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CILE PRACE

Vypracovani literarni reSerSe se zaméfenim na mech Physcomitrella patens,
nadrodinu rostlinnych aldehyddehydrogenas, rodinu rostlinnych
aldehyddehydrogenas 2 a metabolismus aldehydi

Mistné fizend mutageneze genu APpALDH2A, produkce mutantnich variant
v Escherichia coli a purifikace rekombinantnich proteint afinitni chromatografii

Charakterizace kinetickych a molekulovych vlastnosti mutantnich variant

APpALDH2A



1 UVOD

Aldehydy obsahuji siln¢ elektrofilni karbonylovou skupinu, diky niz patfi mezi vysoce
reaktivni molekuly vystupujici jako meziprodukty v metabolickych drahach.
Problémem se stava jejich nadmérné mnozstvi, které mize byt toxické. Z toho diivodu
existuje fada enzymi, zejména aldehyddehydrogenasy (ALDH). ALDH jsou NAD(P)*-
dependentni enzymy, které katalyzuji oxidaci aldehydické skupiny na skupinu
karboxylovou, metabolizuji tak Siroké spektrum alifatickych a aromatickych aldehydi
na jejich méné reaktivni formy. Hraji tak podstatnou roli v mnoha metabolickych
procesech.

Physcomitrella patens je prvni zeleny mech, jehoz genom byl kompletné
osekvencovan. Jedna se o modelovy organismus s jednoduchym a kratkym zivotnim
cyklem, u kterého pievlada haploidni faze, proto je vhodny ke genetickym
experimentim. Radi se mezi mechorosty, které jsou nejstar$imi suchozemskymi
rostlinami, a kromé mechu (Bryophyta) do nich spadaji také hleviky (Anthocerotophyta)
a jatrovky (Marchantiophyta). P. patens ma fylogeneticky vyznamnou pozici mezi
fasami a semennymi rostlinami, coz z n& vytvaii idealni organismus pro studium
evoluce ruznych druhti rostlin a jejich adaptace na suchozemské podminky.

Tato diplomové prace se zabyvé studiem aktivniho mista aldehyddehydrogenasy 2A
(ALDH2A) z P. patens, jez oxiduje alifatické a aromatické aldehydy. Mistné-fizenou
mutagenezi genu APpALDH2A bylo pfipraveno celkem osm mutantnich variant
(E174A, A223F, Y226A, Q248A, Q248E, Y348A, M353A a L511A), u kterych byla
bodovou mutaci nahrazena wurcitd aminokyselina v aktivnim mist¢ enzymu.
Tato rezdidua byla vybrana na zédkladé¢ analyzy dosud nepublikované krystalové
struktury enzymu. Na zaklad¢é struktury vazebného mista pro koenzym bylo vybrano
aminokyselinové reziduum Q248. Naslednym srovnanim pfirozené¢ a mutantni formy
1ze urcit tlohu konkrétnich aminokyselin v proteinu, které se podili na jeho kinetickych
vlastnostech. Mutantni varianty byly produkovany v bakterialnim expresnim systému
a purifikovany afinitni chromatografii. Dostatecna Cistota proteini byla potvrzena
pomoci SDS-PAGE a sekundarni struktura byla ovéfena cirkularnim dichroismem.
Spektrofotometricky byly testovany zmény v substratové specificité, teplotni stabilité

a kinetickych parametrech u jednotlivych mutantnich forem.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Physcomitrella patens
Physcomitrella patens neboli ¢epenka odstala je druhem zeleného mechu, ktery patii
do Celedi zkrutkovité (Funariaceae), fadu zkrutkotvaré (Funariales), tiidy mechy
(Bryopsida) a oddéleni mechorosty (Bryophyta). P. patens je Siroce rozsifen v mirném
podnebném pasu, zejména v Severni Americe a Evropé (véetné Ceské republiky),
ale také v Japonsku a jizni Australii. Jedna se o efemérni druh, jenZz se vyskytuje
predevsim v okoli vlhkych mist, jako jsou bfehy rybniki, jezer a fek (McDaniel et al.,
2010; Prigge a Bezanilla, 2010).

P. patens patfi mezi vyznamné modelové organismy. Jednd se o prvni mech
s kompletné osekvencovanym genomem (Rensing et al., 2008), ktery se vyuZziva
napiiklad ke studiu evoluce rostlin nebo biologickych procesit v rostlinach,

jako je sekundarni metabolismus ¢i mechanismus rezistence vuci stresu (Miiller et al.,

2016).

2.1.1 Zivotni cyklus

U rostlin dochazi ke stfidani generaci mezi diploidnim sporofytem a haploidnim
gametofytem. Na rozdil od cévnatych rostlin, u kterych ptevazuje sporofyt, jehoz funkci
je tvorba a distribuce spor, u mechl prevldda gametofyt. Jeho primarnim tkolem je
tvorba pohlavnich organt (Miiller et al., 2016).

P. patens ma jednoduchy a kratky zivotni cyklus (Obrazek 1). Faze gametofytu
za¢ind uvolnénim haploidni spory z tobolky. Spora za pfiznivych okolnich podminek
kli¢i ve vlaknité protonema (prvoklicek). Existuji dva typy protonematu. Prvnim je
chloronema, jehoz builky obsahuji velké mnozstvi chloroplasti. Druhym typem je
caulonema, tvorici del$i a uzsi buiky, které jsou na chloroplasty chudé. Protonema
se prodluzuji mitotickym délenim apikéalnich bunék a vétvi se délenim subapikalnich
bun¢k, coz vede k tvorbé pupenu, ktery vytvaii gametofor (rostlinku). Gametofor lze
rozdélit na utvary analogické s organy vyssi rostlin, a to rhizoidy (pfichytna vldkna),
kaluloid (lodyzka) a fyloidy (listky). Na gametoforech dochéazi k tvorbé gametangii
(pohlavnich orgédnil). Sam¢im gametangiem je antheridium neboli pelatka, produkujici
sam¢i pohlavni bunky, dvojbicikaté spermatozoidy. Samic¢im gametangiem je
archegonium neboli zarodecnik, produkujici samic¢i pohlavni builku, nepohyblivou

oosféru. Jeden gametofor produkuje jak samci, tak samici pohlavni bunky. Diky
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pritomnosti bicikd se spermatoziody ve vodnim prostfedi pohybuji k oosféfe a dochazi
tak koplozeni. Z haploidnich gamet vznika diploidni zygota, ¢imz zalina faze
diploidniho sporofytu. Sporofyt je formovan na vrcholu gametofytu, kde vyroste ve $tét
s tobolkou, kde se meidzou vytvaii spory. Zralé sporofyty se oteviraji prasknutim, ¢imz
dojde k uvolnéni spory a opakovani celého cyklu (Strotbek et al., 2013; Miiller et al.,
2016; Lang et al., 2018).

Side branch
f
!#‘l
;‘;i Bud
.'~'.-~£J I "'ﬁ, - -

/ 2 Chloronema 3 Caulonema

4 Gametophore

1 Spore

N

5 Gametophore with gametangia
6 Gametophore with mature sporophyte

Obrazek 1. Schéma Zivotniho cyklu P. patens. (1) Spora, (2, 3) protonema skladajici
se z chloronematu a caulonematu s pupenem, (4) gametofor, (5) gametofor s gametangii,
(6) gametofyt se sporofytem (pievzato z Lang et al., 2018).

2.1.2 Studium evoluce rostlin

Kolonizace sousSe rostlinami neboli terestrializace byla jednou z nejvyznamnéjSich
udalosti v oblasti historie Zivota na Zemi. Datuje se pfiblizné do dob ptred 450-480
miliony let. Tato udélost vedla k vyznamnym zménam prostiedi a iniciovala vyvoj
celého suchozemského ekosystému, vcetné suchozemskych organismi. K vyvoji
prvnich suchozemskych rostlin (Embryophyta) doslo ze zelenych ftas skupiny
Charophyta (Obrazek 2). Nejstar§imi ptidnimi rostlinami jsou mechorosty (Bryophyta),
do kterych patii hleviky, jatrovky a mechy. Z mechorostl se pozd¢ji vyvinuly cévnaté
rostliny (Tracheophytes), a tak nad haploidnim gametofytem zacal pievladat diploidni
sporofyt (Wellman et al., 2003; Bowman et al., 2017).
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P. patens se od jednobunéénych fas a kvetoucich rostlin oddélil pfed vice nez
400 miliony let a jeho pozice z hlediska fylogeneze z n¢j vytvaii idealni modelovy
organismus pro studium adaptaci rostlin spojenych s pfechodem z vody na sous, jako
jsou zmény zpusobené abiotickym stresem - nedostatek vody, sluneéni svit, vykyvy
teplot (Brocker et al., 2013). Mech snasi i vyschnuti (desikaci), ¢imz je oproti cévnatym
rostlinam dobfe adaptovan na nedostatek vody. Srovnavani genomu u riznych druhi
rostlin pfedstavuje rizné kroky evoluce a umoziuje rozliSovat rodiny geni, které jsou
vysoce konzervované, od novych genomovych rodin, které se vyvinuly procesem

adaptace.

Suchozemské rostliny
Zelené tasy Mechorosty Cévnaté rostliny

Mezostigmatophyceae
Chlorokybophyceae
Zygnematophyceae

¢ <« | Charophyceae

.32;‘% Semenné rostliny

v g

_ Chlorophyllophyceae
. Coleochaetophyceae

Obrazek 2. Fylogenetické vztahy zelenych rostlin. K vyvoji prvnich suchozemskych rostlin
doslo ze zelenych fas. Nejstar$imi pidnimi rostlinami jsou mechorosty, do kterych se fadi
hleviky, mechy a jatrovky. Poté doslo k vyvoji cévnatych rostlin. Na obrazku jsou vyznacené
dilezit¢ inovace gametofytu (Sed¢) a sporofytu (Cerné). (1) Mnohobunécnost,
(2) plasmodezmata, (3) apikalni rast, (4) rhizoidy, (5) 3D rast, (6, 7) spory a sporofyt,
(8) rozvétveni sporofytu, (9) axialni (osové) formy, (10) prevaha sporofytu, (11) Kofeny,
(12) listy. (13) axilarni (4zlabni) pupeny (pievzato a upraveno dle Harrison, 2017).
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2.2 Aldehyddehydrogenasy

Aldehyddehydrogenasy (ALDH, EC 1.2.1.3) jsou NAD(P)*-dependentni enzymy, které
oxidaci aldehydické skupiny na skupinu karboxylovou metabolizuji Siroké spektrum
alifatickych a aromatickych aldehydt na méné reaktivni formy. Hraji tak podstatnou roli
v mnoha metabolickych procesech. Redukované kofaktory (NADH/NADPH), vzniklé
pii reakcich katalyzovanych ALDH, slouzi k udrzovani redoxni rovnovahy v bunce.
Jejich struktura je typicky dimericka nebo tetramericka a sklada se ze tfi domén —
katalytické¢ (vézajici substrat), kofaktorové a oligomerizaéni domény. ALDH
se vyskytuji u vSech tfi taxonomickych domén (Archaea, Bacteria, Eukarya) a jsou
hojné¢ zastoupeny prakticky ve vSech druzich rostlin. Rostlinné ALDH se nachazeji
vriznych bunéénych kompartmentech, jako jsou mitochondrie, plastidy,
endoplasmatické retikulum, peroxisomy a mikrosomy, vcéetné cytosolu. Rostliny
a zivoc¢ichové, ackoli jsou evolu¢né velmi vzdaleni, sdili mnoho ALDH gent, které jsou
vysoce konzervované, rovnéz ale obsahuji ALDH geny, které jsou pro né unikdtni
(Steinmetz et al., 1997; Marchitti et al., 2008; Brocker et al., 2013).

Vasiliou et al. (1999) zalozil systém, podle kterého se ALDH vsech prokaryotickych
I eukaryotickych orgasmi déli do rodin ¢i podrodin na zakladé shodnosti
aminokyselinovych sekvenci proteint. Proteiny, jejichz sekvence se shoduji z vice nez
40 %, spadaji do stejné rodiny. Do stejné podrodiny se fadi proteiny s identitou
sekvenci nad 60 %. Zakladem nazvu je symbol ALDH, poté arabska Cislice oznacujici
rodinu, velké pismeno znalici podrodinu a ¢islo odpovidajici jednotlivému genu.
Soucasti nazvu je predpona, kterd se skladd z prvnich pismen latinského rodového
a druhového jména, vnémz byl dany gen (protein) identifikovan. V pifipadé genl
se nazev piSe kurzivou. Napiiklad PpALDH2A oznacuje aldehyddehydrogenasu
z rodiny 2, podrodiny A, z mechu Physcomitrella patens a PpALDH2A je gen, ktery ji
kéduje.

Na zéklad¢ podobnosti proteinovych sekvenci bylo dodnes klasifikovano 14 rodin
rostlinnych ALDH, mezi které patii: ALDH2, ALDH3, ALDHS5, ALDH6, ALDH7,
ALDH10, ALDH11, ALDH12, ALDH18, ALDH19, ALDH21, ALDH22, ALDH23
a ALDH24. Rodiny ALDH10, ALDH12, ALDH19, ALDH21, ALDH22, ALDH23
a ALDH24 jsou specifické pro rostliny, kdezto Kk ostatnim existuji sav¢i ortology
(Hou a Bartels, 2015). ALDH Arabidopsis thaliana byly popsany v Kirch et al. (2004),
Oryza sativa byla dokoncena v roce 2010 (Kotchoni et al.) a z mechu Physcomitrella
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patens a zelenych fas Chlamydomonas reinhardtii v roce 2009 (Wood a Duff). Celkovy
poc¢et ALDH gent se u danych druhii rostlin zna¢né 1isi (Tabulka 1), a bylo prokazano,
ze se s komplexnosti rostlin zvySuje. Mechy a cévnaté rostliny maji pfiblizné
dvojnasobny pocet ALDH genii ve srovnani S jednobunéénymi fasami (Brocker et al.,
2013).

Pocet genii nartstal po kolonizaci souse rostlinami. V mnoha piipadech dochazelo
k rozsifeni po¢tu gent, které je spojeno se zvySujici se slozitosti organismu. Obecné
prevladaly duplikace genii, ale dochéazelo také k subfunkcionalizacim (odliSenim funkce
nového genu od genu ancestralniho) a neofunkcionalizacim (nova funkce nového genu)
(Force et al., 1999).

Obecny katalyticky mechanismus (Obrazek 3) vychazi z krystalografickych struktur
ALDH (Marchitti et al., 2008). Navazanim kofaktoru dochazi ke konforma¢ni zméné
a aktivaci katalytického cysteinu, ktery je umistén v aktivnim misté. Katalyticky cystein
se chova jako nukleofil, napada aldehydickou skupinu substratu a vytvaii oxyanion
thiohemiacetalovy meziprodukt, ktery je stabilizovan pomoci dvou NH skupin
asparaginovych rezidui. Negativné nabity kyslik oxyanionového thiohemiacetalového
meziproduktu usnadiiuje pfenos hydridového anionu na koenzym (NAD* nebo NADP™),
ktery je tim redukovan a vznika thioacylenzymovy meziprodukt. Glutamat v aktivnim
misté se chova jako obecna baze, katalyzuje hydrolyzu thioacylového meziproduktu,
cozvede Kkuvolnéni oxidovaného substratu (karboxylova kyselina). Nakonec
od enzymu oddisociuje redukovany kofaktor. Aminokyselinova rezidua, nezbytna
pro vazbu kofaktoru akatalyzu, jsou ve struktufe ALDH vysoce konzervovana
(Perozich et al., 2001).

