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prozkoumanym rostlinnym enzymem zminéné skupiny.
Jedna se o dva izoenzymy s takika stejnou molekulovou
hmotnosti a vysoce homologni sekvenci. Jako
rekombinantni proteiny jsou oba izoenzymy dimerni. Jejich
nejlepsim substratem je 3-aminopropanal.

Bylo studovano 21 aldehydu, které byly testovany jako
substraty aminoaldehyddehydrogenas z hrachu setého
(Pisum sativum) a rajCete jedlého (Lycopersion
esculentum). Pro nejleSi z nich byly stanoveny hodnoty K,
LeAMADH1, velmi Siroka specificnost byla pozorovana i
pro PSsAMADH2. PsAMADH1 a LeAMADH2 vykazovaly
uzsi substratovou specificnost. Nizka hodnota K, byla u
v§ech enzym(l pozorovana pro 3-(methylthio)propanal.
aminoaldehyddehydrogenasa, aminoaldehydy, 3-
aminopropanal, substratovéa specifa, enzymologie
75
0
Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and surname
Title

Type of thesis
Department

Supervisor

The year of presentation
Abstract

Keywords

Number of pages

Number of appendices

Bc. Jan Frommel
Preparation of new synthetic aminoaldehyde
dehydrogenase substrates
Master
Department of biochemistry
Prof. Mgr. Marek Sebela
2010
w-Aminoaldehydes are produced by enzymatic

oxidation of polyamines. This reaction is catalyzed
by two enzymes, quinoprotein diamine oxidases
(EC 1.4.3.21) and flavoprotein polyamine oxidases
(EC 1.5.3.11). w-Aminoaldehydes are further
oxidized to the corresponding amino acids. This
conversion is mediated by a large group of
enzymes with a very broad substrate specificity.
Pea aminoaldehyde dehydrogenase represents the
best explored plant enzyme of this group. In pea,
there are two isozymes of aminoaldehyde
dehydrogenase (AMADH) with almost the same
molecular weight and a high degree of sequence
homology. As recombinant proteins, both of them
are dimers. 3-Aminopanal is their best substrate.

Twenty one aldehydes were tested as substrates
of aminoaldehyde dehydrogenases from pea
(Pisum sativum) and tomato (Lycopersicon
esculentum). For the best substrates from this
group, K, and Vvalues were determined. The
broadest substrate specificity was observed for
LeAMADH1, PsAMADH2 showed a broad
specificity too. The substrate specificity of
PSAMADH1 and LeAMADH2 was narrover. 3-
(Methylthio)butanal had very low K, values for
every enzymes.
aminoaldehyde dehydrogenase, aminoaldehydes,
3-aminopropanal, substrate specifity, enzymology
75



Language

Czech



Obsah

L (0 ] =TT o SRR 2
0T =Y 0 1V T o | R 2
BibliografiCk& ideNtifiKACE .........uuuiiiiiiiiiii 3
Bibliographical identifiCation ...............uueeuiiiuiii 4
100157 | o [P PP PP PPPPPPPPRPPPR 6
CHlE PIACE . ————— 7
TEORETICKA CAS Tt 8
1 POLYAMINY ..ttt ettt ettt e st et e e e e e s sttt e e e e e e e s e bbbt e e e e e e e s sannssnnneeeeeeeeaaanns 8
Y b4 o T1 1 o701 Y= 4110 U TR 8
1.2 Vyskyt a vyznam polyamind U rostlin ...........ccccciiiiiiiiiiiiii e 9
2 DEGRADACE POLYAMINU — VZNIK AMINOALDEHYDU .....ccuviiiiiiieeeeeeesiiirieeeeeeeeesannnes 11
2.1 Enzymy katalyzujici oxidativni degradaci polyaminU ............ccccceveeiniiieeeiniinnenn. 11
2.1.1 Aminoxidasy obSahUJiCi MEM ..............cccuviiiiiiiiiiiee e 11
2.1.2 POIYAMINOXIAASY ...veeeeeieiiiiiiiiieeeie e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e annnes 13
2.2 Jiné zpusoby degradace pPolyaminU ............ooccuueeeeiiiiiieeiniiiie e 15
3 AMINOALDEHYDY ..uutttttiieeteeeeaaaassssteaeraeaeeesssasssssseeeeseeassaassssssssreaeeesssanssssssseeeeeesanns 15
3.1 Laboratorni pfiprava aminoaldehydU .............cccceeeiiiiiiiiiiiiicce e 15
3.2 Vlastnosti aminoaldenydU ............ccuueiiiiiiiiiiiiiie e 17
3.2.1 Nékteré reakce aminoaldehydU ...............ccccuueiiiiiiiiiiiiiiiiii e 17
3.3 Biologicky vyznamné aminoaldehydy: w-aminoaldehydy ...............ccccccceeiiinnnns 19
3.3 L CYKIZACE ... 19
IR I o) (o1 | - WP PP PPPRPR 20
4 DEGRADACE AMINOALDEHYDU......uuuttiiiiieeaiiiiiitiieeeaeeeessssiibtseeeaeeeessssnnnsnneeeeeeeesannns 21
4.1 Enzymy katalyzujici degradaci aminoaldehydl ................cccccoi, 21
4.2 Reakéni mechanismus degradace w-aminoaldehydd ...................cccc, 23
4.3 Produkty degradace w-aminoaldehydU......................ccccooi 24
4.4 DalSi osud degradacnich produkdi -aminoaldehydld a jejich zaclenéni do

