, ktera je pfitomna u40 % vychodoasijské populace, mad na povrchu
oligomerizacni domény misto glutamatu lysin (Larson et al., 2006). Tvorba tetrameru je
pravdépodobné esencidlni pro reaktivitu ALDHIA1 a ALDH2 (Yoval-Sanchez et al.,
2013).

Nekteré aminokyseliny NAD" vazebné domény jsou u bakteridlnich TtALDH4
nezbytné pro vytvoreni hexamert, konkrétné Argl00, Lys10 a Arglll. Mutantni
enzymy TtALDH4R100A a TtALDH4R100A/K104/R111A nejsou schopny se spojit
v hexamery av roztoku zlstavaji jako dimery, nebot’ se tyto kladné nabité

aminokyseliny ucastni elektrostatickych interakci mezi dimery (Luo et al., 2013).
2.3.8 Bifunk¢ni enzym bakterii pro degradaci prolinu

U nékterych bakterii se vyskytuje specialni piipad ALDH. Jednad se o fuzni protein
obsahujici domény ProDH a PSCDH. Geny kodujici tyto proteiny se oznacuji jako
,wprolin utilization A* (PutA). V Salmonella typhimurium nese gen PutA (StPutA)
informaci kodujici peptid StPutA, ktery oxiduje prolin a nasledné¢ 1 GSAL. VétSina
mutaci PutA vede ke ztraté obou aktivit, mutantni polypeptid PutA601 ma pouze
GSAL-dehydrogenasovou aktivitu a mutantni polypeptid PutA609 prolin—oxidasovou
aktivitu (Ratzkin a Roth, 1978).

Bylo zjisténo, ze PutA ze Sacharomyces cerevisiae je vazana na membranu velmi
slabou interakci (Menzel a Roth, 1981). Podobné u PutA z Escherichia coli (EcPutA)
byly popsany tfi hydrofobni oblasti, které se pravdépodobné¢ ucastni vazby enzymu na
membranu (Ling et al., 1994).

StPutA se vyskytuje jako dimer zpodjednotek o molekulové hmotnosti 132 kDa.
StPutA je upevnény v membrané pomérné slabou, ale funkéni vazbou a interaguje
s membranovym elektronovym transportem (Menzel a Roth, 1981).

Peptid PutA =z Corynebacterium freiburgense je monomer (PDB ID: 5UXS)
(Korasick et al., 2017). Peptid PutA z Geobacter sulfurreducens je homodimer (PDB
ID: 4ANM9) (Singh et al., 2014).

PutA z Bradyrhizobium japonicum (BjPutA) (PDB ID: 4Q71) je tetramer a ma
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molekulovou hmotnost 442 kDa. Zacind raménkem z 51 aminokyselin, které obtaci
ProDH doménu, Sesti vzajemné spojenych o-helixti, které spojuji dvé katalytické
domény (ProDH aP5CDH doménu). Domény jsou oddéleny fetézcem
z 83 aminokyselin (Obr. 8).

BjPutA ma tvar kruhu. PSCDH doména je podobna ostatnim ALDH, je slozena
ze dvou lalokd; jeden lalok vaze NAD', druhy obsahuje katalyticky cystein. Aktivni
mista obou domén jsou umisténa naproti sobé, mezi nimi je nepravidelna dutina, jejiz
povrch je velmi hydrofilni. GSAL je mezi aktivhimi misty enzyml piemistovan
substratovym kanalem (Srivastava et al., 2010).

PutA je hlavnim peptidem v buiikach, které degraduji prolin (Menzel a Roth, 1980).
Zjednoduseny ptesun GSAL v substratovém kanalu je pravdépodobné vyhodny proces
pro bakterie, které vyuzivaji prolin jako zdroj energie (Srivastava et al., 2010). Nekteré
PutA peptidy byvaji oznacovany jako trifunkéni — StPutA sam reguluje svoji transkripci,
nebot’ se vaZze na put operator. Je tedy sdm sob¢ represorem, ktery reguluje expresi put
operonu (Ostrovsky de Spicer a Maloy, 1993). Regulace transkripce put pomoci
bifunckniho enzymu byla potvrzena iu EcPutA (Larson et al., 2006). Bifunkéni

a trifunk¢ni PutA peptidy maji odliSnou kvartérni strukturu (Srivastava et al., 2010).

Obr. 8: Struktura dimeru bifunkéniho enzymu ,,prolin utilization A*“ (PutA) z Bradyrhizobium
Japonicum. Zluté je raménko z 51 aminokyselin, zelené fetézec mezi raménkem a
prolindehydrogenasoovu doménou, ktera je modra, fialové je fetézec mezi doménami a
Cervené A'-pyrrolin-5-karboxylatdehydrogenasova doména. Vytvoteno podle Srivastavy
et al. (2010).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a chemikalie

3.1.1 Biologicky material

» Bakteridlni buiiky E. coli BL21 nesouci geny 4ZmALDH 1?2 a jejich tifi mutatnich
forem; enzymy obsahovaly na N-konci histidinovou kotvu. Rekombinantni
buiiky byly pfipraveny vedouci prace.