Tabulka 1. Pocet geni ALDH z rodiny 2 a v§ech ALDH genii identifikovanych u riiznych
druhi rostlin. ALDH mechu jsou zvyraznény tu¢né (pfevzato a upraveno dle Brocker et al.,
2013).

Druh Oddéleni ALDH?2 ALDH
Arabidopsis thaliana (husenicek rolni) Krytosemenné 3 16
Chlamydomonas reinhardtii Zelené tasy 1 9
Oryza sativa (ryze setd) Krytosemenné 5 20
Physcomitrella patens (¢epenka odstala) Mechorosty 2 21
Populus trichocarpa (topol chlupatoplody) Krytosemenné 4 26
Volvox carteri Zelené tasy 1 7
Zea mays (kukufice seta) Krytosemenné 6 22
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Obrazek 3. Obecné schéma mechanismu katalyzy ALDH. (1) Navazani koenzymu vedouci
k aktivaci katalytického cysteinu, (2) thiolova skupina atakuje karbonyl substratu,
(3) stabilizovany oxyanion thiohemiacetalovy meziprodukt, (4) pfesun hydridového anionu
na koenzym, (5) hydrolyza thioacylenzymového intermediatu katalytickym glutamatem,
(6) uvolnéni produktu a redukovaného koenzymu. ALDH - aldehyddehydrogenasa (pievzato
z Marchitti et al., 2008).

2.2.1. ALDH ve Physcomitrella patens

Moznost charakterizovat nové geny se dostavila s kompletnim osekvencovanim genomu
P. patens. P. patens ma mezi fasami a semennymi rostlinami fylogeneticky velmi
zajimavé postaveni, coz jej Cini dulezitym pro genomické analyzy slouzici
ke srovnavani evoluce ruznych druhti rostlin (Rensing et al., 2008). Wood a Duff
(2009) poprvé charakterizovali celkem 20 PpALDH genu, které rozdélili do deseti
rodin. Autofi uvadi, ze devét z deseti rodin, do kterych byly PpALDH rozclenény,
zahrnuji ALDH jak z vodnich, tak suchozemskych rostlin. Nov¢jsi studie, vytvorena
v roce 2013 (Brocker et al.), uvadi, Ze genom P. patens obsahuje 21 PpALDH gend,
které jsou rozdéleny do jedenacti rodin a c¢tyfi z nich (ALDH2, ALDH3, ALDH5
a ALDH11) zahrnuji vice jak jeden gen (Tabulka 2). V P. patens byly identifikovany
pouze dva geny ALDH2. Nové nalezenym genem je oproti piedchozim studiim
PpALDH18.

15



Tabulka 2.

Informace o genech a proteinech nadrodiny rostlinnych ALDH
identifikovanych v P. patens. Rodina ALDH2 je zvyraznéna tu¢né (pfevzato a upraveno
dle Brocker et al., 2013).

Rodina Nazev genu Jiny nazev NCBI ID NCBI ID proteinu  Pocet
genu AMK
2 ALDH2B1 Pp_Aldh2A 5930606 XP_001767457 553
ALDH2B2 Pp_Aldh2B 5948865 XP_001785650 535
3 ALDH3H1 Pp_Aldh3A 5928120 XP_001764841 492
ALDH3H2 Pp_AIldh3E 5943334 XP_001780129 583
ALDH3K1 Pp_Aldh3B 5920386 XP_001757163 497
ALDH3K2 Pp_Aldh3D 5930362 XP_001767194 485
ALDH3K3 Pp_Aldh3C 5933556 XP_001770374 467
5 ALDH5F1 Pp_Aldh5B 5916037 XP_001752876 492
ALDH5F2 Pp_Aldh5A 5943671 XP_001780466 498
6 ALDH6B1 Pp_Aldh6A 5920495 XP_001757403 574
7 ALDH7B4 Pp_Aldh7A 5941578 XP_001778351 511
10 ALDH10A1  Pp_Aldh10A 5919866 XP_001756623 559
11 ALDH11A5 Pp_AldhllE 5935487 XP_001772261 504
ALDH11A1  Pp_Aldhl1A 5928282 XP_001765101 503
ALDH11A2  Pp_AldhllB 5918399 XP_001755163 496
ALDH11A3  Pp_Aldh11D 5916920 XP_001753784 496
ALDH11A4  Pp_Aldh1lC 5923860 XP_001760657 496
12 ALDH12A1  Pp_Aldh12A 5923366 XP_001760169 571
18 ALDH18B1 - 5919578 XP_001756289 757
21 ALDH21A1  Pp_Aldh21A 5932362 XP_001769187 497
23 ALDH23A1  Pp_Aldh23A 5918738 XP_001755511 494
2.2.2 ALDH2

Rodina rostlinnych ALDH2 (EC 1.2.1-) zahrnuje mitochondrialni (mtALDH2)
a cytosolické (cALDH?2) izoformy, které se déli do dvou podrodin - ALDH2B
a ALDH2C. Strukturné se jedna o homotetramery, které jsou typické svou relativné
Sirokou substratovou specifitou (Marchitti et al., 2008). S lidskou ALDH2 (HSALDH2),
ktera patii do podrodiny ALDH2A, sdileji asi 54 - 63 % aminokyselinové sekvence.
HSALDH2 figuruje v metabolismu ethanolu, kde katalyzuje pfeménu acetaldehydu
na acetat (Klyosov, 1996; Koncitikova et al., 2015).
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Geny ALDH2 byly studovany u mnoha rostlinnych druhid. V kukufici byly prvni
nalezené ALDH2 geny popsany jako geny obnovujici fertilitu - RF2 (RF - fertility
restorer) (Cui et al., 1996; Liu et al., 2001). Liu et al. (2001) prokazali, ze RF2 (pozdg&ji
nazvan RF2A) je mtALDH2. V kukufici byly identifikovany celkem 2 geny - RF2A
aRF2B, kter¢ koduji homotetramerni mtALDH. Kinetickd méfeni prokézala,
ze proteiny RF2A a RF2B maji zcela odliSnou substratovou specifitu. RF2A oxiduje
Sirokou Skalu alifatickych a aromatickych aldehydt, kdezto RF2B oxiduje pouze
alifatické aldehydy s kratkym fetézcem (Liu a Schnable, 2002). Jiné dva mtALDH2
geny se hojné vyskytuji v kvétenstvi (lata) ryze O. sativa (Nakazono et al., 2000).
U tabaku Nicotiana tabacum se dvé mtALDH2 akumuluji v reprodukénich orgénech
apodileji se na vyvoji pylu (op den Camp a Kuhlemeier, 1997). MtALDH2 také
mizeme najit u A. thaliana (Skibbe et al., 2002). Long et al. (2009) charakterizovali
MtALDH2 z  hlediku  vétsiho  (Antirrhinum  majus), ktera  vykazuje
benzaldehyddehydrogenasovou aktivitu. Hlavni funkci vSech rostlinnych mtALDH2
je katalyza konverze acetaldehydu, ktery je produkovan pii fermentaci ethanolu
na acetat (Obrazek 4), ktery je dale vyuzivan na syntézu acetyl-CoA a obchazi tak
enzym pyruvatdehydrogenasu (Nakazono et al., 2000; Wei et al., 2009).
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Obrazek 4, Konverze acetaldehydu, 3-methyl-2-butenalu, benzaldehydu,
coniferylaldehydu asinapaldehydu katalyzovana rostlinnymi ALDH2 (pievzato
z Koncitikova et al., 2015). Substraty, které jsou oznaceny hvézdickou, byly potvrzeny in vivo
(Nair et al., 2004; Long et al., 2009; Wei et al., 2009; Mittasch et al., 2013).
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Cytosolickda ALDH2C4 byla popsana u A. thaliana a Brassica napus (brukev fepka).
Je kodovana genem refl (sniZena epidermalni fluorescence 1) a oxidaci
coniferylaldehydu a sinapaldehydu in vivo, které vznikaji ve fenylpropanoidové draze,
se tak podili na biosyntéze ferulové a sinapové kyseliny, které hraji vyznamnou roli
pii tvorbé estert ferulatu a sinapatu. Tim je tato CALDHZ2 spojena se syntézou bunécéné
stény a lignifikaci (Obrazek 4). Nair et al. (2004) prokazali, ze refl mutantni rostliny
maji redukované hladiny ferulatovych esteri v bunééné sténé, a to az o 50 %
ve srovnani s wild-typem (WT). Tito mutanti vykazovali snizeni aktivity
sinapaldehyddehydrogenasy na 20 % oproti WT. Byl vytvofen fahl mutant, ktery
postrada gen kodujici ferulat-5-hydroxylasu (ta je zapotiebi k syntéze esteri sinapové
kyseliny) a nehromadi metabolity kyseliny sinapové (Chapple et al., 1992; Meyer et al.,
1996), ale bylo zjisténo, ze akumuluje stopova mnozstvi feruloylmalatu (Hemm et al.,
2003). Dale byly analyzovany extrakty z listd dvojitétho mutanta fahl refl a bylo
zjisténo, Ze neobsahuji zadny feruloylmalat (Nair et al., 2004). Tyto experimenty
potvrdily, Zze refl je nezbytny pro syntézu esterd sinapové a ferulové kyseliny, které
se podileji na tvorbé bunécné stény (Grabber et al., 2000). Nair et al. (2004) analyzovali
I dalsi rostliny, jako jsou N. tabacum a Raphanus sativus (fedkev seta), aby potvrdili
jejich  schopnost syntézy ferulové a sinapové kyseliny 2z coniferylaldehydu
a sinapaldehydu.

Koncitikova et al. (2015) analyzovali ¢tyfi kukufiéné cALDH2 izoformy (RF2C,
RF2D, RF2E a RF2F) a studovali jejich kinetické vlastnosti S riznymi aldehydy.
Nejlepsimi substraty pro RF2C byly hexanal a cinnamaldehyd, zatimco enzymy RF2D
a RF2E preferovaly p-anisaldehyd a benzaldehyd. Zbyvajici enzym RF2F piednostné
oxidoval fenylacetaldehyd. Aromatické aldehydy patfily obecné mezi dobré substraty.
Benzaldehyd a fenylacetaldehyd, tékavé slouceniny, odpovédné za typickou vini
Petunia hybrida (petinie zahradni), pochazi z fenylalaninu, ktery muze vznikat
Sikimatovou drahou (Tzina Galili, 2010). cALDH2 izoformy vykazovaly aktivity
i s coniferylaldehydem a sinapaldehydem, které vznikaji fenylpropanoidovou drahou,
ktera vede k mnoha sekundarnim metabolitim, jako jsou na ptiklad monolignol (soucést
biosyntézy ligninu), chalkony, kumariny a flavonoidy. Pti tvorbé monolignolu vznikaji
meziprodukty - kyselina kavova, ferulova a sinapova. Koniferylaldehyd a sinapaldehyd
byly diive prokazany jako in vivo substraty pro ALDH2C v A. thaliana a B. napus (Nair
et al., 2004; Mittasch et al., 2013).
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Krystalové sktruktury dvou kukufi¢nych CALDH2 - RF2C a RF2F jiz byly vyteseny
(Koncitikova et al., 2015) a vyznamné se mezi sebou lisi (Obrazek 5). Misto pro vazbu
substratu RF2C je tizké a tvofené klastrem aromatickych aminokyselin (Y171, F178,
FA58 a F460) a dalsimi nepoldrnimi rezidui, jako jsou I302, V304, M175 a T297.
Vazebné misto u RF2F je $irsi kvuli pfitomnosti mensich aminokyselin V192 a M477,
které odpovidaji aromatickym zbytkim F178 a F460 u RF2C. Pravé tento fakt
pravdépodobné vede k slab§im nepolarnim interakcim mezi RF2F a nepolarnimi
riznymi substraty, coz se projevuje vysokymi hodnotami Km. Rezidua aktivnich mist
RF2D a RF2E se nelisi, a proto maji podobné kinetické vlastnosti. Model RF2E byl
vytvofen podle ptedlohy RF2C za vyuziti SWISS-MODEL serveru k modelovani
homolognich struktur proteintt (https://swissmodel.expasy.org/). Kavita pro vazbu
substratu je v pfipadé¢ RF2E mirné §irsi kvili pfitomnosti L177 (P178 u RF2C). Pouze
RF2C obsahuje T297, zatimco dalsi tii izoformy maji ve stejné pozici fenylalanin. T297
zabird méné prostoru a muze byt dilezity pro plasticitu a specifitu vazby substratu

(Konc¢itikova et al., 2015).
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Obrazek 5. SloZeni aktivnich mist kukufi¢nych cALDH2. (A) Pohled shora na misto
pro vazbu substratu RF2C. Rezidua jsou zobrazena ve svétle hnédém zbarveni a popsana
oranzoveé. Rezidua RF2F jsou tmavé hnéda a &islovani aminokyselin je uvedeno v zavorkach.
(B) Slozeni aktivniho mista RF2E (modra), vytvoteného pomoci modelovaciho serveru SWISS-
MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) a RF2C (svétle hnédd) jako templatu (pievzato
z Kon¢itikova et al., 2015).
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Fylogenetické analyzy ukazuji (Obrazek 6), ze kukuficné RF2A a RF2B patii
do podrodiny ALDH2B, ktera se sklada z mtALDH2 O. sativa, A. thaliana, N. tabacum,
véetné BALDH A. majus a dalsich. Zbyvajici ¢tyfi enzymy RF2C, RF2D, RF2E a RF2E
sdileji asi 70% sekvenéni identitu a fadi se do podrodiny ALDH2C, C¢itajici Eleny
cALDH2 v¢etn¢ ALDH2C4 (nazyvand sinapaldehyddehydrogenasa nebo
coniferylaldehyddegydrogenasa) z A. thaliana. Ryze a dalsi jednod€lozné rostliny
obsahuji dva geny kodujici mtALDH2 izoformy a rizny pocet gent, které koduji
izoformy cALDH2 (Kon¢itikova et al., 2015).
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Obrazek 6. Fylogeneticky strom studovanych rostlinnych ALDH2. Fylogeneticky strom
znazornujici piibuznost kukufiénych ALDH2 s jinymi ALDH ze stejné rodiny. Schéma bylo
vytvofeno programy MUSCLE v3.8 (Edgar, 2004), Gblocks (Castresana, 2000) a PhyML v3.0
(Guindon a Gascuel, 2003). Byly vybrany sekvence diive studovanych ALDH2, mezi které patii
Antirrhinum majus (FJ151199), Arabidopsis thaliana (At3g48000, At1g23800 a At3g24503),
Brassica napus (FN995990 a FN995991), Homo sapiens (AY621070), Hordeum vulgare
(BAB62757), Nicotiana tabacum (CAA71003), Oryza sativa (0s06915990, 0s02g49720,
0Os01g40860, 0s01g40870 a 0s06939230), Physcomitrella patens (XP_001767457
a XP_001785650), Rattus norvegicus (P11884), Sorghum bicolor (BAB92019), Vitis
pseudoreticulata  (DQ150256), Setaria italica (XM_004953741, XM_004965148,
XM_004965940, XM_004968994 a XM_004968990) (ptevzato z Koncitikova et al., 2015).
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2.3 Aldehydy

Aldehydy jsou organické slouCeniny, které obsahuji siln¢ elektrofilni karbonylovou
skupinu, diky niz patii mezi vysoce reaktivni molekuly. Vystupuji jako meziprodukty
v mnoha metabolickych drahach a na biologické systémy mohou pusobit rizné
(Vasiliou et al., 1999). Vysoka reaktivita aldehydu, zejména se slou¢eninami
se sulfanylovou a aminoskupinou, mize mit cytotoxické, mutagenni nebo karcinogenni
ucinky, a proto je tfeba aldehydy metabolizovat na méné reaktivni formy (Vasiliou
a Nebert, 2005). K tomu existuje fada enzymu, mezi které¢ patii naptiklad ALDH
a aldehydoxidasy (AOX, EC 1.2.3.1).