obecnych metabolickych drah.................. e, 25
5 AMINOALDEHYDDEHYDROGENASY ...ceiiiiiiiiiiiiitieeeeeeesasansnssseeeaseesssssnnsssneeeeeseessanns 26
5.1 SHUKLUIA. ..o 26
5.2 LOKAlIZACE ... 29
5.3 Aminoaldehyddehydrogenasy z NraChu ............ccccooiiiiiiiiiiiiiccee e 31

-6-



5.3.1 Vazebné misto pro Kation a KOBNZYM ............eeviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 33

5.3.2 Aktivni misto a vazba SUDSLIAtU ... 36
5.3.3 Nahrada koenzymu, substratova specificnost a inhibice ...............cccccccceeeienennn. 37
5.3.4 Isoelektricky bod, pH a teplotni optimum a dal3i vlastnosti..............cccoeeeeeeeeennnn. 39
EXPERIMENTALNIT CAS T 40
6 MATERIAL A METODY .. ee e a e a e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaaaaaaaeas 40
6.1  BIOlOQICKY MAtEri@l ......ccceeeiieee e, 40
6.2  POUZItE CheMIKANE ......cooiii e 40
6.3 POUZITE PFISIIOJE cooveeeiiiii i 41
L A (o To [0 ot I =T 0 V74 Y/ 1 11 41
6.5 Priprava substratl............oooooiiii 43
6.6 Méreni aktivity a kinetickych parametrli.............cooooei i 45
7 VYSLEDKY ...uvtvtunuueennennnnnnnnnnnnennnnnnnennnsnnnnnnnnnnnnnnnnnnns Error! Bookmark not defined.
7.1 Pfipravené a zakoupené substraty....................... Error! Bookmark not defined.
7.2  Produkce enzymu .........cccoooiiiiiiniiiiii e Error! Bookmark not defined.

7.3 Urgeni relativnich aktivit pfi koncentraci substratu 1,0 mmol.I* ..Error! Bookmark

not defined.

7.4 Stanoveni kinetickych parametrd...............c.coe... Error! Bookmark not defined.
8 DISKUSE ..ot Error! Bookmark not defined.
9 ZAVER ...ttt e bt e e e bttt e e e et brte e e e nraeaaean 46
SezNam POUZILE [TEIATUIY .....coiiiiiiiieiii e a e e 47
Seznam POUZILYCH ZKIAtEK ........cc.uuiiiiiiiiee e 52
PRILOHY ...t 54

Cile préace

1 Produkce rekombinantni aminoaldehyddehydrogenasy z hrachu a rajCete

s vyuzitim geneticky modifikované bakterie Escherichia coli

2 Syntéza potencialnich substrat aminoaldehyddehydrogenasy
3 Stanoveni relativni aktivity a kinetickych parametrd enzymd pro pfipravené
substraty



TEORETICKA CAST
1 POLYAMINY

Polyaminy jsou vSudypfitomné slou€eniny hrajici rozhodujici roli v kli€ovych
fyziologickych procesech v€etné bunécného rustu a déleni. Vzhledem k tomu, Ze za
fyziologického pH nesou kladny naboj, vazi se velmi silng, jak bylo in vitro
demonstrovano, k zaporné nabitym nukleovym kyselinam, kyselym fosfolipidim i
mnoha typum proteind véetné enzymu, jejichZz aktivita je €asto vyrazné ovlivnéna
vazbou polyaminu. Mezi nejvyznamnéjsi polyaminy patfi spermin (SPM), spermidin
(SPD), putrescin (PUT), 1,3-diaminopropan (DAP) ¢&i agmatin (AGM) (Obr. 1)
(Bouchereau et al., 1999, Tylichova et al, 2007, Walters, 2003).