* Byly pouzity mutantni formy C330A (s nahrazenou 330. aminokyselinou
cysteinem za alanin), E205A (s nahrazenou 205. aminokyselinou glutamatem za

alanin) a K329A (s nahrazenou 329. aminokyselinou lysinem za alanin).
3.1.2 Pouzité chemikalie

* l-heptanal (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* 3-aminopropionaldehyd (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
* 3-methylbutenal (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* 4-aminobutyraldehyd (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* 4-guanidinopropionaldehyd (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
* aminoadipatsemialdehyd (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
* akrylamid (Bio-Rad, USA)

* benzaldehyd (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* Dbis(akryloamino)methan (Bio-Rad, USA)

* borit4 kyselina (AMRESCO, USA)

* Bradfordovo ¢inidlo (Thermo Scientist, USA)

* Dbutyraldheyd (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* Coomassie Brilliant Blue (Thermo Scienfitic, USA)

+ dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, CR)

+  DNasa (TopBio, CR)

* dodecylsiran sodny (Bio-Rad, USA)

« fosfore¢na kyselina (Lach-Ner, CR)

* y-globulin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* glycerol (Lachema, SRN)

* glukosa (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

« chloristan sodny monohydrat (Lach-Ner, CR)
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* chlorovodikova kyselina (Lachema, SRN)

* hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* hydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, CR)

* hydroxid sodny (Lach-Ner, CR)

* chlorid hotfe¢naty (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* chlorid sodny (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* imidazol (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* inhibitor proteas (Thermo Scientific, USA)

* isobutyraldehyd (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* isopropyl-pB-D-1-thiogalaktopyranosid (Thermo Scientifitic, USA)
» kapronaldehyd (Honeywell Fluka, USA)

* Laemmliho vzorkovaci pufr (BioRad, USA)

* Luria-Bertani médium (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* metanol (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

+ modovina (Lach-Ner, CR)

* myoglobin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* n-butanol (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (Bio-Rad, USA)

* nikotinamidadenindinukleotid (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
* nonanal (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

 octova kyselina (Lach-Ner, CR)

* oktanal (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* ovalbumin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* persiran amonny (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* Protein Ladder (10-250 kDa) (New England Biolabs, UK)

+ RNasa (TopBio, CR)

* streptomycin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
* tyreoglobulin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* valeradehyd (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

* vitamin B12 (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

Substraty glutamat-y-semiladehyd a glutaratsemialdehyd byly poskytnuty vedouci.
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Glutamat-y-semiladehyd byl

glutaratsemialdehyd podle Adamse a Changa (1971).

3.2 Pristrojové vybaveni

analytické vahy (Sartorius, SRN)

centrifuga (Eppendorf, SRN)

Cisticka ultrazvukova (Kraintek, Slovensko)
elektroforetickd cela (Bio-Rad, USA)
elektromagnetickd michacka (IKA, SRN)
kapalinovy chromatograf (Bio-Rad, USA)
laminarni box (Merci, CR)

mikrotitra¢ni reader (BioTek, USA)

One Shot desintegrator (Constant Systems, UK)
pH metr (XS Instruments, Italie)

rotacni tfepacka (IKA, SRN)

skener (Bio-Rad, USA)

spektrofotometr (Agilent, USA)
spektrofotometr (Biochrom WPA, UK)
spektrometr (Jasco, Japonsko)

termostat (Sanyo, Japonsko)

trepaCka (Lab-Line, USA)

tiepacka vifiva (Stuart, UK)

vahy (Ohaus, USA)

3.3 Pouzité programy

BioLogic DuoFlow 3.0
Instrument 1.0
GraphPad Prism 5.0
Spectra Manager

3.4 Metody

pfipraven podle Wiliamse

a Franka (1975)

3.4.1 Exprese rekombinantnich proteint v Escherichia coli

a

Do Erlenmeyerovy baiiky o objemu 50 ml bylo dano 20 ml Luria-Bertani (LB) média,

1% (w/w) glukosa, streptomycin (pro kone¢nou koncentraci 50 pg-ml™) a 10 pl kultury
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Escherichia coli nesouci gen pro nadprodukci rekombinantniho proteinu (AZmALDH1?2
nebo jejich 3 mutantnich forem). Prekultura byla inkubovana na tfepacce pii 180 rpm
a 37 °C ptes noc.

Druhy den byla prekultura zcetrifugovana (5000 g, 5 min., 10 °C) a pelet byl
rozsuspendovan ve 200 ml ¢istého LB média se streptomycinem (50 pg-ml™). Kultura
byla inkubovana pii 37 °C v termostatu. Pro ovéfeni dosazeni optimalni koncentrace
mnozstvi bakterii byla zmétfena optickd densita pii vinové délce 600 nm, naméfena
optickd densita by méla byt vrozmezi 0,6-1. Do kultury byl pfidan
isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG; pro koncentraci 0,5 mmol-1") pro indukci
exprese rekombinantnich proteinti. Inkubace probihala pfes noc na tfepacce (180 rpm)
pii 18 °C. Bakterie byly zcentrifugovany (5000 g, 5 min., 10 °C) a pelety byly promyty
v 30 ml 0,9 % (w/w) NaCl a zmrazeny na —20 °C pro extrakci.