Nékteré aldehydy, Ucastnici se biologickych, fyziologickych a farmakologickych
procest, mohou byt velmi diilezité. Naptiklad retinal, ktery je nezbytny pro zrak a jehoz
oxidacni produkt - kyselina retinova slouzi jako ligand pro receptory, které
zprostiedkovavaji genovou expresi pro rust a vyvoj organismu. Nebo také v-
aminobutyraldehyd, ze kterého vznika kyselina y-aminomaselna, ktera slouzi jako
dulezity neurotransmiter (Vasiliou a Nebert, 2005).

Aldehydy mohou byt endogenniho nebo exogenniho ptivodu. K syntéze endogennich
aldehydi dochdzi vcel¢ tadé¢ metabolickych drah, naptiklad pifi metabolismu
aminokyselin, sacharidd, lipidi, biogennich amint, vitamini a steroidu (Vasiliou
a Nebert, 2005). Exogenni aldehydy vznikaji pifi metabolismu xenobiotik,
biotransformacemi drog, 1é¢iv (cyklofosfamid, ifosfamid) nebo latek z Zivotniho
prostiedi, jako je smog, vyfukové plyny vozidel, cigaretovy kouf, pesticidy nebo
potravinatska barviva (Singh et al., 2013).

2.3.1 Biosyntéza aldehydu
2.3.1.1 Lipidova peroxidace

V soucasnosti je peroxidace lipidi (oxida¢ni degradace lipidll) povazovana
za komplexni proces, ktery zahrnuje oxida¢ni poskozeni bunéénych struktur a toxicitu
vedouci ke smrti bunék. Lipidova peroxidace muize byt neenzymatickd, iniciovana
ptitomnosti molekularniho kysliku, a enzymaticka, ktera je katalyzovana rodinou
lipoxygenas (LOX, EC 1.13.11.12). Tyto procesy vytvaii vice nez 200 druhi aldehydd,
z nichz mnohé jsou vysoce reaktivni a toxické. Snadno tvori adukty s fyziologicky

dilezitymi nukleofily, poskozuji proteiny a mohou modifikovat aminokyselinova
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rezidua, ¢imZz dochdzi ke zméndm v jejich biologické funkci nebo dokonce uplné
inaktivaci (Brocker et al., 2013; Singh et al., 2013).

V rostlindch dochézi vlivem stresovych podminek (jako je sucho, zasoleni pudy,
pfitomnost tézkych kovu aj.) K produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), mezi nez
patfi hydroxylovy, hydroperoxilovy, peroxilovy a superoxidovy radikal. Tyto radikaly
zpusobuji oxidativni degradaci lipidovych membran (Piterkova et al., 2005). Lipidova
peroxidace je iniciovana radikalem R, ktery napada polynenasycenou mastnou kyselinu
v misté¢ methylenové skupiny sousedici s dvojnou vazbou (Obrazek 7). Tim dojde
k oddéleni vodiku a vzniku radikalu na nenasyceném fetézci. V uhlovodikovém fetézci
dochazi k pteskupeni elektronii a vznikd konjugovany dien, ktery reaguje
s molekularnim kyslikem za vzniku peroxylového radikalu. Peroxylovy radikdl ma
schopnost reagovat s dal§imi molekulami polynenasycenych mastnych kyselin a sebe
preménovat na hydroperoxid. Hydroperoxidové meziprodukty mohou byt redukovany
pomoci kovovych iontl na alkoxylové radikaly, které se rozkladaji na velké mnozstvi
nebezpe¢nych produkt, mezi které patii pravé aldehydy, zejména hexanal, nonanal, 4-

oxononenal a 4-hydroxynonenal (Marnett, 1999; Brocker et al., 2013).

1L S g Sy

R-H

Obrazek 7. Schéma pocateénich reakci neenzymatické lipidové peroxidace.
(1) Polynenasycena mastna kyselina reaguje s radikalem, (2) lipidovy radikal, (3) konjugovany
dien, (4) vstup molekularniho kysliku za vzniku peroxylového radikalu, (5) hydroperoxidovy
produkt (upraveno dle Marnett, 1999).

22



Metabolismus polynenasycenych mastnych kyselin, na kterém se podileji LOX,
je souhrnem reakci, které jsou nazyvany lipoxygenazovou drahou. LOX katalyzuji
oxidaci polynenasycenych mastnych kyselin, jako je kyselina linolova a linolenova.
Kyselina linolenova je oxidovana bud’ na atomu uhliku 9 nebo v poloze 13
uhlovodikové kostry mastné slouceniny, coz vede ke dvéma skupinam sloucenin - 9(S)-
hydroperoxy- a 13(S)-hydroperoxyderivatim mastnych kyselin, které jsou dale
metabolizovany za vzniku tékavych sloucenin (Obrazek 8). Hydroxyperoxylyasa
pievadi oba typy derivati hydroperoxidovych mastnych kyselin na aldehydy. Vznikaji
tak nasycené i nenasycené aldehydy, které jsou obvykle syntetizovany v zelenych
organech rostlin v reakci na zranéni. Tyto tékavé slouceniny davaji ovoci a zeleniné

jejich charakteristickou vuni (Feussner et al., 1997; Dudareva et al., 2013).
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Obrazek 8. Biosyntéza nékterych alifatickych aldehydi. Kyselina linolenova vstupuje
do lipoxygenazové drahy, postykuje 9(S)-hydroperoxy- a 13(S)-hydroperoxy meziprodukty,
které jsou pomoci hydroxyperoxylyas pievadény na tékavé latky. (13-LOX) 13-lypoxygenasa,
(13-HPL) 13-hydroxyperoxylyasa, (9-LOX) 9-lipoxygenasa, (AAT) alkoholacyltransferasa,
(ADH) alkoholdehydrogenasa, (ISO) isomerasa (ptevzato z Dudareva et al., 2013).
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2.3.1.2 Katabolismus polyamini

Polyaminy jsou skupinou alifatickych amint, které se nachazeji Vv prokaryotickych
I eukaryotickych bunkach. V rostlinnych bunikach se nejhojnéji vyskytuji diamin
putrescin, triamin spermidin a tetramin spermin, a to jak v cytoplazmé, tak v organelach
(mitochondrie, chloroplasty, vakuoly). Mezi méné znamé rostlinné polyaminy patii
kadaverin, ktery se vyskytuje zejména v lusténinach. Polyaminy se podileji
na fyziologickych procesech, jako je diferenciace a proliferace bun¢k nebo
na obrannych mechanismech (Yoshimoto et al., 2016).

Katabolismus polyamini probihd oxida¢ni deaminaci za katalyzy aminoxidas,
produkty téchto degradaci jsou aldehydy. U rostlin se jedna o dvé skupiny enzymi —
aminoxidasy obsahujici méd’ (CAO, EC 1.4.3.22, diive EC 1.4.3.6) a polyaminoxidasy
obsahujici flavinovy konezym (PAO, EC 1.5.3.14) (Kope¢ny et al., 2013). CAO
katalyzuji oxidaci primdrnich aminoskupin diaminti a polyamint, kdezto PAO putisobi
na sekundarni aminoskupiny substratii. CAO byvaji nazyvany také jako diaminoxidasy
(DAO), protoze k jejich nejb&zngjsim substratim patii diaminy (Sebela et al., 2000).
Nejvyznamnéjsimi substraty CAO jsou putrescin a kadaverin. Oxidaci putrescinu
vznikd 4-aminobutanal (ABAL), ktery samovolné cyklizuje na Al-pyrrolin, kdezto
kadaverin poskytuje 5-aminovaleraldehyd (AVAL) cyklizujici na Al-piperidin
(Kopeény et al., 2013). Sav¢i PAO katalyzuji transformaci sperminu na spermidin
a spermidinu na putrescin a 3-aminopropanal (APAL). Naopak rostlinné a bakterialni
PAO katalyzuji pfeménu spermidinu a sperminu na ABAL, 1-(3-aminopropyl)4-
aminobutanal a 1,3-diaminopropan (DAP) (Sebela et al., 2001).

2.3.1.3 Usti‘edni metabolické drahy

U rostlin, bakterii a hub je ustfedni metabolickou drahou vzniku aromatickych latek
Sikimatova draha (Obrazek 9), ktera prevadi primarni metabolity — fosfoenolpyruvat
a erythrosa-4-fosfat na $ikimat a chlorismat. Biosyntéza chlorismatu probiha v sedmi
krocich a je lokalizovana v chloroplastech. Ustfednim enzymem této drahy je 3-deoxy-
D-arabinoheptulosonat-7-fosfatsyntasa (DAHP), ktera katalyzuje kondenzaci erythrosa-
4-fosfatu a fosfoenolpyruvatu na 3-deoxy-D-arabinoheptulosonat-7-fosfat. Produktem
dalSich reakci je Sikimat, jenz muize déale pokracovat v Sikimdtové draze nebo
poskytovat fenolové kyseliny, jako je kyselina gallova nebo protokatechova. Sikimatova

draha déale vede k chlorismatu, ktery slouzi jako prekurzor pro aromatické
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aminokyseliny (fenylalanin, tyrosin a tryptofan) a fenolové kyseliny (4-
hydroxybenzoova, gentisova a salicylova) (Herrmann, 1995; Mustafa a Verpoorte,
2005).

Erythrose- 4 phosphate
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Obrazek 9. Sikimitova draha. Ustfedni metabolickd draha vedouci k aromatickym
aminokyselinam. (1) 3-deoxy-D-arabinoheptulosonat-7-fosfatsyntasa, (2) chlorismatmutasa,
(3) prefenatdehydratasa, (4) fenylalaninaminotransferasa (ptevzato z Kloosterman et al., 2003).

Na Sikimatovou drdhu navazuje drdha fenylpropanoidova (Obrazek 10), ve které je
fenylalanin dale metabolizovan na benzenové a fenolové slou€eniny. Prvnim krokem je
deaminace  fenylalaninu za  vzniku  kyseliny trans-skoficové  enzymem
fenylalaninamoniaklyasou - PAL. Jestlize je prekurzorem tyrosin, tak vznika p-
kumarova kyselina za ucasti enzymu tyrosinamoniaklyasy - TAL. Kyselina skoficova je
enzymem cinnamat-4-hydroxylasou pievedena na kyselinu p-kumarovou a dale na p-
kumaroyl-CoA enzymem p-kumaroyl-CoA-ligasou, kde se tato cesta vétvi. Pisobenim
chalkonsyntasy vznikd flavonoidni skelet vedouci k anthokyaninim. Dalsi dvé vétve
sméfuji ke tfem monolignolim (p-hydroxyfenyl lignin, syringyl lignin, guaiacyl lignin)

- esencidlnich prekurzori pro syntézu ligninu. Ligniny jsou aromatickymi
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heteropolymery, které¢ jsou zabudovany do bunécénych stén rostlinnych bunék, ¢imz
zajistuji mechanickou oporu. p-Kumaroyl-CoA je tadou reakci pfeveden na cafeoyl-
CoA, ktery je metylovan na feruoyl-CoA, z né¢hoz redukci vznika coniferylaldehyd.
Jeho hydroxylaci a metylaci v poloze 5 vznika sinapaldehyd.
Cinnamylalkoholdehydrogenasa je schopna katalyzovat pfeménu obou aldehydi
na prislusné alkoholy - coniferyl- a sinapalkohol, které patii mezi monomerni jednotky

ligninu (Peng et al., 2008; Dudareva et al., 2013).
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Obrazek 10. Fenylpropanoidova draha. Metabolickd draha vedouci k syntéze anthokyanini
a monolignolt, na jejimZ spojeni se nachazi p-kumaroyl-CoA. Coniferyl- a sinapaldehyd slouzi
jako prekurzory pro syntézu ligninu. (PAL) fenylalaninamoniaklyasa, (C4H) cinnamat-4-
hydroxylasa, (4CL) p-kumaroyl-CoA-syntasa, (CHS) chalkonsyntasa, (CHI) chalkon-
flavanonisomerasa, (F3H) flavanon-3-hydroxylasa, (F3'H) flavanon-3'-hydroxylasa, (DRF)
dihydroflavanon-4-reduktasa, (ANS) anthocyanidinsynthasa, (AGT)
anthocyaninglykosyltransferasa, (HCT) hydroxycinnamoyl-
CoA:sikimathydroxycinnamoyltransferasa, (C3H) p-kumarat-3-hydroxylasa, (CCoAOMT)
cafeoyl-CoA-3-O-methyltransferasa, (CCR) cinnamoyl-CoA-reduktasa, (F5H) ferulat-5-
hydroxylasa, (COMT) -cafeoyl-O-methyltransferasa, (CAD) cinnamylalkoholdehydrogenasa
(ptevzato z Peng et al., 2008).