NH

HZN\/\/NHZ
DAP

HZN\/\/\
NH, HZN\/\/\
PUT NH  "NH,

AGM

H,N NH\/\/\ HZN\/\/\/NHz H N\/\/NH NH,
2 \/\/ NH2 2 \/\/

CAD
SPD kaldin (norspermidin)

H,N NH\/\/\ NH NH
2NN NH/\/\NHZ HZN\/\/NH\/\/ N2
SPM . .
thermin (norspemin)

Obr. 1: Nékteré polyaminy vytvarejici se v zivych organismech (Walters, 2003)
1.1 Vznik polyamint

Prvnim krokem biosyntézy polyaminl je tvorba PUT, ktery mGze vzniknout bud
pfimo dekarboxylaci ornithinu ornithindekarboxylasou (EC 4.1.1.17), nebo nepfimo
z Arg, jehoz dekarboxylaci arginindekarboxylasou (EC 4.1.1.19) vznik4d agmatin. Ten je
dale pfemén agmatiniminohydrolasou (EC 3.5.3.12) na N-karbamoylputrescin, z néjz
za katalyzy N-karbamoylputrescinamidohydrolasou (EC 3.5.1.53) vznika zadany PUT.
Z Arg muze rovnéz jednokrokové vzniknout diky arginase (EC 3.5.3.1) ornithin. U
rostlin a bakterii vznikd PUT z ornitinu i Arg, zatimco u ZivoCicht a hub vede k PUT
pouze dekarboxylace ornithinu. Pfipojenim aminopropylové skupiny na jeden &i oba
dusiky Put vznika SPD ¢& SPM. Aminopropylova skupina se ziska z
dekarboxylovaného S-adenosylmethininu, odkud je pfenesena spermidinsynthasou
(EC 2.5.1.16) na dusikovy atom PUT za vzniku SPD, popf. sperminsynthasou (EC
2.5.1.22) na dusikovy atom primarni aminoskupiny putrescinové ¢asti SPD za vzniku
SPM. Dekarboxylaci S-adenosylmethioninu zajistuje S-
adenoslymethinindekarboxylasa (EC 4.1.1.50). Pentan-1,5-diamin (kadaverin, CAD)
vznika dekarboxylaci Lys, kterou katalyzuje nejen specialni enzym lysindekarboxylasa
(EC 4.1.1.18), ale mUze byt katalyzovana i ornithindekarboxylasou (Obr. 2), jak je
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uvedeno v citovanych pfehlednych ¢&lancich (Boucherau et al., 1999, Walters 2003,

http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme - duben 2010).

NH )
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H,0 EC 4.1.1.18 co,
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Obr. 2: Zakladni reakce biosyntézy nejvyznamnéjSich polyamint (Boucherau et al.,
1999, Walters 2003)

1.2 Vyskyt a vyznam polyamint u rostlin

Polyaminy se v rostlinnych burikach vyskytuji bud ve formé volnych bazi, nebo
asociované s raznymi molekulami od malych fenolovych kyselin az po velké molekuly
proteind. Casté jsou jejich derivaty se skoficovou, kdvovou, p-kumarovou &i ferulovou
kyselinou. Rozmanita skupina nizkomolekularnich konjugatll polyamintd se vyskytuje
v Siroké skupiné rostlinnych Celedi. U dvaceti druhl rostlin reprezentujicich rozdilné