3.4.2 Extrakce

Pelet z200 ml bakteridlni kultury byl rozsuspendovan v 6 ml lyza¢niho pufru,
slozeného z 50 mmol‘l" draselno-fosfatového pufru (KPB) pH 7,0, 10 mmol-1" MgCl,
a 50 pl inhibitorti proteas. Builky byly rozbity v One Shot desintegratoru pii 27 kpsi,
poté byly k lyzatu pfidiny RNasa a DNasa (pro koncentraci 10 ug-ml'). Smés byla
doplnéna na objem 10 ml destilovanou vodou a inkubovana 30 min. pti 37 °C. Do smési
byl pfidanNaCl (pro koncentraci 100 mmol-1") a 5% (w/v) glycerol. Smés byla
centrifugovana (12000 g, 30 min., 4 °C) a supernatant byl pouzit pii purifikaci.

3.4.3 Purifikace

Enzymy byly purifikovany na kolonkach pro afinitni chromatografii s imobilizovanymi
Co*" ionty (His selected cobalt gel, Sigma-Aldrich). Co*" ionty véazou histidinovou
kotvu, a umoziuji tak zachyceni enzymu na kolonce.

Kolonky byly nejprve promyty ekvilibraénim pufrem (50mmol-1" KPB pH 7,0;
20 mmol-1" imidazol, 300 mmol-I" NaCl, 5% (w/v) glycerol). Poté byl nanesen
supernatant z extrakce a kolonky byly inkubovany na rota¢ni tiepacce (100 g, 30 min.)
v chladové mistnosti (4 °C). Nasledné byly kolonky promyty ekvilibracnim pufrem.
Kolonky byly dvakrat inkubovany se 4 ml elu¢niho pufru (50mmol-1" KPB pH 7,0;
250 mmol-l" imidazol, 300 mmol-I"' NaCl, 5% (w/v) glycerol) a nasledné& inkubovany na

rotacni tiepacce (100 g, 30 min.) v chladové mistnosti (4 °C).
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Obé frakce byly spojeny a zakoncentrovany pomoci ultracentrifugace na patroné
Centrikonu (30 kDa, Centricon, Millipore) za soucasného ptidavani promyvaciho
roztoku (50 mmol-I" KPB pH 7,0; 300 mmol-I"' NaCl, 5% (w/v) glycerol). Purifikovany
enzym byl poté precistén gelovou permeacni chromatografii nebo ihned zamrazen

a skladovén pi1 —20°C pro méfeni.
3.4.4 Stanoveni koncentrace proteinii Bradfordovou metodou

Koncentrace proteinli byla stanovena pomoci Bradfordovy metody (Bradford, 1976).
Byla ptipravena koncentra¢ni fada hovéziho sérového albuminu (BSA) o koncentracich
25ug/ml-2000pg/ml. Do zkumavek bylo napipetovano 0,05 ml vzorku nebo
piipravenych standardi roztokit BSA a 1,5 ml Bradfordova ¢inidla. Zkumavky byly
thned promichény a nasledné inkubovany 5 min. Byla zméfena absorbance pfi vlnové

délce 595 nm.
3.4.5 SDS-PAGE

Pro elektroforézu byl odebran 1 ml z kazdé bakterialni kultury pied indukci, po indukci
pfes noc a po purifikaci proteinu. Po centrifugaci (5000 g, 5 min., 10 °C) byl pelet
rozpustén ve 45 ul mocoviny (o koncentraci 8 mol-1") a 15 pl Laemmliho vzorkovaciho
pufru. Vzorky byly povareny 5 min. pfi 100 °C a zcentrifugovany (3000 g, 10 min.,
4 °C). Zaosttovaci a délici gel byl pfipraven podle Tab. 1, persiran amonny byl pfidan
ptfed nalévanim geld.

Mezi skla v elekroforetické komirce byl nalit elekrodovy pufr (0,025 mol-1"
Tris-HCI pH 8,3; 0,025 mol-I" glycin; 0,1% (w/w) dodecylsiran sodny). Elektroforéza
probihala pti 120 V, dokud vzorky byly v zaostfovacim gelu. Jakmile vzorky ptesly do
déliciho gelu, bylo napéti zvyseno na 180 V.

Tab. 1 Slozeni zaostfovaciho a déliciho gelu pro SDS-page. Vysvétlivky: AA = akrylamid; APS
= persiran amonny; BIS = bis(akryloamino)methan; SDS = dodecylsiran sodny;
TEMED = N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin.

AA Tris-HCI H,O, SDS APS TEMED,
(w=0,3)/BIS (c=1,5 mmol-I"  [ml] (w=0,1), (w=0,1), [ml]
(w=0,08), ;pH 8.8), [ml] [ml] [ml]

[ml]
Zaostrovaci 0,65 1,25 2,95 0,10 0,06 0,01
gel (12%)
Délici  gel 4,00 2,50 3,20 0,10 0,05 0,01
(4%)
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Gel byl pfes noc ponoien do barviciho roztoku (0,025 % (w/w) Comassie Brilliant
Blue, 40 % (w/w) metanol, 7 % (w/w) octova kyselina) za soucasného michani na
ttepacce. Druhy den byl gel ponofen do odbarvovaciho roztoku (5 % (w/w) metanol,
7 % (w/w) octova kyselina) a nasledné byl vyfocen. Byla vytvotena kalibra¢ni zavislost
logaritmu molekulové hmotnosti pasti markeru na vzdalenosti pasi markeru od startu (v

cm) a byla odectena molekulova hmotnost monomeru AZmALDH12.
3.4.6 Gelova permeacni chromatografie

Kolona Superdex 200 HR 10/30 byla promyta ekviliratnim pufrem (50 mmol1' KPB
pH 7,0; 150 mmol-1" NaCl). Jako standardy pro uréeni molekulové hmotnosti byly
pouzity tyreoglobulin (669 kDa), hovézi vy-globulin (158 kDa), kufeci ovalbumin
(44 kDa), konisky myoglobin (17 kDa) a vitamin B12 (1,35 kDa). Analyza probihala pfi
tlaku v rozmezi 25-29 psi a pritokové rychlosti 0,7 ml'min™. Proteiny byly detekovany
pfi vinové délce 280 nm.