Kyselina skoficovd muize byt rovnéZ prekurzorem pro slouceniny benzenu
(Obrazek 11), které mohou vznikat CoA-dependentni f-oxidaci, lokalizovanou
Vv peroxisomu, ktera je analogicka k f-oxidaci mastnych kyselin. Tato cesta zahrnuje

aktivaci kyseliny skoficové enzymem cinnamoyl-CoA-ligasou na esterovou formu
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cinnamoyl-CoA, nasledovanou hydrataci na 3-hydroxy-3-fenylpropionylCoA a oxidaci
na 3-oxo-3-fenylpropionylCoA, jejiz kone¢nym $tépenim dochazi ke vzniku benzoyl-
CoA. Alternativni drahou muze z fenylalaninu vznikat benzaldehyd, ¢emuz ptedchazi
hydratace kyseliny skoficové na 3-hydroxy-3-fenylpropionovou kyselinu (Boatright
et al., 2004).
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Obriazek 11. Vznik nékterych aromatickych aldehydu. Vychozi latkou je fenylalanin, ktery
je fadou rtznych reakci pfeménen na cinnamaldehyd, benzaldehyd a coniferylaldehyd,
prekurzor sinapaldehydu. Peroxisomalni (modré pozadi) a alternativni cesta vedou Kk tvorbé
kyseliny benzoové. Prerusované Sipky znazornuji kroky, které nebyly doposud ptesné popsany,
skladané Sipky vicekrokové reakce. Fialovym pozadim jsou oznaCeny t¢kavé slouceniny.
(AADC) aromaticka-L-aminokyselinadekarboxylasa, (BA) kyselina benzoova, (BA-C0A)

benzoyl-CoA, (BAlc) benzylalkohol, (BAId) benzaldehyd, (BALDH)
benzaldehyddehydrogenasa, (BB) benzylbenzoat, (BPBT) benzoyl-CoA-
benzylalkoholbenzoyltransferasa / 2-fenylethanolbenzoyltransferasa, (BSMT)

benzoylkarboxymethyltransferasa / salicylkarboxymethyltransferasa, (CA) kyselina skoficova,
(CA-CoA) cinnamoyl-CoA, (CFA) kyselina kavova, (CFA-CoA) kafeoyl-CoA, (CFAT)
koniferylalkoholacetyltransferasa, (C3H) p-kumarat-3-hydroxylasa, (C4H) cinnamat-4-
hydroxylasa, (CCoAOMT) cafeoyl-CoA-3-O-methyltransferasa, (ConA) koniferylalkohol,
(ConAc) koniferylacetat, (4CL) 4-kumaroyl-CoA-ligasa, (CNL) cinnamoyl-CoA-ligasa, (EGS)
eugenolsyntasa, (Eug) eugenol, (FA) ferulova kyselina, (FA-CoA) feruloyl-CoA, (IEug)
isoeugenol, (IEMT) isoeugenol-O-methyltransferasa, (IGS) isoeugenolsyntasa, (3H3PP)
kyselina 3-hydroxy-3-fenylpropionova, (3H3PP-CoA) 3-hydroxy3-fenylpropionyl-CoA, (KAT)
3-ketoacyl-CoA-thiolasa, (MeCA) methylcinnamat, (MB) methylbenzoat, (303PP-CoA) 3-0xo0-
3-fenylpropionyl-CoA, (OMT) O-methyltransferasa, (PAAS) fenylacetaldehydsynthasa, (PAL)
fenylalaninamoniaklyasa, (pCA) kyselina p-kumarova, (pCA-CoA) p-kumaroyl-CoA, (PEB)
fenylethylbenzoat, (PhA) fenylacetaldehyd, (Phe) fenylalanin, (PhEth) 2-fenylethanol, (PhEthA)
fenylethylamin (pfevzato z Duderava et al., 2013).
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2.4 Kineticka méreni vyuzivajici NAD

Enzymova aktivita je definovana jako rychlost katalyzované reakce a zakladni
jednotkou je katal. 1 katal udava mnozstvi enzymu, které katalyzuje pfeménu 1 molu
substratu za 1 s. Enzymova aktivita byla v této praci méfena na zakladé¢ Warburgova
optického testu (Awal et al., 1997). Pii reakci dochazi soucasné k oxidaci substratu
aredukci kofaktoru (NAD® na NADH + HY) (Obrazek 12). Pfeména koenzymu
(substratu) je sledovana v Case a stanovena spektrofotometricky pfi 340 nm. Vznik
redukované formy je doprovdzen zménou absorpéniho maxima pfi 340 nm, zatimco
vychozi NAD" ma absorpéni maximum pii 260 nm. Aktivitu enzymu lze vypoditat dle

VZOorce:

_ AA3z4o ) 40
WO = F ) TT mol T em ) L em)

kde AAz4o je zména absorbance pti 340 nm, At je reakéni ¢as, V je objem reakéni smési,
& je molarni extinkéni koeficient kofaktoru (hodnota pro NAD(P)H je 6220 I mol*cm™)
alje délka optické drahy.

Druhou moznosti je spektrofluorometrické méteni pii excitaci 365 nm a emisi 460 nm,
které se pouzivad zejména pii métfeni s aromatickymi latkami, jejichz absorpéni maxima
interferuji s méfenou vilnovou délkou 340 nm pii spektrofotometrickém méteni

(Koncitikova et al., 2015).
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Obrazek 12. Oxidaéné-redukéni reakce. Pfeména NAD* na NADH redukci, oxidaci
vV opacném sméru. Vznik redukované formy je doprovazen zménou absorpcniho maxima pti 340

nm, zatimco vychozi NAD* ma absorpéni maximum pii 260 nm (pfevzato z Garrett a Grisham,
1999).

28



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Material
3.1.1 Biologicky material
e Plazmid pCDFDuet (Novagen, Némecko)
e Kompetentni bunky NEB5a Escherichia coli (NEB, USA)
e Kompetentni bunky T7 Express Escherichia coli (NEB, USA)

3.1.2 Chemikalie
e 6x Loading Dye (NEB, USA)
e AccurPrime Pfx Polymerasa (Thermo Fisher Scientific, USA)
e AccurPrime Pfx Supermix (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Agarosa (Sigma-Aldrich, USA)
e Akrylamid (Bio-Rad, USA)
e Aldehydy (Sigma-Aldrich, USA)
e BamHI-HF (NEB, USA)
e n-butanol (Lach-Ner, CR)
e Coomassie Briliant Blue R-250 (Bio-Rad, USA)
e DNAsa | (Amresco, USA)
e Dodecylsulfat sodny (Amresco, USA)
e Ethanol (Merck, Némecko)
e Ethidium bromid (Acros Organics, Dansko)
e Gene Ruler 1kB DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Glycerol (Lach-Ner, CR)
e Glycin (Sigma-Aldrich, USA)
e Guanidin-HCI (AppliChem, Némecko)
e Chlorid sodny (Lach-Ner, CR)
e Imidazol (Alfa Aesar, Némecko)
¢ Inhibitor proteas SIGMAFAST (Sigma-Aldrich, USA)
o Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, CR)
e Kyselina octova (Lach-Ner, CR)
e Laemmliho pufr (Bio-Rad, USA)
e Luria-Broth agar (Roth, Némecko)
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e Luria-Broth médium (Roth, Némecko)

e Methanol (Sigma-Aldrich, USA)

e Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)

e Mocovina (Lach-Ner, CR)

e NAD" (AppliChem, Némecko)

e NADP" disodna stl (AppliChem, Némecko)
e Nuclease-free voda (5Prime, Némecko)

e Persiran amonny (Sigma-Aldrich, USA)

e Primery (Sigma-Aldrich, USA)

e Protein Ladder 10-250 kDa (NEB, USA)

e Pufr Cut Smart (NEB, USA)

e RNAsa A (Amresco, USA)

e SOC Outgrowth Medium (NEB, USA)

e Streptomycin (Sigma-Aldrich, USA)

e TAE pufr (VWR, CR)

e Tetramethylethylendiamin (Bio-Rad, USA)
e Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich, USA)
e Tween (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Xhol (NEB, USA)

3.1.3 Navody a kity
e Bicinchoninic Acid kit (Sigma-Aldrich, USA)
e GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)
HisProbe™-HRP (Thermo Fisher Scientific, USA)
Quick Ligase Kit (NEB, USA)
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, USA)

3.1.4 Pristrojové vybaveni

e Autoklav (Tuttnauer, Némecko)
e Amersham™ imager 600 (GE Life Sciences, USA)

e Analytické vahy (Sartorius, Némecko)
e CD spektrometr Jasco-J815 (Jasco, Japonsko)
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e Cell Disruptor — One Shot Model (Constant Systems, UK)
e Centrifuga (Sigma-Aldrich, USA)

e Centrifuga 5430 R (Eppendorf, Némecko)

e Digestoi (Merci, CR)

e Digitalni predvazky (OHAUS, Svycarsko)

e Elektroforeticky systém (Bio-Rad, CR)

e Flow box SafeFast Elite (Faster, Italie)

e FluoroLog-3 spektrofluorometr (Horiba Scientific, USA)
e Imager Gel Doc EZ (Bio-Rad, CR)

e Inkubator Sanyo (Schoeller, CR)

e Magnetickd michacka RET Basic C (IKA, Némecko)

e Minicentrifuga BLUE (Labnet, USA)

e PCR cykler (Eppendorf, Némecko)

e pH metr 1000L (VWR, Belgie)

e Prometheus NT.48 (NanoTermper Technologies, Némecko)
e Rotator Multi Bio RS-24 (Biosan, Lotyssko)

e Sada pipet (Eppendorf, Némecko)

e Spektrofotometr Cary 8454 UV-Vis (Agilent Technologies, USA)
e Termostat blokovy (Labnet, USA)

e Termostat laziovy (Huber, Némecko)

e Trans-Blot Turbo (Bio-Rad, USA)

o Trepacka MaxQ 4000 (Thermo Fisher Scientific, USA)

e UV transluminator (East Port, CR)

e Vortex (IKA, Némecko)

3.1.5 Dalsi material
e Centrifugacni filtry Centricon 50 kDa (Merck, Némecko)
e Kolonky HisPur Cobalt Spin Columns (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Mikrozkumavky 1,5 ml a 2 ml (Eppendorf, Némecko)
e PCR stripy 0,2 ml (Eppendorf, Némecko)
e Spektrofotometrické kiemenné kyvety (Agilent Technologies, USA)
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3.2 Metody
3.2.1 Mistné specificka mutace genu APpALDH2A

3.2.1.1 Mutageneze pomoci PCR

Vychozim materialem byl plazmid pCDFDuet (Obrazek 13) nesouci gen APpALDH?2A,
diive pfipraveny studentkou Adélou Hylovou (Hylova, 2015). Symbol A znaci deleci
sekvence na 5-konci, a diky tomu je produkce kodovaného proteinu mnohem vyssi
v E. coli do rozpustné faze.

Mistn¢ fizena mutageneze aktivniho mista APpALDH2A byla provedena pomoci
PCR s pouzitim AccurPrime Pfx polymerasy (Invitrogen, USA) a specifickych 5'-
fosforylovanych primert (Tabulka 3), nesoucich zdménu jednoho kodonu (a vedouci
k zaméné jedné aminokyseliny), které byly navrzeny spolu s vedoucim prace
a syntetizovany firmou Sigma. PCR obsahovala 0,5 pl plazmidové DNA, 0,5 ul forward
primeru, 0,5 ul reverse primeru, 22,5 ul AccurPrime Pfx Supermixu (Invitrogen, USA)
a smés byla doplnéna na 25 pl vodou. PCR reakce byla zahajena pocatecni denaturaci
DNA pii 95 °C po dobu 5 min, nasledovalo 30 cykli tvofenych tfemi kroky -
denaturace DNA pii 95 °C po dobu 30 s, hybridizace neboli nasedani primert pii 50 -
59,7 °C po dobu 30 s a extenze pii 68 °C po dobu 5 min 30 s. Nakonec prob¢hla finalni
extenze pii 68 °C po dobu 10 min.
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Obrazek 13. Schéma expresniho vektoru pCDFDuet.
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Tabulka 3. Sekvence a teplota nasedani primert pouZzitych pii PCR mutagenezi
APpALDH2A.

Mutantni Sekvence primeru Ta (°C)
varianta
E174A FP: 5'-P-CAGCACCTCTTGCTATCGGGTTAT-3' 62,7
RP: 5'-P-CTCCCAGTCGTGCCATGTCGTA-3' 63,9
A223F FP: 5-P-TTTCCATTTTATCTTCTGGCAATGA-3' 56,4
RP: 5'-P-ATTCCACGGCAAAATTGAAC-3' 53,2
Y226A FP: 5'-P-GCGCTTCTGGCAATGAAAGTAG-3' 60,2
RP: 5-P-AAATGGAGCATTCCACGGC-3' 56,6
Q248A FP: 5'-P-GCCCAGAGCCCTCTTTCTGCACTTT-3' 66,2
RP: 5'-P-TGCTGGTTTGAGGACAATG-3' 54,4
Q248E FP: 5-P-GAACAGAGCCCTCTTTCTGCACTTT-3' 62,9
RP: 5-P-TGCTGGTTTGAGGACAATG-3' 54,4
Y348A FP: 5'-P-GCCAATCAGGGACAAATGTGCG-3' 62,1
RP: 5-P-GAAAATAGCTTGGTGTGC-3' 51,3
M353A FP: 5-P-GCATGCGTAGCCGGATCACGGACATT-3' 67,9
RP: 5-P-TTGTCCCTGATTGTAGAAAATAGC-3' 57,6
L511A FP: 5-P-GCGACACCGTCGGCTCCGTTTG-3' 67,6
RP: 5'-P-AATGCCGTATGTATTGACCCA-3' 55,9

Ta — teplota nasedani primeru (annealing)

KPCR produktu byl pfidan vzorkovaci pufr 6x Loading Dye (NEB, USA).
Elektroforéza byla provedena v 0,8% agarosovém gelu v TAE pufru (0,04 mol It Tris,
0,02 mol I'! kyselina octova, 0,001 mol I EDTA, pH 8,4 s 0,04% ethidium bromidem)
pii napéti 100 V po dobu asi 45 min. Jako standard byl pouzit Gene Ruler 1 kB DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA). Vysledek byl vizualizovan pomoci UV
transluminatoru a gel byl vyfocen pfistrojem Gel Doc EZ Imager za pouziti softwaru
Image Lab 5.1 (Bio-Rad, USA). Amplifikovana DNA piislusné velikosti byla z gelu
vyfiznuta pomoci skalpelu a byla $tépena pfidavkem 0,5 pul DpNI ptes noc pii teploté
37 °C.

Plazmidova DNA byla purifikovana kitem Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega). Pas odpovidajici velikosti byl vytiznut z gelu a bylo k nému pfidano
pfislusné mnozstvi Membrane Binding Solution (10 pl roztoku na 10 mg gelu), smés
byla inkubovdna pii 60 °C a vortexovana, dokud se gel nerozpustil. Purifikacni
minikolonka byla vloZzena do sbérné¢ zkumavky a byla do ni napipetovana smecs
rozpusténého gelu, inkubovana po dobu 1 min a centrifugovéna pii 16 000 x g pii
laboratorni teploté. Minikolonka byla promyta pomoci 700 pl Membrane Wash Solution
a centrifugovana pii 16 000 x g a laboratorni teploté. Nésledovalo opakované promyti
500 ul Membrane Wash Solution a centrifugace pii 16 000 x g po dobu 5 min.

Minikolonka byla pfenesena do nové 1,5 ml zkumavky a bylo na ni napipetovano 30 pl
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Nuclease-free vody. Po 1 min inkubaci probéhla eluce DNA centrifugaci pii 16 000 X ¢
a 1 min. Purifikovana plazmidovd DNA byla ligovana pomoci kitu Quick Ligase Kit

(NEB) a zmrazena pfi teploté -20 °C.

3.2.1.2 Amplifikace vektoru v bakteriich

Pro transformaci plazmidové DNA pomoci teplotniho Soku byly pouzity bunky E. coli
NEB5a. Ke 100 pl bakteridlnich bunék bylo pfidano 22,4 pl ligaéniho produktu
(100 ng DNA) a smés byla inkubovana na ledu po dobu 20 min. Poté byla pfemisténa
na 30 sna vodni lazen o teploté¢ 42 °C a nasledné na 2 min na led. Ke smési bylo
piidano 200 ul SOC média, se kterym byly buiiky inkubovany na rotatoru pii 37 °C
po dobu asi 1 h. Poté byly transformované buniky rozetfeny na LB médium s agarem
a streptomycinem (25 pug ml?) a kultivovany pfes noc pfi 37 °C. Vybrané jednotlivé
klony byly nao¢kovany do LB média obsahujici antibiotikum streptomycin (25 mg ml™)

a inkubovany pies noc pii 37 °C na tiepacce 0 rychlosti 160 otacek/min.

3.2.1.3 Screening klont

Pro ovéfeni piitomnosti inzertu byla provedena purifikace plazmidu a nasledny digest
screening mutantnich plazmidi pomoci endonukleas. Do zkumavky bylo napipetovano
10 pl plazmidové DNA, 0,3 pl Xhol, 0,3 pl BamHI-HF a 1,2 pl Cut Smart pufru
(NEB). Smé¢s byla inkubovana ptes noc pii 37 °C. Nastépené plazmidy byly separovany
pomoci agarosové elektroforézy. Pozitivni plazmidy byly sekvenovany firmou SEQme
(Dobiis, Ceska republika) k ovéfeni piitomnosti bodové mutace a spravnosti sekvence

(Obrazek 14).

3.2.2 Produkce rekombinantnich proteinii v bakteriich

3.2.2.1 Transformace expresnich bunék

Pozitivni plazmidy byly pouZity k produkci rekombinantnich proteinti. Ke 100 pl T7
expresnich bun¢k E. coli byly pfidany 3 pl plazmidové DNA a smés byla umisténa
na led po dobu 20 min. Poté byl proveden teplotni Sok ve vodni lazni pti 42 °C a 30 s.
Buniky byly ponechdny 2 min na ledu, bylo k nim pfidano 200 ul SOC média a byly
inkubovany pii 37 °C po dobu 1 h. Poté byly buiky rozetfeny na Petriho misky s LB

agarem a streptomycinem (25 pg ml™?) a kultivovany pies noc pti 37 °C.
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E174A YKSSGFGRENGAYALANYQOVKSVIMPICNPPY,
A223F YKS SGFGRENGAYATLANYQQVKSVIMPICNEPRY:
Y226A YKSSGFGRENGAYALANYQQOVKSVIMPICNPPY,
Q248a YKSSGFGRENGAYALANYQQVKSVIMPICNPPY,
Q248E YKSSGFGRENGAYALANYQQOVKSVIMPICNPPRY!
Y348a YKSSGFGRENGAYATLANYQOVKSVIMPICNPPY!
M353A YKSSGFGRENGAYALANYQQVKSVIMPICNPPY:
L511A YKSSGFGRENGAYALANYQQOVKSVIMPICNPPY:,

Obrazek 14. Porovnani aminokyselinovych sekvenci proteinu APpALDH2A a jeho
mutantnich variant E174A, A223F, Y226A, Q248A, Q248E, Y348A, M353A a L511A.
Mista mutaci aminokyselin jsou vyznacena Cerven¢.
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3.2.2.2 Exprese genu APpALDH?2A a jeho mutantnich variant

Prekultury byly pfipraveny naoCkovanim transformovanych T7 expresnich bunék
do 20 ml LB média se streptomycinem (25 mg ml?). Prekultury byly inkubovany
na tiepacce pii 37 °C pres noc. Nasledujici den byly centrifugovany pii 4 000 x g
a teplot¢ 20 °C po dobu 5 min. Sediment obsahujici bakterie byl rozpustén ve 400 ml
LB média se streptomycinem (25 mg ml™?). Ty byly kultivovany na téepa¢ce pii 30 °C
do nartstu optické hustoty pti 600 nm (ODeoo) nad hodnotu 0,6. Poté byl odebran 1 ml
kultury (vzorek pred indukci), ktery byl centrifugovan pii 5 000 x g 5 min a sediment
byl zmrazen na -20 °C.

Ke kultufe byl pfidan 0,3 mmol 1t IPTG, ktery indukuje expresi proteinu. Kultura
byla déale inkubovéna pti 20 °C pfes noc (podminky zjiSténé pifi optimalizaci exprese).
Po ukonceni exprese byly bakterie centrifugovany pti 5 000 x g, teploté 10 °C po dobu
20 min a poté byl bakterialni sediment promyt 0,9% (w/v) NaCl a uschovan pii -20°C

pro naslednou extrakci proteinti.

3.2.2.3 Optimalizace podminek exprese
K optimalizaci podminek exprese byl nejprve proveden screening produkce
rekombinantnich proteinti. Kultury byly po pfidani 0,3 mmol 17 IPTG, k indukci
exprese proteinu, inkubovany pti 20 °C na tiepacce. Po 2 h inkubaci byl odebran vzorek
kultury, jenz byl nafedén na hodnotu odpovidajici ODeoo, naméienou pted indukci.
Probéhla centrifugace pii 5 000 x g, 5 min a sediment byl zamraZen. Stejny krok byl
proveden také po 4 h inkubaci a na druhy den rano.

Vzorky sedimentii pfed indukci, 2 h, 4 h a pfes noc po indukci byly rozpustény
v 8 mol It mocoving, diky niz doslo k rozpusténi membran. Vzorky byly smichiny
se vzorkovacim  pufrem (Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad) obsahujicim
merkaptoethanol a inkubovany v blokovém termostatu 10 min pti 100 °C. Poté byly
analyzovany pomoci diskontinudlni elektroforézy v polyakrylamidovém gelu
za piitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE). Jako standard byl pouzit Protein
Ladder 10-250 kDa (NEB, USA). Elektrodovy pufr (pH 8,3) obsahoval 25 mmol 1*
Tris, 192 mmol I glycin a 0,1% SDS. Dle tabulky 4 byl piipraven délici a zaostiovaci
gel. Vznik polyakrylamidového gelu je podminén polymeraci akrylamidu (AA) a N,N -
methylenbisakrylamidu (BIS), zahajeného pifidavkem roztoku persiranu amonného

(APS) za pritomnosti stabilizatoru tetramethylethylendiaminu (TEMED). Elektroforéza
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probihala pod napétim 120 V po dobu asi 1 h. Gel byl barven pifes noc v barvicim
roztoku Coomassie Brilliant Blue (0.0025% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250, 40%
(v/v) methanol, 7% (v/v) kyselina octovd) a nasledn¢ odbarven v roztoku obsahujicim

30% methanol (v/v) a 10% (v/v) kyselinu octovou.

Tabulka 4. Slozeni SDS-PAGE geli.

Slozka Délici gel 12% (ml) Zaostiovaci gel 4% (ml)
AA/BIS (30%/0,8%) 4 0,65

Tris-HCI 1,5 mol I}, pH 8,8 2,5 -

Tris-HCI 0,5 mol I}, pH 6,8 - 1,25

SDS (10%) 0,1 0,1

TEMED 0,015 0,015

H.0 3,2 2,95

APS (10%) 0,050 0,060

Proteiny v rozpustné fazi byly z bakterialnich sediment extrahovany dle postupu
3.2.3.1. Konec¢na centrifugace probihala 30 min pii 7 100 x g a 4 °C. Supernatant byl
pfenesen donové zkumavky (rozpustnd faze). Sediment byl dvakrat promyt
v 50 mmol It Tris-HCI pufru, pH 7,5 a rozpustén v 8 mol It modoving (nerozpustna

faze). Tyto vzorky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE.

3.2.3 Extrakce a purifikace proteint

3.2.3.1 Extrakce proteint

Bakterialni sediment byl rozsuspendovan v 6 ml extrakéniho pufru, ktery obsahoval
50 mM Tris-HCI, pH 7,5 a 50 pl inhibitoru proteas. Bunky byly lyzovany pomoci
piistroje Cell Disruptor - One Shot Model (Constant Systems, UK) p#i 25 kpsi. K lyzatu
byly ptidany 4 ul RNAsy (10 ug ml™) a 4 ul DNAsy (10 U pl?). Smés byla inkubovana
pfi 37 °C na 30 min, poté bylo pfidano 750 pl 1 mol 1" NaCl a 750 ul 50% glycerolu.
Nésledovala centrifugace pii 7 100 x g, 4 °C a 45 min. K purifikaci proteinti byl pouzit

supernatant, ve kterém se nachazi rozpustné proteiny.

3.2.3.2 Purifikace proteini

Rekombinantni proteiny s histidinovou znackou byly purifikovany pomoci afinitni
chromatografie na centrifugacnich kolonkéach s imobilizovanymi kobaltnatymi ionty pfi
4 °C a nizkych otackach 300 x g po dobu 30 -60s. Kolonky byly nejprve tiikrat

promyty vodou a ekvilibraénim pufrem o slozeni 20 mmol I* Tris-HCI, pH 7,5,
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300 mmol It NaCl, 5% glycerol a 10 mmol I imidazol. Na kolonky byl nanesen
supernatant obsahujici extrahované proteiny a kolonky byly inkubovany na rotatoru
pii4 °C 1 h. Poté byla z kolonek centrifugaci odstranéna flow-through (FT) frakce,
ktera obsahovala nezachycené proteiny. Kolonky byly tfikrdt promyty 5 ml
ekvilibraéniho pufru. Poté byla dvakrat provedena eluce pomoci elu¢niho pufru, ktery
obsahoval 20 mmol It Tris-HCI, pH 7,5, 300 mmol It NaCl, 5% glycerol
a250 mmol | ' imidazol. Kolonky byly inkubovany pii4 °C na rotatoru po dobu
30 min. Kolonky byly nakonec promyty promyvacim roztokem bez imidazolu
(20 mmol I Tris-HCI, pH 7,5 a 1% glycerol). Dvé eluéni frakce byly spojeny a takto
ziskany enzym byl zakoncentrovan na centrifuga¢nim filtru (Millipore) o velikosti
50 kDa na objem 0,5-1,5 ml. Kolonky byly na zavér promyty elu¢nim pufrem, vodou
a6 mol I' guanidinem HCI proeluci zbylych ne&istot. Nakonec byl piidan

20% ethanol, ve kterém se kolonky uchovavaji.

3.2.3.3 Stanoveni koncentrace proteinii
Koncentrace purifikovanych proteini byla stanovena metodou s kyselinou
bicinchoninovou (BCA). Metoda je zalozena na tvorb¢é modrofialového komplexu
bicinchoninatu sodného s Cu® ionty, které vznikaji reakci peptidovych vazeb enzymu
s Cu?* ionty, které pochazi ze CuSQs. Pracovni roztok byl pfipraven smichanim roztoku
A (1 g bicinchoninadt sodny, 2 g Na,COs, 0,16 g vinan sodny, 0,4 g NaOH,
0,95 g NaHCO3 ve 100 ml deionizované vody, pH upraveno pomoci NaOH na 11,25)
sroztokem B (4 g CuSOs ve 100 ml deionizované vody) v poméru 50:1. Kalibra¢ni
kiivka byla sestrojena za pomoci roztoku hovéziho albuminu (BSA) o koncentraci
1 mg ml?t. Jako slepy vzorek byl pouzit pracovni roztok. Vzorky byly inkubovany
30min ptfi 37 °C a poté byla zméfena absorbance piivlnové délce 562 nm.
Z namé&fenych hodnot absorbance byla sestavena kalibracni pfimka jejich vynesenim
proti hmotnosti BSA v reakéni smési a uziti linearni regrese.

Ke 2 ml pracovniho roztoku byl napipetovan pétkrat a desetkrat fedény a nefedény
vzorek proteinu. Po inkubaci byla namétena hodnota absorbance dosazena do rovnice
kalibraéni ptimky, ze které byla vypocitina hmotnost proteinu v reakci, dale

pfepocitana na 1 ml vzorku a zprimeérovana.
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3.2.4 Western blotting a detekce proteinii

K potvrzeni pfitomnosti purifikovanych rekombinantnich proteini bylo pouzito
konjugatu HisProby-HRP (Thermo Fisher Scientific) a chemiluminiscence. Proteiny
byly z akrylamidového gelu pfeneseny na polyvinilidendifluoridovou (PVDF)
membranu. PVDF membrana byla ponofena do 100% (v/v) ethanolu, poté do vody
a do blotovaciho pufru dle Bjerruma a Schafer-Nielsena (48 mmol I Tris, 192 mmol I
glycin, 20% (v/v) ethanol a 1,3 mmol I SDS, pH 9,2), ve kterém byly ponofeny
I blotovaci papiry. Na dno blotovaci kazety byly polozeny dva zvlh¢ené blotovaci
papiry, PVDF membrana, SDS-PAGE gel a dal$i dva blotovaci papiry. Vzduchové
bubliny mezi blotovacimi papiry, gelem a membranou byly odstranény pomoci valecku.
Kazeta byla uzaviena vikem a vloZena do piistroje Trans-Blot Turbo (Bio-Rad) po dobu
7 min pii napéti 25 V.

PVDF membrana byla ponechana pies noc v blokovacim pufru (50 mmol I Tris,
150 mmol It NaCl, 0,05% Tween, 2,5% BSA, pH 7,6). Dalsi den byla po dobu 1 hod
inkubovana s konjugitem HisProby-HRP (2 ug mlt) v blokovacim pufru. Poté byla
membrana po dobu 10 min promyvana v roztoku TBST (50 mmol It Tris-HCl,
150 mmol It NaCl, 0,05% Tween, pH 7,6). Posledni krok byl opakovan pétkrat.
Nasledovalo vyvijeni v roztoku vzniklého smichanim luminolu a peroxidu (1:1).
Membrana byla vyfocena na pristroji Amersham™ Imager 600 (GE Life Sciences,
USA).

3.2.5 Gelova permeacni chromatografie

Byl pouzit kapalinovy chromatograf pro stfednétlakou chromatografii BiolLogic
DuoFlow (Bio-Rad) s kolonou Superdex 200 10/300 HR. Mobilni faze byla tvofena
50 mmol I?* fosfatovym pufrem (pH 7,0) obsahujicim 150 mmol I NaCl. Jako
standardy byly pouzity thyroglobulin (670 kDa), gama-globulin (158 kDa), ovalbumin
(44 kDa), myoglobin (17 kDa) a B12 (1,35 kDa). Prtokova rychlost byla 0,7 ml/min.
V porovitém gelu dochazi ke sterickému vylouceni vétSich molekul, kdezto malé

molekuly pronikaji do nitra ¢astic geli a zpozd'uji se tak.
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3.2.6 Cirkularni dichroismus

Pomoci cirkularniho dichroismu byla ovéfena sekundarni struktura studovanych
proteinti. Pfi méfeni cirkularniho dichroismu (CD) se méfi se rozdil mezi absorbanci
levostranné  a pravostrann¢  orientované¢ho  cirkularné  polarizovaného  svétla
pro definovany rozsah vlnovych délek. Tento rozdil lze vyjadiit pomoci nékolika
veli¢in. Napiiklad z Lambert-Beerova zakona Ize odvodit molarni cirkularni
dichroismus Ae, jez se udava v jednotkach 1 mol? cm™. Dal§imi veli¢inami jsou
elipticita 6 ¢i molarni elipticita [0]. Sekundarni struktura proteinli se stanovuje méfenim
CD spekter ve vzdalené UV oblasti, kde je chromoforem peptidova vazba. Struktury a-
helixu, B-sklddaného listu a nahodné smycky poskytuji charakteristické spektrum.
Pro méfeni byl pouzit spektrometr Jasco-J815 a kiemenné kyvety s délkou optické
drahy 0,2 cm. Vzorky byly nafedény na koncentraci asi 0,1 mg ml™? a byly zméfeny
spektra v rozsahu vinovych délek 195 - 250 nm. CD spektrum bylo ziskdno vynesenim

elipticity 6 v milistupnich (mdeg) oproti vinové délce.

3.2.7 Testovani substratové specificity

Aktivita enzymt byla méfena UV/VIS spektrofotometrem Cary 8454 UV-Vis (Agilent
Technologies, USA) pii 340 nm pomoci Warburgova optického testu v prostiedi
150 mmol It Tris-HCI pufru (pH 7,5), kofaktoru a substratu o koncentraci 3 mmol I
a1l mmol I, Celkovy objem reakéni smési v kyveté byl 2 ml. Seznam testovanych
substrati a jejich strukturnich vzorci je uveden v tabulce 5. Aktivita enzymu
s aromatickymi substraty byla méfena spektrofluorometricky za uziti FluoroLog-3
spektrofluorometru (Horiba Scientific, USA) pii excitaci 365 nm a emisi 460 nm
v prostiedi 150 mmol 17 Tris-HCI pufru (pH 7.5), kofaktoru a substratu o koncentraci

3 mmol It a 1 mmol IY. Celkovy objem reakéni smési byl 200 pl.
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Tabulka 5. Aldehydy vyuZité pro test substratové specifity.