Z chromatogramu byly odecteny reten¢ni Casy analyzovanych latek, byla vytvoiena
kalibra¢ni ktivka zavislosti logaritmu molekulové hmotnosti standardli na poméru

elu¢niho a mrtvého objemu. Byla zjisténa molekulova hmotnost AZmALDH12.
3.4.7 Stanoveni pH optima

Hodnota pH optima byla stanovovana na mikrotitracni desticce. Reak¢éni smés o objemu
0,2ml obsahovala Britton-Robinsonovitv  pufr (0,04 mmol-I" kyselina borité;
0,04 mmol-l1" fosfore¢nd a 0,04 mmoll' octovd; 0,2 mmoll' NaOH a piidavek
NaClO,), 2 mmol- 1" NAD", 250 umol-I" substrat GSAL; reakéni smés byla doplnéna

destilovanou vodou.
3.4.8 Stanoveni teplotni stability pomoci cirkularniho dichroismu

Z rozdilu absorbci pravotocivé a levotocivé slozky molekuly po ozéafeni polarizovanym
svétlem lze stanovit konformacni zmény makromolekul, interakce mezi proteiny
a sekundarni struktury proteind; rozdil absorbci se méfi cirkularnim dichroismem. Do
kiemenné kyvety byl napipetovan enzym AZmALDHI2 (0,3 mg ml") nebo mutantni
formy enzymu AZmALDHI12 (0,4 mg ml") a destilovana voda. Smés byla inkubovéna
pii teplotach 20-90 °C a byla sledovana absorbce na spektrometru pii vinovych délkach
200-300 nm. Byly vytvofeny grafy zavislosti prvni derivace eliplicity na hodnoté
teploty a byly urceny teploty tani enzymi (Th).
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Tab. 2 Priprava substratii pro méfeni substratové specificity. Substraty, pfipravované s HCI, byly
povareny 10 min. pii 100 °C.

V (substrat) nebo V (HCI o koncentraci
m (substrat) 0,2 mol-I" nebo etanol)
3-aminopropionaldehyd (APAL) 16,7 ul 983,3 ul HCI
4-aminobutyrat (ABAL) 19,8 ul 980,2 nl HCI1
4-guanidinopropionaldehyd (GBAL) 26,5 mg 1000 ul HCI1
butyraldehyd 9,2 ul 990,8 pl etanolu
valeraldehyd 11,0 pl 989,0 ul etanolu
hexanal 12,7 pl 987,3 pl etanolu
1-heptanal 14,7 pl 985,3 ul etanolu
oktanal 15,8 pl 984,2 ul etanolu
nonanal 18,1 pul 981,9 ul etanolu
isobutyraldehyd 9,3 ul 990,7 pl etanolu
3-methylbutyraldehyd 11,3 ul 988,7 ul etanolu
3-methyl-2-butenal 9,9 ul 990,1 pl etanolu
Aminoadipatsemialdehyd (AASAL) 19,1 mg 1000 pl HCI
benzaldehyd 10,3 pl 989,7 ul etanolu

3.4.9 Stanoveni substratové specificity

Pro porovnani substratové specificity byly pfipraveny substraty podle Tab. 2. Substraty
rozpusténé v 0,2 mol I"HCI byly 10 min. povaieny na 100 °C.

Reakéni smés o objemu 2 ml obsahovala 100 mmol-1" PPB pH 7,5; 2 mmol-1" NAD",
1 mmol1" substrat, enzym AZmALDHI12 o vhodné koncentraci; reakéni smés byla
doplnéna destilovanou vodou. Reakce byla startovana ptidavkem enzymu. Jako blank
byla pouzila reakéni smés bez enzymu a absorbance reak¢ni smési byla méfena béhem
10 min. v pravidelnych intervalech o délce 10 s. Teplota reakéni smési byla udrzovéna
pti 30 °C.

Aktivita AZmALDHI12 byla uréena pomoci rovnice 1 (viz. kapitola 3.4.10)
a ziskané hodnoty byly vyneseny do sloupcového grafu spolu s ur¢enymi smérodatnymi

odchylkami.
3.4.10 Stanoveni aktivity a kinetickych parametru

Aktivita enzymtl byla stanovovana spektrofometricky pomoci Warburgova optického
testu, v némz je sledovano zvySeni koncentrace NADH vznikajicitho enzymatickou

reakci. NADH mé absorbéni maximum pii vinové délce 340 nm (Tylichova et al.,
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2008).

Pti stanovovani saturacni kiivky pro substrat GRSAL v kyveté o objemu 2 ml
reak¢éni smés obsahovala 100 mmol-1" PPB pH 7,5; 2 mmol-1"' NAD"; 20-1000 pmol-1"
GRSAL; reakéni smés byla doplnéna destilovanou vodou na objem 2 ml. Reakce byla
startovana piidavkem enzymu o vhodné koncentraci a absorbance reakéni smési byla
méiena béhem 300 s v pravidelnych intervalech o délce 10 s. Jako blank byla pouzita
reakéni smés bez enzymu. BEhem méfeni byla teplota reakéni smési udrzovana pfi
30 °C.

Saturacni kiivka pro GSAL byla méfena na mikrotitracni desti¢ce, reagencie do
reakéni smési o objemu 0,2 ml byly pfidany pro stejné koncentrace jako pii méteni
se substratem GRSAL. Reakce byla startovana pfidavkem enzymu a absorbance reak¢ni
smési byla métena béhem 16 min. v pravidelnych intervalech o délce 20 s.

Pfi stanovovani satura¢ni kiivky pro koenzym NAD® reakéni smés obsahovala
100 mmol-1" PPB pH 7,5; 0,01-4 mmol-I"' NAD", 250 pmol-I" GRSAL. Reakéni smés
byla doplnéna destilovanou vodou na 2 ml. Reakce byla startovana pifidavkem enzymu
AZmALDH12. Jako blank byla pouzita reakéni smés bez enzymu.

Namétené hodnoty absorbance byly vyneseny do grafu zavislosti absorbance na case,
smérnice linedrni Casti této zavislosti byla vyuzita pii vypoctu specifické aktivity
enzymu podle vztahu (rovnice 1):

smérnice-V [l] 102 (1

specifickd aktivita| nkat/ mg|= S E—
m{mg|-&,,,[I'mol™ -cm™ "]

Smérnice je smérnice rovnice linearniho narlstu zvySujici se absorbance reakcni
smeési v zavislosti na Case, €34 je molarni absorbéni koeficient enzymu AZmALDHI12
pii vinové délce 340 nm (£340=6220 I'mol™"-cm™), m je hmotnost proteinu v kyveté, V je
objem reakéni smési.

Nameétené aktivity byly vyneseny do grafu zavislosti specifické aktivity na
koncentraci substratu, pfipadné koenzymu a pomoci nelinearni regrese za ptiblizeni dat
rovnici Michaelise—Mentenové byly v softwaru GraphPad Prism 5.0 vyhodnoceny
kinetické parametry Ky, a Vim spolu se smérodatnymi odchylkami.

V piipad¢ naméfené inhibice substratem byla data ve stejném softwaru vyhodnocena

nelinearni regresi podle vztahu (rovnice 2):
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1

v je pocatecni rychlost, Vin je limitni rychlost, [S] je koncentrace substratu, K., je

Michaelisova konstanta a K; je inhibi¢ni konstanta.
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4 VYSLEDKY

4.1 Optimalizace exprese

Exprese AZmALDH12 a jejich tii mutantnich forem byla ovéfena pomoci SDS-PAGE
elektroforézy. Podle sekvence ulozené v databazi by méla byt molekulovd hmotnost
(My) monomeru 60,3 kDa.

Z elektrofroferogramu (Obr. 9) je patrna pfitomnost exprimovanych proteina jak po
indukei 0,5 mmol-l" IPTG, tak i po afinitivni purifikaci s imobilizovanymi Co*" ionty.
Molekulova hmotnost (M) monomeru 56,5 kDa.

Na zékladé téchto vysledki je patrné, ze indukce exprese gentt AZmALDHI?2 i jejich

mutantnich forem a nasledna purifikace enzymt prob&hly tspésne.

My,

250 kDa

80 kDa

60 kDa
STkDe QD e e
50 kDa

40 kDa 2

30 kDa

25 kDa

Obr. 9 Elektroferogram na diikaz indukce exprese gend a purifikace. Do jamky 1 byl nanesen
marker. Do jamky 2 byl nanesen vzorek bunécné kultury pied spusténim exprese
kukuti¢né aldehyddehydrogenasy rodiny 12 (4ZmALDH12), do jamky 3 vzorek kultury
po spusténi exprese AZmALDHI2 a do jamky 4 vzorek purifikovaného proteinu po
zakoncentrovani. Ve stejném pofadi byly do jamek 5-7 naneseny vzorky E205A, do
jamek 8-10 vzorky C330A a do jamek 11-13 K329A. ZvétSeni fotografie je 1 : 1,2.
Vysvétlivky: C330A = AZmALDHI12 s nahrazenym cysteinem 330 za alanin; E205A =
AZmALDHI2 s nahrazenym glutamatem 205; K329A = AZmALDHI12 s nahrazenym
lysinem 329 za alanin; M,, = molekulova hmotnost.
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4.2 Gelova permeacni chromatografie

Na zéklad¢ retencniho objemu AZmALDHI12 (Obr. 10) byla stanovena jeji molekulova
hmotnost jako 232,34 kDa. Oligomerizacni status AZmALDHI12 byl zji§tén porovnanim

s predpokladanou hmotnosti monomeru podle sekvence v databazi jako homotetramer.
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) [ |
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Obr. 10 A) Chromatogram AZmALDHI12 zavislosti absorbance (A) roztoku latek pii vinové
délce 280 nm na elucnim objemu (V). Zjisténé hodnoty pro AZmALDH12 byly na ose
y posunuty o —0,1 pro vyssi piehlednost. Jako standardy byly pouzity tyreoglobulin
(669 kDa; pik a), hovézi y-globulin (158 kDa; pik b), kuteci ovalbumin (44 kDa; pik c),
konsky myoglobin (17 kDa; pik d) a vitaminu B12 (1,35 kDa; pik e). B) Kalibracni
ktivka standardd se zavislosti logaritmu jejich molekulové hmotnosti (logM) a podilu
eluéniho a mrtvého objemu (V/Vo).
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4.3 pH optimum

Ke stanovevni pH optima byla pouzita sada Britton-Robinsonovych pufrti o pH 6,6-9,5.
Nejvyssi aktivitu vykazovala AZmALDHI2 pii pH 7,74 (Obr. 11).