Zkratka Nazev Strukturni vzorec
C6 Hexanal e N
C9 Nonanal NN SN S X
t-2-C6 trans-2-Hexenal P e N
t-2-C9 trans-2-Nonenal \\/WO
BenzAL Benzaldehyd ©/§ o
p-AnisAL p-Anisaldehyd Xo
S
CinAL Cinnamaldehyd ©/\/\0
SinAL Sinapaldehyd A NNo
HOI;/\/\
/O
ConAL Coniferylaldehyd

3.2.8 Stanoveni kinetickych parametri

Pii méfeni kinetickych parametrii pro kofaktor byla pouzita konstantni koncentrace
substratu 1 mmol 17, naopak pii méfeni kinetickych parametrii pro substrat byla
pro viechna méfeni pouzita konstantni koncentrace kofaktoru 3 mmol I, Celkovy

objem reakéni smési byl 2 ml. V programu GraphPad Prism 5 byly stanoveny hodnoty

Km @ Viim pomoci rovnice Michaelise a Mentenové:

kde v je pocatecni rychlost reakce, Viim je limitni rychlost reakce, [S] je koncentrace

V= Viim * [S]
Ky +[S]

substratu a Km je Michaelisova konstanta.
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3.2.9 Teplotni stabilita

Teplotni stabilita byla stanovena pomoci nano diferencialni skenovaci fluorimetrie,
kterd vyuziva zmény fluorescence tyrosinu a tryptofanu pfi tani a denaturaci proteinu.
Pomérem intenzity fluorescence pii 350 a 330 nm Ize urcit zmény ve struktuie proteind.
Vzorky proteini byly ve 20 mmol 1"t Tris HCI pufru (pH 7,5), 1 mmol I'* NaCl a 1%
glycerolu nafedény na koncentraci 0,1 mg ml™ a byly nasaty do kapilar vlivem kapilarni
elevace. Kazdy vzorek byl takto pfipraven ve tiech opakovanich. Kapilary byly vlozeny
do pristroje Pometheus NT.48 (NanoTemper Technologies), ktery zméfil fluorescenci
pro 350 a 330 nm pfi ohievu 1 °C/min do 95 °C. Vystupem je zavislost pom¢ru intenzit
fluorescence pii 350 a 330 nm na teploté¢. Hodnoty Tm (teplota, pfi niz je protein
z poloviny rozvolnény) byly stanoveny z grafu zavislosti prvni derivace Faso/Fazo
na teplote.

Teplotni stabilita byla také stanovena pomoci Warburgova optického testu. Vzorky
proteinli byly inkubovany 30 min pfi teplotach v rozmezi 4 — 75 °C, poté byla méfena
rezidualni enzymova aktivita. Méfeni probihalo Vv prosttedi 150 mmol I Tris-HCI pufru
0 pH 7,5 s konstantni koncentraci kofaktoru (NAD*) 3 mmol I a substratu nonanalu

(C9) 1 mmol I, Hodnoty Tso byly stanoveny v programu GraphPad Prism 5.
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4 VYSLEDKY

4.1 Mistné specificka mutace genu APpALDH2A

4.1.1 Mutageneze pomoci PCR

Amplifikace tisekii DNA o predpokladané velikosti cca 5100 bp (plazmid cca 3500 bp
ainzert cca 1600 bp) byla potvrzena agarosovou elektroforézou produktd PCR
(Obrazek 15). Pasy odpovidajici velikosti piislusnym plazmidim byly vyfiznuty,
purifikovany pomoci kitu Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega),

oSetfeny enzymem Dpnl, religovany a transformovany do bunék E. coli NEB5a.
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Obrazek 15. Agarosova elektroforéza plazmidia po mutagenezi genu APpALDH2A pomoci
PCR. (A) Mutantni forma E147A, (B) mutantni formy A223F, Y226A, Q248A, Q248E,
Y348A, M353A a L511A. Sipkou jsou ozna¢eny pasy odpovidajici velikosti plazmidii, zbylé
pasy odpovidaji usekim DNA namnoZenych po nespecifické vazb¢ primeru. Byl pouzit 1%
agarosovy gel.

4.1.2 Screening plazmidové DNA

Plazmidy byly purifikovany z bakteridlni kultury a Stépeny endokukleasami Xhol
aBamHI-HF. Nastépené plazmidy byly podrobeny elektroforetické separaci
v agarosovém gelu (Obrazek 16). Jestlize byly u daného klonu pozorovany dva bandy,
prvni o velikosti cca 3500 bp (plazmid bez insertu) a druhy o velikosti cca 1600 bp
(inzert), tak byl vysledek screeningu pozitivni. Pozitivni klony byly poté poslany
na sekvenaci. Aminokyselinové sekvence proteinu APpALDH2A a jeho jednotlivych
mutantnich variant miZeme pozorovat na obrazku 14 (uvedeno diive spolu s primery).

Sekvenace prokazala vyskyt bodové mutace u jednotlivych variant, zbytek sekvence

zustalo zachovano.
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Obrazek 16. Screening plazmidi pomoci endonukleas. (A) Varianta E174A, (B) varianty
A223F, Y226A, Q248A, Q248E, Y348A, M353A a L511A. Plazmidy byly §tépeny restrikénimi
endonukleasami Xhol a BamHI-HF. Zelen¢ vyznacené klony byly poslany k sekvenaci. Byl
pouzit 1% agarosovy gel.

4.2 Optimalizace podminek exprese

Byl proveden screening exprese proteinu APpALDH2A (WT) a jeho vybranych
mutantnich variant v expresnich buiikdch E. coli T7. Pro testovani optimalnich
podminek byl vybran enzym APpALDH2A (WT) a jeho mutantni varianty Y226A,
Y348A a Q248E, které pfi testovani substratové specifity vykazovaly nizsi aktivitu,

avsak mira jejich exprese se vyrazné nelisi. (Obrazek 17).
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Obrazek 17. Optimalizace produkce rekombinantniho proteinu APpALDH2A a jeho
variant. (A) APpALDH2A - WT, (B) Y226A, (C) Y348A, (D) Q248E. Vzorky byly odebrany
pred indukei (PI), 2 hod, 4 hod a pfes noc (OVN) po indukei pomoci 0,3 mmol 1T IPTG, kdy
byly kultury inkubovany pii 20 °C. Sipkami jsou oznaeny pozice proteini odpovidajici
velikosti asi 55 kDa.
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Produkce rekombinantnich proteinit byla potvrzena pomoci SDS-PAGE a bylo
ovéieno, ze pro jejich optimélni produkci je vhodné teplota 20 °C a optimalni délka
exprese je pres noc. Pomoci SDS-PAGE byla také potvrzena piitomnost
rekombinantniho proteinu v rozpustné fazi (Obrazek 18). Rozpustnd faze byla dale

vyuzita pro purifikaci proteint afinitni chromatografii.
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Obrazek 18. Porovnani produkce rekombinantniho proteinu do rozpustné fize (RF)
ainkluznich télisek (nerozpustné faze, NF). (A) APpALDH2A - WT, (B) Y226A,
(C) Y348A, (D) Q248E. Pozice na gelu pii 55 kDa, odpovidajici velikosti studovanych
proteind, jsou oznaceny Sipkou.

4.3 Purifikace rekombinantnich proteinii a jejich detekce

Rekombinantni proteiny, obsahujici histidinovou znacku, byly purifikovany afinitni
chromatografii na kolonkéch s imobilizovanymi kobaltnatymi ionty. Poté byly pomoci
filtracniho centrikonu zakoncentrovany na objem asi 0,5 — 1,5 ml. Byla provedena SDS-
PAGE, ¢imZ byla ovétena Cistota proteinti pro nasledujici méfeni enzymovych aktivit.
Purifikované rekombinantni proteiny byly pfeblotovany na PVDF membranu a K jejich
detekci byl wvyuzit konjugat HisProbe-HRP (Thermo Fisher Scientific, USA).
Chemiluminiscence byla vyfocena piistrojem Amersham™ imager 600 (GE Life
Sciences, USA) (Obrazek 19).
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Obrazek 19. SDS-PAGE a chemiluminiscence. (A) SDS-PAGE rekombinantnich proteinti
a barveni pomoci Coomasie, (B) detekce proteini na PVDF membrané. Membrana byla
inkubovana s HisProbe-HRP konjugatem a chemiluminiscenéni detekce byla provedena
pomoci luminolu a peroxidu vodiku.

4.4 Gelova permeacni chromatografie

Pomoci gelové permeaéni chromatografie byla zjiSténa molekulovd hmotnost
APpALDH2A za nativnich podminek. Ze zéavislosti logaritmu molekulovych hmotnosti
standardi (Tabulka 6) na jejich elu¢nim objemu byla stanovena kalibra¢ni piimka
(Obrazek 20). Rovnice kalibracni ptimky byla pouzita k vypoctu molekulové hmotnosti
APpALDH2A, coz odpovidalo 225 kDa. Pomoci SDS-PAGE byla velikost podjednotky
uréena priblizné na 55 kDa, coz odpovida teoretické velikosti vcetn¢ His-tagu.

Kvartérni struktura enzymu je tudiz tetramerni.

Tabulka 6. Elu¢ni objemy proteini gelovou permeac¢ni chromatografii. Logaritmy
molekulovych hmotnosti standardt a zjistény eluc¢ni objem. MW — molekulova hmotnost

Protein Elu¢ni objem (ml) MW (kDa) log MW
thyroglobulin 11,11 670 2,83
gama-globulin 14,40 158 2,20
ovalbumin 17,90 44 1,64
myoglobin 20,30 17 1,23
B12 24,12 1,35 0,13
APpALDH2A 13,83 225 2,35
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Obrazek 20. Elué¢ni profil APpALDH2A na koloné Superdex 200 10/300 HR. Mobilni fazi
tvofil 50 mmol 1?7 K-fosfatovy pufr (pH 7,0) obsahujici 150 mmol 1 NaCl. Proteinové
standardy (thyroglobulin 670 kDa, gama-globulin 158 kDa, ovalbumin 44 kDa, myoglobin
17 kDa a B12 1,35 kDa) jsou vyznaceny Cern€. Eluc¢ni profil APpALDH2A je oznacen Cervene.
Je vlozen graf linearni kalibrace s rovnici pro vypocet molekulové hmotnosti.

4.5. Stanoveni sekundarni struktury
Meéfenim spekter cirkularniho dichroismu bylo ovéfeno zachovani sekundarni struktury
u mutantnich forem APpALDH2A. CD spektra mutantnich forem jsou téméf shodné

S WT (Obrazek 21). Bylo potvrzeno, Ze sekundarni struktura mutantnich forem

je zachovana a data z kinetickych méfeni jsou tudiz pouze vysledkem bodové mutace.
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Obrazek 21. CD spektra APpALDH2A a jeho studovanych variant.
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4.6 Teplotni stabilita

Teplotni stabilita byla pro APpALDH2A a jeho sedm mutantnich variant méfena
pomoci nano diferencialni skenovaci fluorimetrie (DSF) na pfistroji Prometheus NT.48
Vv rozmezi teplot 20 - 95 °C (Obrazek 22) v 20 mmol I Tris-HCI (pH 7,5), 1 mmol I
NaCl a 1% GOL. Kazdé méfeni bylo provedeno celkem tiikrat. Hodnoty Tm byly
stanoveny z grafu zavislosti prvni derivace F3so/F330 na teploté.

Druhou metodou stanoveni teplotni stability bylo spektrofotometrické stanoveni
rezidudlni aktivity, kdy byly proteiny inkubovany po dobu 30 min pfi teplotich
Vv rozmezi 4 - 75 °C (Obrazek 23) v 150 mmol I Tris-HCI pufru (pH 7,5). Nésledné
byla zbytkova aktivita stanovena pfi pouziti 3 mmol It NAD* a 1 mmol I nonanalu.

Hodnoty Tso byly uréeny v programu GraphPad prism 5

0.020
0.015+

0.010+

Prvni derivace

0.005+

0.000 T y T " T " , : . T . . . .
40 50 60 70

Teplota (°C)

Obrazek 22. Termostabilita APpALDH2A a jeho sedmi variant. Méfeni pomoci nanoDSF
v prosttedi 20 mmol 1" Tris HCI pufru (pH 7,5), 1 mmol I"* NaCl a 1% GOL.
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Obrazek 23. Termostabilita APpALDH2A a jeho sedmi mutantnich variant. Rezidualni
aktivity byly méfeny spektrofotometricky pfi 340 nm. Méfeni probihalo v 150 mmol [?
Tris HCI pufru (pH 7,5), 1 mmol I* nonanalu a 3 mmol I NAD*. Hodnoty Tso byly uréeny
v programu GraphPad prism 5. Tso - teplota, pfi niz enzym ztrati polovinu své aktivity.

Vysledky obou metod shrnuje tabulka 7. Hodnoty Tm a Tso Se v ramci téchto metod
mirng lisi, coz reflektuje rozdilné metody jejich stanoveni. Trend teplotni stability vSak
zustava zachovan. Nejméné stabilni je varianta L511A, nasleduje A223F a nejvice

stabilni naopak WT.

Tabulka 7. Hodnoty T a Tso APpPALDH2A a jeho sedmi mutantnich variant. NanoDSF
méieni probihalo v prostfedi 20 mmol 17 Tris HCI pufru (pH 7,5), 1 mmol It NaCl a 1% GOL.
Rezidualni aktivity byly méfeny v prostiedi 150 mmol I Tris HCI pufru (pH 7,5), 1 mmol I
nonanalu a 3 mmol I* NAD*.

Varianta enzymu Tm (°C) Ts0 (°C)
Nano DSF  Rezidualni aktivita

WT 65,7+0,1 68,1 £1,7
A223F 58,8 +0,1 57.9+0,3
Y226A 60,8 +0,2 62,1 £0,9
Q248A 65,2+0,1 62,3+0,4
Q248E 65,0+0 66,4 +3,0
Y348A 65,7+0 672+1,4
M353A 65,1+0 62,6 £0,2
L511A 47,7+0,1 49,6 £0,2
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4.7 Substratova specificita

Substratova specificita APpALDH2A a piipravenych variant byla stanovena za pouziti
celkem deviti substratii o finalni koncentraci v reakéni smési 1 mmol I"t. Viechna
méfeni byla provedena v pfitomnosti 150 mmol 1 Tris HCI pufru (pH 7,5) a koenzymu
NAD* s finalni koncentraci 3 mmol 1. Byly pouzity &tyfi alifatické (hexanal, nonanal,
trans-2-hexenal, trans-2-nonenal) a pét aromatickych aldehydd (benzaldehyd, p-
anisaldehyd, cinnamaldehyd, sinapaldehyd, coniferylaldehyd).