)

-
o
2

Relativni specificka aktivita (%
o
<

Obr. 11 Vysledky pH optima, vynesené v grafu zavislosti relativni aktivity (%) na hodnoté pH;
hodnoty aktivit byly porovnavany vzhledem k nejvyssi zjisténé aktivité.
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4.4 Teplotni stabilita

Teplotni stabilita byla méfena se vSemi Ctyimi rekombinantnimi proteiny v rozmezi
teplot 20-80 °C (Obr. 12). Byly staveny hodnoty T, pfi nichz dochazi k rozvolnéni
50 % struktury studované¢ho enzymu.

Hodnota T,, byla stanovena na 54,8 °C pro AZmALDHI12; 54 °C pro C330A;
54,7 °C pro E205A a 56,1 °C pro K329A.

25

——dZmALDHI2 54,8°C
E205A
K329A

—C330A

Prvni derivace CD [mdeg]

Teplota [°C]

Obr. 12 Vysledky termostability. V grafu jsou vyznaceny teploty, pii nichz byla zjisténa
denaturace poloviny struktury (T.). Vysvétlivky: C330A = AZmALDHI2 s
nahrazenym cysteinem 330 za alanin; dZmALDH12 = aldehyddehydrogenasa rodiny
12 ze Zea mays; E205A = AZmALDHI2 s nahrazenou glutamatem 205; K329A =
AZmALDH]12 s nahrazenym lysinem 329 za alanin.
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4.5 Substratova specificita

Substratova specificita byla stanovena se substraty (viz. Tab. 2) o koncentraci
1 mmol-1"". Porovnani specifickych aktivit s riiznymi aldehydy je vyneseno v grafu (Obr.
13); nejvyssi aktivitu vykazovala AZmALDHI12 se substratem GSAL, tato aktivita byla
vzata jako 100 % pro porovnani ostatnich aktivit.

Aminoaldehydy, pfirozené substraty aminoaldehydrogenas, nejsou AZmALDHI12
dobfe oxidovany. Alifatické aldehydy jsou AZmALDHI12 odbourdvany z 30 % vuci
GSAL (plati naptiklad pro hexanal).
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Obr. 13 Vysledky substratové specificity vztazené k nejvyssi primérné namétfené aktivité
AZmALDHI2 ziskané s glutamat-y-semialdehydem (GSAL). Vysvétlivky: APAL = 3-
aminopropinaldehyd, ABAL = 4-aminobutyraldehyd, GBAL = 4-guanidino-2-
propionaldehyd, AASAL = aminoadipadsemialdehyd, GRSAL = glutaratsemialdehyd.

38



4.6 Kineticka méreni

Kinetické parametry (K a Vim) byly stanoveny nejen pro AZmALDHI12, ale 1 pro jeji
dvé mutantni formy E205A a K329A. Specifickd aktivita mutatni formy C330A
s 1 mmolI" GSAL byla uréena jako 9,02:10° nkatmg"' , proto se d4 mutant C330A
povazovat za neaktivni a nebyl déle charakterizovan.

Saturaéni kiivky NAD" substraitem GRSAL a AZmALDHI12, E205A a K329A se
substraty GSAL a GRSAL jsou vyneseny v grafech na Obr. 14, vyhodnocené kinetické
parametry enzymu jsou shrnuty v Tab. 3. Hodnota K., pro NAD" se substratem GRSAL
byla stanovena jako (188,5+11) pmol-1" a Vi, jako (149+2,7) nkat-mg™ .

Zjisténa specificka aktivita s 1000 pmol-1"" GRSAL pfi méfeni s AZmALDH12 byla
stanovena jako 82 nkat-mg™; s E205A 1,49 nkat'mg™"a s K329A 12,8 nkat'mg.

Tab. 3 Tabulka zjisténych kinetickych parametrii enzymu. Vysvétlivky: C330A = AZmALDHI12
s nahrazenym cysteinem 330 za alanin; E205A = AZmALDHI12 s nahrazenym
glutamatem 205; GSAL=glutamat-y-semialdehyd; GRSAL = glutaratsemialdehyd;
K329A = ZmALDHI12 s nahrazenym lysinem 329 za alanin; AZmALDHI12 =
aldehydrogenasa rodiny 12 ze Zea mays.