Specifické aktivity enzyml muizeme pozorovat V tabulce 8. VSechna méfeni byla
provedena ve ctyfech opakovanich, z nichz jsou vyjadieny smérodatné odchylky.
Preferovanym substratem byl pro vSechny varianty nonanal (C9) a data vyjadiena
relativné vzhledem k aktivité s nonanalem (100 %) jsou uvedena v tabulce 9 a obrazku
24. Y226A varianta vykazuje 4-krat nizsi specifickou aktivitu nez WT a varianta
M353A vykazuje vyznamné vysSi pomér oxidace nonanalu vic¢i hexanalu. Specifické
aktivity s nenasycenymi aldehydy, trans-2-nonenalem a trans-2-hexenalem, byly
Ve srovndni se svymi nasycenymi variantami vyrazn¢ nizsi v ptipad€ vSech zkoumanych
APpALDH2A enzymu.

Relativni aktivita (%)
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Obrazek 24. Relativni aktivity APpALDH2A a jeho variant s deviti substraty. Mé&feno
ve 150 mmol I Tris-HCI pufru (pH 7,5), 3 mmol It NAD* a 1 mmol I substratu. Relativni
aktivity pro kazdou variantu enzymu jsou vztazeny k jeji aktivité s nonanalem (100 %), ktera
byla 8,61 nkat mg* pro WT; 7,24 nkat mg™ pro A223F; 2,18 nkat mg* pro Y226A; 13,89 nkat
mg? pro Q248A; 6,38 nkat mg! pro Q248E; 5,28 nkat mg? pro Y348A; 7,49 nkat mg*
pro M353A a 7,14 nkat mg™ pro L511A. C9 - nonanal, C6 - hexanal, t-2-C9 - trans-2-nonenal,
t-2-C6 - trans-2-hexenal, BenzAL - benzaldehyd, p-AnisAL - p-anisaldehyd, SinAl -
sinapaldehyd, ConAL — coniferylaldehyd.
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Tabulka 8. Specifické aktivity APpALDH2A a jeho variant. Specifické aktivity (v nkat mg™) byly méfeny ve 150 mmol I* Tris-HCI pufru (pH 7,5),
2 mmol I NAD* a 1 mmol I subtratu. VSechna méfeni probihala v kvadruplikatech, smérodatné odchylky jsou uvedeny.

Specificka aktivita (nkat mg?)

Nonanal Hexanal trans-2- trans-2- Benzaldehyd p-Anisaldenyd  Cinnamaldehyd Sinapaldehyd Coniferylaldehyd
Nonenal Hexenal

WT 8,61 +0,2 7,15+ 0,09 1,54+ 0,03 0,67+0,049 0,99+0,13 0,59+ 0,1 0,55+ 0,05 0,007 £ 0,00045 0,021 +0,0028
Q248A  13,89+0,51 11,28 £0,21 2,01 +0,1 2,13+0,2 3,07 +0,155 1,46 +£0,019 1,42+ 0,06 0,039 +0,0015 0,042 + 0,0007
Q248E 6,38 +0,28 4,84 +£0,17 1,20 +£ 0,021 0,95+0,6 1,09 + 0,04 0,45+0,015 0,39+ 0,03 0,017 = 0,0007 0,041 +0,0026
A223F  7,24£0,15 6,39 +0,23 0,60+ 0,017  0,9+0,08 0,94 +0,11 0,38 +0,05 0,34 £ 0,048 0,037 + 0,006 0,038 + 0,005
Y226A 2,18+0,14 1,55+0,1 0,40+0,015 0,54+ 0,021 0,55+0,09 0,18+ 0,016 0,22 £ 0,047 0,003 +0,0011 0,041 £ 0,008
Y348A 528+0,18 3,15+ 0,29 0,65+0,022 0,33 +0,01 0,95+ 0,05 0,22 + 0,006 0,09 £ 0,01 0,012 +0,00117 0,024 £ 0,0011
M353A  7,49+0,22 2,27+ 0,07 0,69 + 0,05 0,48+0,048 0,90+ 0,153 0,16 = 0,003 0,05+0,016 0,005 £+ 0,0008 0,007 = 0,0022
L511A 7,14+ 0,32 3,14+ 0,31 0,86 £ 0,04 0,41 + 0,042 1,14+0,14 0,35+ 0,04 0,25+ 0,032 0,008 + 0,00064 0,009 + 0,0013

Tabulka 9. Relativni aktivity APpALDH2A a jeho variant. Relativni aktivity jsou pro kazdou variantu enzymu vztazeny k jeji aktivité s nonanalem jako
100 %, ktera byla 8,61 nkat mg™ pro WT; 7,24 nkat mg* pro A223F; 2,18 nkat mg? pro Y226A; 13,89 nkat mg™ pro Q248A; 6,38 nkat mg* pro Q248E;
5,28 nkat mg™ pro Y348A; 7,49 nkat mg* pro M353A a 7,14 nkat mg* pro L511A. Smérodatné odchylky jsou pro v§echna mé&feni < 5 %.

Relativni aktivita (%)

Nonanal Hexanal trans-2-Nonenal trans-2-Hexenal Benzaldehyd p-Anisaldehyd Cinnamaldehyd Sinapaldehyd Coniferylaldehyd

WT 100 83 18 8 12 7 6 0,1 0,2
Q248A 100 81 14 15 22 10 10 0,3 0,3
Q248E 100 76 19 15 17 7 6 0,3 0,6
A223F 100 88 8 12 13 5 5 0,5 0,5
Y226A 100 71 18 25 25 8 10 0,2 1,9
Y348A 100 60 12 6 18 4 2 0,2 0,5
M353A 100 30 9 6 12 2 1 0,1 0,1
L511A 100 44 12 6 16 5 0,1 0,1
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Relativni aktivity pro jednotlivé varianty enzymu s vybranymi aromatickymi
aldehydy jsou porovnany na obrazku 25, kde jsou aktivity vztazeny k aktivité
s benzaldehydem (100 %). Varianty M353A a Y348A vyrazngji ztraci schopnost
oxidovat p-anisaldehyd a cinnamaldehyd. Zajimavé jsou vysledky mutantni formy
Q248A, jenz ve srovnani s WT vykazovala vyssi specifické aktivity pfi méteni se vSemi
deviti substraty. K vzristu enzymové aktivity tedy vedla absence glutaminového

rezidua.

Relativni aktivita (%)

EBenzAL ®p-AnisAL = CinAL ®SinAL = ConAL

Obrazek 25. Relativni aktivita APpALDH2A a jeho variant s aromatickymi aldehydy.
Meéteno ve 150 mmol It Tris-HCI pufru (pH 7,5), 3 mmol I NAD* a's 1 mmol I koncentraci
substratu. Relativni aktivity jsou vztazeny k benzaldehydu (100 %). Aktivita s WT byla
0,99 nkat mg™?; 0,94 nkat mg? pro A223F; 0,55 nkat mg?! pro Y226A; 3,07 nkat mg*
pro Q248A; 1,09 nkat mg? pro Q248E; 0,95 nkat mg™ pro Y348A; 0,90 nkat mg™ pro M353A
al1,14 nkat mg? pro L511A. BenzAL - benzaldehyd, p-AnisAL - p-anisaldehyd, SinAl -
sinapaldehyd, ConAL — coniferylaldehyd.

4.8 Kinetické parametry

Saturaéni kiivky APpALDH2A byly zméfeny pro koenzymy NAD* a NADP*
(Obrézek 26) Vv prostiedi 150 mmol 1 Tris-HCI pufru (pH 7,5) se dvéma substraty -
nonanalem (preferovany) a hexanalem (druhy nejlepsi), jejichz koncentrace byla
1 mmol IX. V tabulce 10 jsou uvedeny vysledné kinetické parametry, z nichz je ziejmé,
7e katalyticka G¢innost (pomér Viim/Km) je o dva fady vyssi s koenzymem NAD* nez

s NADP". V ptipad¢ saturace enzymu nonanalem byla hodnota K pro NAD" pfiblizné
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173 + 5 pmol 17, zatimco Km pro NADP* dosahovalo hodnoty 1,8 mmol I, V piipadé
saturace enzymu hexanalem byla hodnota Km pro NAD* 73 + 4 umol I* a pro NADP*
dosahovala 6,6 + 0,8 mmol I1. Kazdé méfeni bylo provedeno ve tfech opakovanich.
Kinetické parametry byly ze saturacnich kiivek ureny pomoci programu GraphPad

prism 5.
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Obrazek 26. Saturacni kfivky enzymu APpALDH2A s koenzymy NAD* a NADP*.
(A) Saturaéni kiivky pro NAD®, (B) satura¢ni ki'ivky pro NADP™. Méfeno ve tfech opakovanich
ve 150 mmol It Tris-HCI pufru (pH 7,5) pfi saturaci enzymu 1 mmol I"* nonanalem nebo
hexanalem. C9 - nonanal, C6 - hexanal.

Tabulka 10. Kinetické parametry pro koenzymy NAD" a NADP* v reakci APpALDH2A.
Mgéfeno ve tiech opakovanich ve 150 mmol I* Tris-HCI pufru (pH 7,5) pfi saturaci enzymu
1 mmol I? nonanalem nebo hexanalem. Data byla vypocitdna nelinearni regresi rovnice
Michaelis-Mentenové v programu GraphPad Prism 5.

WT - APpALDH2A
Kofaktor Km (umol 17)  Viim (nmol s mg?)  Viim/Km (%0)

NAD+(nonanaI) 173 £5 10+0,1 85
NADP (nonanay 1842 £ 157 1,2+0,1 1
NAD+(hexanaI) 73+4 5+£0,1 100
NADP+(hexanaI) 6575 £ 851 17+£1,5 4

Na zakladé dosud nepublikované krystalové struktury a vazebného mista
pro koenzym bylo vybrano aminokyselinové reziduum Q248, které interaguje
s hydroxylovou skupinou ribosy NAD®. S mutantnimi variantami Q248A a Q248E byla
zméfena specifickd aktivita s obéma koenzymy - NAD" a NADP" o koncentraci
2 mmol I, v prostiedi 150 mmol It Tris-HCI pufru (pH 7,5) a saturaci 1 mmol I
nonanalem. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 11. Bylo ptfedpokladdno, ze zadména
glutaminu Q248 za alanin uvolni misto pro fosfat NADP*, a ten se pak bude jevit jako
lepsi koenzym. Nicméné aktivita Q248A s NADP™ je ve srovnani s koenzymem NAD*
pouze 10%. Pro WT je to 6%.
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Tabulka 11. Specifické aktivity WT a mutantnich variant Q248A a Q248E a jejich
procentualni zastoupeni. M&feno ve tiech opakovanich ve 150 mmol It Tris-HCI pufru
(pH 7,5) pfi saturaci enzymu 1 mmol It nonanalem a 2 mmol It koenzymem.

Specificka aktivita (nkat mg?) Relativni zastoupeni (%)

Varianta enzymu NAD?* NADP?* NAD?* NADP*
WT 8,6 0,55 100 6
Q248A 13,9 13 100 10
Q248E 6,4 0,06 100 1

Na zakladé predchoziho méfeni relativnich aktivit a nékolika substrati byly rovnéz

zméfeny saturacni kiivky byly pro hexanal a nonanal a vSechny varianty APpALDH2A

pii saturaci s 3 mmol It koenzymem NAD* v prostiedi 150 mmol It Tris-HCI pufru

(pH 7.,5). Vysledné grafy jsou zobrazeny na obrazku 27 a ukazuji na to, Ze nékteré

varianty oxiduji podobné jak hexanal, tak 1 nonanal, zatimco jiné varianty preferuji

zejména nonanal. Trend katalytické Gc¢innosti (pomér Viim/Km) se mezi substraty nelisi

(Tabulka 12). Katalyticka G¢innost vyrazné klesa u mutantnich forem Y226A, Y348A,
M353A a L511A, jak pro nonanal, tak pro hexanal.

Tabulka 12. Vysledné kinetické parametry variant APpALDH2A pro hexanal a nonanal.
Mgfeni probihalo v prostfedi 150 mmol I Tris HCI pufru (pH 7,5) pfi saturaci enzymu
koenzymem NAD®, jehoz findlni koncentrace byla 3 mmol 1. Mé&feni bylo provedeno
v triplikatech. C9 - nonanal, C6 - hexanal. Hodnoty Viim/Km jsou vyjaditeny relativné.

Varianta enzymu Ky (umol 1) Vi (nmol st mg?)  Viim/Km (%)

Nonanal
WT 23+1 8,8+0,1 100
Q248A 27+2 142+0,3 137
Q248E 21+1 6,7+0,1 83
A223F 2142 7,4+0,2 92
Y226A 37+2 22+0,1 16
Y348A 55+3 5,7+0,1 27
M353A 150+ 12 8,5+0,3 15
L511A 47+ 4 7,7+0,2 43

Hexanal
WT 60+4 7,5+0,2 100
Q248A 71+3 12+0,2 135
Q248E 104 +£4 5,3+0,1 41
A223F 43+ 4 6,5+0,1 121
Y226A 56+9 1,5+0,1 21
Y348A 216+ 13 3,8+0,1 14
M353A 66 + 4 2,4+0,1 29
L511A 107 £ 11 3,5+0,1 26
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Obrazek 27. Satura¢ni krivky pro hexanal a nonanal. Satura¢ni kiivky pro WT (A),
Q248A (B), Q248E (C), A223F (D), Y226A (E), Y348A (F), M353A (G), L511A (H). Méteno
ve 150 mmol I Tris-HCI pufru (pH 7,5) pfi saturaci s 3 mmol I NAD*. Oznaceni substrati: C9
- nonanal, C6 — hexanal.
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5 DISKUSE

Prvni charakterizovanou rostlinnou mtALDH2 byla kukufi¢cna RF2A (Cui et al., 1996;
Liu et al., 2001), nasledovanda RF2B (Liu a Schnable, 2002). Obé ALDH jsou
lokalizovany v mitochondriich. Dalsi mtALDH2 byly popsany v O. sativa (Nakazono
et al., 2000), N. tabacum (op den Camp a Kuhlemeier, 1997), A. thaliana (Skibbe et al.,
2002) a A. majus (Long et al., 2009). mtALDH2 jsou podobné lidské ALDH2, ktera
byla popsana vroce 1996 (Klyosov). Jejich hlavni funkci je katalyza oxidace
acetaldehydu na acetat.

Také cytosolické ALDH (cALDH2), jmenovit¢ RF2C, RF2D, RF2E a RF2F, byly
detailné popsany v kukufici (Koncitikova et al., 2015). Tyto enzymy jsou schopny
oxidovat alifatické i aroamtické aldehydy jako benzaldehyd nebo fenylacetaldehyd
a mohou byt zapojeny do fenylpropanoidové drahy. APpALDH2A, ktera byla studovana
Vv této praci, sdili podobnosts CALDH2. APpALDH2A gen byl jiz dfive naklonovan
do plazmidu pCDFDuet a rekombinantni protein byl produkovan v E. coli. Na 5-konci
sekvence byla provedena delece 49 aminokyselin, kterou zna¢i symbol A, je tak
ovlivnéna produkce kodovaného proteinu v rozpustné fazi v E. coli, ktera je vyssi
(Hylova, 2015).