GSAL GRSAL
Kn Viim Vi/Km Kn Viim Vim/Km
[umol-1"'] [nkatmg™] [umol-l']  [nkatmg™]
AZmALDHI12 262+25 410+£28 1,6 162+23 211+19 1,3
E205 111£16 2,7+0,23 0,02 39+0,12 2,240,21 0,06
K329A 1596+250 59+7,7 0,04 428426 24+2,7 0,06
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Obr. 14 Satura¢ni kiivky. A) Saturaéni kiivka NAD'. B), C) a D) Saturacni kiivky
aldehyddehydrogenasy rodiny 12 ze Zea mays (ZmALDH12), E205A a K329A se
substraty (GSAL) a glutaratsemialdehydem (GRSAL). Vysvétlivky: C330A =
ZmALDHI12 s nahrazenym cysteinem 330 za alanin; E205A = ZmALDHI2
s nahrazenou  glutamatem 205; GSAL=glutamat-y-semialdehyd; GRSAL =
glutaratsemialdehyd; K329A = ZmALDHI12 s nahrazenym lysinem 329 za alanin;
AZmALDH]12 = aldehydrogenasa rodiny 12 ze Zea mays.
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5 DISKUZE

Pomoci gelové permeacni chromatografie bylo zjiSténo, ze AZmALDHI2 se vyskytuje
v nativnim stavu jako homotetramer (223 kDa; 56,5 kDa monomer; Obr. 10 a Obr. 9),
coz je vsouladu s vysledky publikovanymi i pro jiné rostlinné ALDHI2, napf.
OsALDHI12 (240 kDa; 60,1 kDa monomer) (Forlani et al., 2015) a ALDH12 z brambor
(239 kDa; 59,9 kDa) (Forlani et al., 1997).

AZmALDHI12 je mitochondridlni enzym (Hare a Cress, 1997), pH matrixu
mitochodrie je ptiblizné 7,8 (Porcelli et al., 2005). Zjisténé pH optimum 7,74 pro
AZmALDHI12 je podobné namétenému pH optimu 8 pro hALDH4 (Forte-McRobbie
a Pietruszko, 1986) a ALDHI12 ze sazenic hrachu, kukufice, fazoli a dyné a brambor
(pH 7,3-8,3) (Forlani et al., 1997). Hodnoty pH optima pro ryZovou ALDHI2 jsou
oproti tomu vyrazné€ nizsi (pH 6,7) (Forlani et al., 2015).

AZmALDHI12 je pifi 54,8 °C z poloviny denaturovana. Mutanti E205A, K329A
a C330A nevykazuji vyrazné zmény v teplotni stabilité¢ ve srovnani s AZmALDHI2. Je
zfejmé, Ze tyto mutace nemaji vliv na stabilitu proteinu a Ze vyrazny pokles v aktivité je
zpuisoben absenci residua v aktivnim misté.

Z grafu substratové specificity (Obr. 13) je =zfejmé, Zze nejvyssi aktivitu
AZmALDHI12 vykazuje sGSAL. Aminoaldehydy (3-aminopropionaldehyd, 4-
aminobutyraldehyd, 4-guanidino-2-propionaldehyd) nejsou AZmALDHI2 u¢inné
pfeménovany; aktivita s 3-aminopropionaldehydem dosahovala 9,1 %. Stejné¢ jako
u hALDH4 (Forte-McRobbie a Pietruszko, 1986) nejsou dlouhé alifatické ftetézce
vhodnymi substraty pro AZmALDHI2. AZmALDHI12 podobné jako MmALDH4
(Pemberton a Tanner, 2013) dobfe oxiduje pétiuhlikaté substraty (GRSAL 62,9 %;
valeraldehyd 26,7 %), relativné vysoka aktivita byla zjisténa i s hexanalem (29,8 %),
jehoz tetézec je o uhlik del$i nez ptirozeny substrat GSAL. AASAL, pfirozeny substrat
pro rodinu ALDH7 (Koncitikova et al., 2015), je oxidovan jen z 6,4 % vici substratu
GSAL.

Pro stanoveni dal$ich kinetickych parametra byly pouzity substraty GSAL a GRSAL
a vysledky porovnany se tremi mutanty E205A, C330A a K329A (Obr. 15). Se vSemi
studovanymi rekombinantnimi enzymy byla pozorovana inhibice substratem. Inhibice
substratem je zndma 1 pro krysi ALDH4 (Wong et al., 1985) a hALDH4 (Small a Jones,
1990).

41



Enzymy zrodin ALDH4/ALDHI12 vykazuji vysokou miru odliSnosti mezi
jednotlivymi rostlinnymi druhy, co se namétenych kinetickych parametra tyc¢e. Hodnota
Kn =262 pmol'l'! stanovena pro GSAL je niz$§i nez hodnota K stanovené pro
OsALDHI12 (Km =358 umol-1!') (Forlani et al., 2015), krysi ALDH4 (Km =830
umol-I-'") (Wong et al., 1985) a bramborové ALDH12 (Km = 464 umol-I"") (Forlani et al.,
1997), ale zaroven vy$s$i nez hodnota K stanovené pro hALDH4 (Km = 170 pmol-1!)
(Small a Jones, 1990). Podobné hodnota Km = 162 pmol‘lI'! stanovena pro GRSAL je
vyS$§i nez hodnota K stanovené pro hALDH4 (K = 44 umol-1'") (Small a Jones, 1990).
Obecné plati, Ze enzymy rodin ALDH12/ALDH4 maji vyssi afinitu k substratu GRSAL
neZz GSAL. Pokud ale porovname relativni poméry Vim/Km , je patné, Zze GSAL je
lepSim substratem nez GRSAL (Tab. 3).