V piedchozich nepublikovanych experimentech Skolitele dr. Kopeéného byla
vyfeSena krystalova struktura proteinu (Obrazek 28), na jejimz zéklad¢ byla vybrana
dilezitd aminokyselinova rezidua v aktivnim misté enzymu - E174, A223, Y226, Q248,
Y348, M353 a L511. Rezidua E174, A223, Y226, Y348, M353 a L511 se nachazi
v kavité, kde dochdzi k vazbé substratu, kdezto reziduum Q248 je umisténo
ve vazebném misté pro koenzym. Cilem této prace je urceni vlivu téchto aminokyselin
na vlastnosti enzymu, pokud dojde bodovou mutaci k zdméné vybranych aminokyselin
za alanin. Mistn¢ fizenou mutagenezi bylo pfipraveno osm mutantii - E174A, A223F,
Y226A, Q248A, Q248E, Y348A, M353A al511A. Uspéénost mutageneze byla
potvrzena kontrolnim §tépenim plazmida a naslednou sekvenaci.

Pomoci SDS-PAGE byla stanovena molekulovd hmotnost jednotlivych variant
enzymu na piiblizné 55 kDa, coZ za denaturaCnich podminek odpovida monomeru.
Gelovou permeacni chromatografii byla experimentdlné stanovena tetramericka
struktura proteinu, o velikosti 225 kDa, ktera je jiz znama a je spolec¢nou vlastnosti
pro vSechny ALDH2 (Marchitti et al., 2008).
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Obrazek 28. Struktura APpALDH2A. (A) Krystalova struktura APpALDH2A pfi rozliSeni
2A. Data byla posbirdna na synchrotronu SOLEIL (Francie) a asymetrickd jednotka obsahuje
jeden tetramer, (B) bo¢ni pohled na substratovy kanal s aminokyselinovymi rezidui E174,
A223, Y226, Y348, M353 aL511, (C) pohled seshora na substratovy kanal. Na konci je
koenzym NAD+ a reaktivni katalyticky cystein C354.

Pomoci SDS-PAGE byla také ovétena dostatecna Cistota proteinti. Mutantni varianta
E174A byla pfipravena pozdéji a z Casovych diivodl s ni nebyly provedeny zadné dalsi
experimenty. VVzhledem Kk nizsi aktivité varianty Y226A byla pomoci CD spektroskopie
oveétena sekundarni struktura vSech studovanych proteint. Jejich tvary CD kiivek
odpovidaly CD spektru WT proteinu a z toho vyplyva, Ze sekundarni struktura nebyla
U zddného proteinu porusena a aktivity jednotlivych enzymi jsou pouze vysledkem
pfislusnych bodovych mutaci. Tento fakt také potvrzuji experimenty teplotni stability
enzymt, které byly provedeny pomoci nanoDSF a stanovenim rezidudlnich aktivit
enzymt Warburgovym optickym testem. Trend vyslednych teplotnich stabilit byl
podobny a nejméné stabilni byla varianta L511A (o vice nez deset stupiill) a nasledovala

varianta A223F. Ostatni proteiny byly stabilni podobné jako WT.
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Dale byla provedena kineticka méfeni a bylo zjisténo, ze preferovanym koenzymem
je NAD". Mutantni varianty glutaminu 248, jmenovité Q248A a Q248E, byly navrzeny
z divodu interakce tohoto rezidua s hydroxylovou skupinou ribdzy, na kterou se vaze
2’-fosfatova skupina v pfipadé NADP*. Bylo vSak zji§téno, ze zaménou Q248A
se preference mezi NAD" a NADP* méni velmi malo. Zatimco relativni rychlost
oxidace nonanalu s NADP* byla 6% vi¢i rychlosti s NAD* (100%), v pfipadé varianty
Q248A s NADP* to bylo 10 % vugi rychlosti s NAD™. Zaména Q248E naopak jesté vice
zvysila preferenci NAD" jako koenzymu a rychlost reakce s NADP* dosahovala pouze
1 % vici NAD".

Koenzym NAD" preferuji i kukufi¢né enzymy RF2C, RF2D, RF2E, RF2F a také
lidska ALDH2, jako i jiné ALDH, naptiklad ALDH10 (Farres et al., 1994; Kopecny
etal., 2013). Obsahuji konzervované reziduum kyseliny glutamové (E196 u RF2C,
E210 u RF2F), kterd brani ve vazbé& 2’-fosfatové skupiny NADP*, ktery tak neni
vhodnym koenzymem u rostlinnych ALDH2 (Koncitikova et al., 2015). Jde jak
0 sterickou zabranu, tak i repulzi na zéklad¢ stejného naboje. Srovnani koenzymovych
vazebnych mist enzymu PpALDH2A a kukuficné RF2F a FR2C je zndzornéno
na obrazku 29.
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Obrazek 29. Schéma vazebnych mist pro koenzym. (A) Slozeni vazebného mista
APpALDH2A pro koenzym obsahujici aminokyselinové reziduum Q248, (B) vazebné misto
pro NAD* kukuficné RF2F (ZMALDH2-6, zniazornéno tmavé hnédou barvou) a RF2C
(ZmALDH2-3, seda barva), Rezidua jsou oznafena oranzovou barvou a Cislovana podle RF2F
a v zavorkach zobrazeny rezidua RF2C (pfevzato z Koncitikova et al., 2015).
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Srovndni aminokyselinovych rezidui v aktivnim mist¢ enzymu bylo vytvoieno
zauziti WebLogo 3 (http://weblogo.threeplusone.com). Aminokyselinova rezidua
substratového kanalu PpALDH2A byla porovnana se slozenim znamych ALDH2C
izoforem (Obrazek 30A). Slozeni aktivniho mista ALDH2C je obecné vysoce variabilni
a kolem katalytického cysteinu (C303) obsahuje motiv XCV, kde X je proménlivé
reziduum. PpALDH2A obsahuje motiv MCV. Naopak mitochondrialni izoformy
(ALDH2B) sdili velmi konzervované aktivni misto napfi¢ riznymi organismy a kolem
katalytického cysteinu maji motiv CCC. Na obrazku 30B jsou znazornéna

aminokyselinova rezidua ALDH2, ktera jsou vyznamna pro vazbu koenzymu.
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Obrazek 30. Prehled aminokyselinovych rezidui substratového kanalu a vazebného mista
pro koenzym. (A) Aminokyselinova rezidua tvofici substratovy kanal u PpALDH2A,
ALDH2C a ALDH2B. Rezidua u ALDH2C jsou ¢islovana dle kukuti¢né RF2C, ALDH2B jsou
¢islovany dle hALDH?2, (B) piehled aminokyselinovych zbytkt dilezitych pro vazbu koenzymu
rodiny ALDH2, aminokyselinové zbytky jsou ¢islovany na zakladé kukuiiéné RF2C. Cast byla
prevzata z Koncitikova et al. (2015).
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Testovanim substratové specificity PpALDH2A (Tabulka 8) bylo zjisténo,
ze preferovanym substratem je alifaticky nonanal, na rozdil od kukutiénych ALDHZ2,
kde je nejlep$im substratem hexanal (Koncitikova etal., 2015). S nonanalem byla
pro WT naméfena specificka aktivita 8,6 nkat mg™. Ostatni varianty enzymu mély
podobné vysledky, avSak jejich aktivity byly oproti WT nepatrné nizsi, a Vv piipade
varianty Y226A to bylo jen 2,2 nkat mg™. Varianty M353A a L511A vykazovaly nizsi
aktivitu s hexanalem oproti WT. Nenasycené aldehydy, trans-2-nonenal a trans-2-
hexenal, patiily mezi slabsi substraty vSech zkoumanych APpALDH2A enzymii, oproti
svym nasycenym variantam. Tyto Sesti- a deviti uhlikaté aldehydy vznikaji
lipoxygenasovou drahou z polynenasycenych mastnych kyselin, jako je kyselina
linolova a linolenova (Dudareva et al.,, 2013). trans-2-Nonenal a trans-2-hexenal
vystupuji jako markery lipidové peroxidace, které jsou metabolizovany na méné
reaktivni formy a tyto reakce tak muze APpALDH2A in vivo katalyzovat. C9 a C6
nasycené i nenasycené aldehydy patii mezi t€kavé volatilni latky listt a plodu, K jejichz
syntéze ovykle dochazi v zelenych ¢astéch rostlin v reakci na zranéni, a také se podili
na typickém aromatu ovoce a zeleniny (Feussner et al., 1997; Dudareva et al., 2013).
Specifické aktivity, naméfené s aromatickymi substraty, byly ve vSech ptipadech nizké
(Obrazek 24). Varianty M353A a Y348A vyrazngji ztracely schopnost oxidovat p-
anisaldehyd a cinnamaldehyd. Cinnamaldehyd, coniferylaldehyd a sinapaldehyd jsou
soucasti procesu lignifikace cévnatych rostlin (Peng et al., 2008; Dudareva et al., 2013).
Pro ALDH2A  zmechu, ukterého klignifikaci nedochazi, coniferylaldehyd
a sinapaldehyd nejsou dobrymi substraty. Naopak kukuficné izoformy cALDH2
oxidovaly jak coniferylaldehyd, tak sinapaldehyd a ve vyssich rostlinach tak mohou byt
zapojeny do biosyntézy ligninu (Koncitikova et al., 2015).

Se dvéma nejlepsimi substraty, nonanalem a hexanalem, byly zméfeny satura¢ni
kiivky pro vSechny varianty enzymu (Obrazek 27). WT, A223F a Y226A oxidovaly
podobn¢ jak hexanal, tak i nonanal, kdezto varianty Y348A, M353A a L511A davaly
pfednost nonanalu. V Zadném z piipadii nedoSlo k obraceni substratové preference.
Z toho divodu bude v budoucnu potfeba otestovat dal§i aminokyselinova rezidua
nachazejici se v aktivnim mist¢ enzymu. Nasledovat budou také in vivo studie,
ve kterych se bude zkoumat PpPALDH2A knockout linie z mechu a linie nadprodukujici
PpALDH2A v Arabidopsis thaliana s cilem urcit in vivo hlavni substrat tohoto enzymu

V nizSich rostlinach.
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6 ZAVER

V teoretické cCasti prace byla vypracovana literarni reSerSe soucasnych poznatki
o0 mechu P. patens, nadrodiné rostlinnych aldehyddehydrogenas, rodin¢ rostlinnych
aldehyddehydrogenas 2 a aldehydech.

V experimentalni C¢asti byla provedena mistné-fizend mutageneze APpALDH2A,
kterou bylo vytvofeno osm mutanti. Mutantni varianty byly produkovany v E. coli,
extrahovany a purifikovany.

Byla potvrzena c¢istota proteini pro meéfeni enzymovych aktivit a bylo ovéfeno
zachovani sekundarni struktury. Byly studovany vlastnosti jednotlivych mutantnich

variant, jako je teplotni stabilita, substratova specifita a kinetické parametry.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A

3H3PP
3H3PP-CoA
303PP-CoA
ACL
AA/BIS
AADC
AAT

ABAL

ADH

AGT

ALDH

ANS

AOX

APAL

APS

AVAL

BA
BA-CoA
BAlc
BALDH

BB

BenzAL (BAId)
BPBT

BSA
BSMT

C3H
C4H
C6
C9

odstranéni signalni sekvence proteinu
kyselina 3-hydroxy-3-fenylpropionova
3-hydroxy3-fenylpropionyl-CoA
3-o0x0-3-fenylpropionyl-CoA
4-kumaroyl-CoA-ligasa / p-kumaroyl-CoA-syntasa
akrylamid/bisakrylamid
aromaticka-L-aminokyselinadekarboxylasa
alkoholacylstransferasa
4-aminobutanal

alkoholdehydrogenasa
anthocyaninglykosyltransferasa
aldehyddehydrogenasa
anthocyanidinsynthasa
aldehydoxidasa

3-aminopropanal

persiran amonny

5-aminovaleraldehyd

kyselina benzoova

benzoyl-CoA

benzylalkohol
benzaldehyddehydrogenasa
benzylbenzoat

benzaldehyd
benzoyl-CoA-benzylalkoholbenzoyltransferasa/
2fenylethanolbenzoyltransferasa
hovézi sérovy albumin
benzoylkarboxymethyltransferasa/
salicylkarboxymethyltransferasa
p-kumarat-3-hydroxylasa
cinnamat-4-hydroxylasa

hexanal

nonanal
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CA
CA-CoA
CAD
cALDH
CAO (DAO)
CCoAOMT
CCR

CD

CFA
CFA-CoA
CFAT
CinAL
CNL
COMT
ConA
ConAc
ConAL
DAHP
DAP
DRF
EGS

Eug

F3H

F5H

FA
FA-CoA
FAD

FP

GOL
hALDH2
HCT
HPL

CHI
CHS

kyselina skoficova

cinnamoyl-CoA
cinnamylalkoholdehydrogenasa
cytosolicka aldehyddehydrogenasa
aminoxidasy obsahujici méd’ (diaminoxidasy)
cafeoyl-CoA-3-O-methyltransferasa
cinnamoyl-CoA-reduktasa

cirkularni dichroismus

kyselina kavova

kafeoyl-CoA
koniferylalkoholacetyltransferasa
cinnamaldehyd

cinnamoyl-CoA-ligasa
cafeoyl-O-methyltransferasa
koniferylalkohol

koniferylacetat

coniferylaldehyd
D-arabinoheptulosonat-7-fosfatsyntasa
1-(3-aminopropyl)4-aminobutanal a 1,3-diaminopropan
dihydroflavanon-4-reduktasa
eugenolsyntasa

eugenol

flavanon-3-hydroxylasa
ferulat-5-hydroxylasa

ferulova kyselina

feruloyl-CoA

flavinadenindinukleotid

forward primer

glycerol

lidska aldehyddehydrogenasa 2

hydroxycinnamoyl-CoA:sikimathydroxycinnamoyltransferasa

hydroxyperoxylyasa
chalkon-flavanonisomerasa

chalkonsyntasa

66



IEMT
IEug

IGS
IPTG
ISO

KAT

LB médium
LOX

MB
MeCA
Mp
mtALDH
NAD(P)
OD
OMT
PAAS
PAL
p-AnisAL
PAO
pCA
pCA-CoA
PCR
PEB
PhA

Phe
PhEth
PhEthA
Pp
PVDF
Refl

Rf

ROS

RP
SinAL

isoeugenol-O-methyltransferasa
isoeugenol

isoeugenolsyntasa
isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid
isomerasa

3-ketoacyl-CoA-thiolasa

Luria-Broth médium

lipoxygenasa

methylbenzoat

methylcinnamat

miniprep

mitochondrialni aldehyddehydrogenasa
nikotinamidadenindinukleotid(fosfat)
opticka hustota

O-methyltransferasa
fenylacetaldehydsynthasa
fenylalaninamoniaklyasa
p-anisaldehyd

polyaminoxidasy obsahujici flavinovy konezym

kyselina p-kumarova
p-kumaroyl-CoA
polymerazova fetézova reakce
fenylethylbenzoat
fenylacetaldehyd

fenylalanin

2-fenylethanol

fenylethylamin
Physcomitrella patens
polyvinilidendifluorid

gen snizené epidermdlni fluorescence 1
gen obnovujici plodnost
reaktivni formy kysliku
reverse primer

sinapaldehyd
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t-2-C6
t-2-C9
Tso

Ta

Tm

TAE pufr

TEMED
Tris

WT

trans-2-hexenal

trans-2-nonenal

teplota, pfi niZ ma enzym 50% aktivitu

teplota nasedani primeru (annealing)

teplota rozvolnéni enzymu (melting)

pufr  obsahujici  Tris, kyselinu octovou
ethylendiamintetraoctovou
tetramethylethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan

fenotyp nachazejici se v ptirodé (wild type)
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kyselinu