Aminokyseliny cystein a glutamat jsou napti¢ ALDH rodinami vysoce konzervovany
v aktivnim misté (Jones et al., 1987; Farrés et al., 1995; Riveros-Rosas et al., 2013). Pti
odstranéni residua Cys330 poklesla aktivita na 0,011 %, cystein 330 je tedy
katalytickym centrem AZmALDHI12 stejné jako cysteiny u hALDH4 (Srivastava et al.,
2012) nebo TtALDH4 (Inagaki ef al., 2006), nukleofilné napadajici substrat.

Po nahrazeni glutamatu 205 za alanin ztraci rekombinantni protein vodikovou vazbu
na aminoskupinu substratu GSAL. Tato mutace se projevuje vyrazné na rychlosti reakce

samotné (Vim = 2,2 nkat-mg™).
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Obr. 15 Model aktivniho mista hALDH4. Cerné jsou napsana residua aktivniho mista hALDH4,
fialové pak residua AZmALDH12, tcastnici se v aktivnim mistée stejné interakce.
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Lysin 329 tvofi vodikovou vazbu s karboxylovou skupinou substraitu GSAL
(GRSAL). V piipadé, ze lysin je nahrazen alaninem, substrat neni v aktivnim misté
stabilizovan, coZ potvrzuje vyS§i naméfend hodnota Km (Km GsaL=1596 umol-1";
KmGrsaL=427,7 umol-1").  Podobné je ziejmé i  zrychlosti  pfemény
(Vimosar= 23,6 nkatmg™; Vim crsar= 59,2 nkatmg™), ze mutant K329A nekatalyzuje
reakci se stejnou ucinnosti jako ptirozena AZmALDHI12.

Z porovnani relativnich pomért Vin/Kn je ziejmé, Ze GRSAL je lepSim substratem
nez GSAL pro oba mutanty E205A 1 K329A.

Na zakladé¢ naméfenych dat miizeme fict, Ze nejen cystein 330 je pro aktivitu
esencidlni residuum, ale i glutamat 205 a lysin 329 hraji dualezitou roli pii vazbé

substratu.
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6 ZAVER

Byla vypracovdna literarni reSerSe zadané problematiky, zahrnujici
metabolismus prolinu a jeho regulace, metabolismus argininu a enzymy ALDH4
a ALDHI12, piesngji jejich kinetické vlastnosti, substratovou specificitu,
mechanismus reakce a strukturu.

Enzym AZmALDHI2 1 jeji mutantni formy byly uspéSné exprimovany
v Escherichia coli a nasledné purifikovany afinitivni a gelovou permeacni
chromatografii.

Precisténé enzymy byly déle charakterizovany — bylo ur¢eno pH optimum
a teplotni stabilita, byla zméfena substratova specificita a byly stanoveny
kinetické parametry se substraity GRSAL a GSAL, s nimiZ studované enzymy
vykazovaly nejvyssi aktivitu.

Bylo zjisténo, ze cystein 330 je nezbytny pro katalyzu, nebot’ po jeho odstranéni
byly namétené aktivity téméf nulové. Pro katalyzu jsou dulezité i residua

glutamatu 205 a lysinu 329, ne vSak nezbytna.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ALDH
ALDH4
ALDHI12
AtALDHI2
BjPutA
BSA
C330A

E205A

EcPutA
GABA
GSAL
GRSAL
hALDH4
IPTG

KPB

LB
MmALDH4
K329A

kat
OsALDHI12
P5C
P5CDH
P5CS

P5CR

PPB

ProDH

psi

PutA

ROS
StPutA

Tm
TtALDH4
ZmALDHI12

aldehyddehydrogenasa

aldehyddehydrogenasa rodiny 4

aldehyddehydrogenasa rodiny 12

aldehyddehydrogenasa rodiny 12 z Arabidopsis thaliana
peptid ,,prolin utilization A z Bradyrhizobium japonicum
hovézi sérovy albumin

aldehyddehydrogenasa rodiny 12 ze Zea mays s nahrazenym
cysteinem 330 za alanin

aldehyddehydrogenasa rodiny 12 ze Zea mays s nahrazenym
glutamatem 205 za alanin

peptid ,,prolin utilization A*“ z Escherichia coli
y-aminomaselna kyselina

glutamat-y-semialdehyd

glutaratsemialdehyd

lidska aldehyddehydrogenasa rodiny 4
isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid

draselno-fosfatovy pufr

médium Luria-Bertani

mysi aldehyddehydrogenasa rodiny 4

aldehyddehydrogenasa rodiny 12 ze Zea mays s nahrazenym
lysinem 329 za alanin

katal, jednotka katalytické aktivity, 1 kat = 1 mol-s™
aldehyddehydrogenasa rodiny 12 z Oryza sativa
pyrrolin-5-karboxylat

pyrrolin-5-karboxylatdehydrogenasa
pyrrolin-5-karboxylatsyntasa

pyrrolin-5-karboxylatreduktasa

pyrofosfatovy pufr

prolindehydrogenasa

jednotka tlaku (,, pound per square inch“); 1 psi = 6894,76 Pa
peptid ,,prolin utilization A*

reaktivni formy kysliku

peptid ,,prolin utilization A* z Salmonella typhimurium
teplota tani enzymu

aldehyddehydrogenasa rodiny 4 z Thermus thermophilus
aldehyddehydrogenasa rodiny 12 ze Zea mays
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