Celedi se dokonce jedna o hlavni fenolové slou¢eniny reproduktivnich organt. Asociaty
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zminénych kyselin s alifatickymi diaminy a polyaminy jsou bazické a dobfe rozpustné
ve vodé, zatimco jejich neutralni asociaty s aromatickymi aminy jsou ve vodé
nerozpustné (Walters 2003). CAD neni v rostlinach rozSifen tak Siroce jako PUT.
Vyskytuje se pfedevsim v Celedi motylokvétych (Papilionaceae), jez je nékterymi autory
oznacovana terminem bobovité (Fabaceae), nebo v kvétech kornoutic (Zantedeschia
sp.) nazyvanych téz kala (Boucherau et al., 1999)

Polyaminy hraji dulezitou roli v fadé vyvojovych procesu, mezi kterymi jsou i rist
kofenli, somaticka embryogeneze, iniciace kveteni &i vyvoj kvétd a plodu. Velky
vyznam maji polyaminy i v odpovédi na abioticky stres. Hladina polyaminl vzrasta v

odpovédi na sucho, salinitni stres, nedostatek drasliku ¢i osmoticky Sok. U vySSich

rostlin funguji polyaminy jako signalni slouceniny zejména pfi napadeni patogeny
(Boucherau et al., 1999, Walters, 2003).

HO NH,
k Ih i )J
umaroylhydroxyputrescin NH
HO—<: :>—’ HN

NH

NH
hordatin A (R = H) NH‘( J___/—
hordatin B (R = -OCH,) NH; NH
p-kumaroylagmatin
HO
NH

HN o
R
NH, X NH/\/\NHZ

feruolylputrescin (R = -OCH,)

NH,

HO
kafeoylputrescin (R = -OH)

Obr. 3: Nékteré asociaty polyaminu s fenolickymi kyselinami (Walters, 2003)

Neni bez zajimavosti, Ze akumulace sperminu spousti aktivaci kaspas v leuke-
mickych bunkach (Stefanelli et al., 1998). Feruloylputrescin se akumuluje v hlizach
brambor napadenych Phoma exigua (Malmberg, 1984). Protiplisfové ucinky polyaminu
byly pozorovany i u obilovin. p-Kumaroylhydroxyputrescin se akumuluje u pSenice
napadené plisni, zatimco u jeCmene dochazi k akumulaci p-kumaroylagmatinu a
hordatinu A a B (Smith & Best, 1978). Hordatin A je dimer p-kumaroylagmatinu,
zatimco hordatin B je konjugat p-kumaroylagmatinu s feruloylagmatinem (Obr. 3)
(Walters, 2003). Vyznamnym aspektem senzitivity kultivard ryze vacéi salinité je
nadmérna akumulace PUT spojena neschopnosti udrzet vysokou hladinu SPM a SPD
v kofenovém systému pfi expozici prostfedi s vysokou koncentraci soli. V Ciroku
dochazi pfi salinitnim stresu k akumulaci SPD a SPM, coz je povazovano za adaptivni

odpovéd (Erdei et al., 1996). Neobvyklé polyaminy kaldin (norspermidin) a thermin
-10 -



(norspermin) (Obr. 1) byly objeveny v termofilnich bakteriich pfi jejich vystaveni
vysokym teplotam. Stejné polyaminy akumuluje pfi vystaveni vysokym teplotam i pyl a
bunécna kultura termofilni baviny (Kuehn, 1990). Interakce SPD a SPM s membranami
inhibuje pfesun fosfolipidl pfes membranu a stabilizuje napf. thylakoidni membranu. U
zivoCichl byly pozorovany souvislosti mezi pfitomnosti SPD a SPM a cytoskeletarni
strukturou. Inhibice syntézy SPD a SPM navic blokuje cytokinezi (Sunkara et al, 1979).
Informace o vyskytu polyaminu jsou podrobné shrnuty v recentnich publikacich
(Boucherau et al., 1999, Walters, 2003). Degradace polyamini je spojena s mnoha
fyziologickymi procesy, mezi néz nalezi i lignifikace, ztuzeni bunééné stény &i obrana
bunék (Sebela et al., 2001b).

2 DEGRADACE POLYAMINU — VZNIK AMINOALDEHYDU

Nejobvykleji za¢ina katabolismus polyamin( jejich oxidativni deaminaci, jez se
mulze odehravat jak na primarni, tak na sekundarni aminoskupiné. V prvém pfipadé
vznika pfislusny aminoaldehyd, amoniak a peroxid vodiku. Z diaminu timto
zpusosobem vznika jako primarni produkt pfislusny w-aminoaldehyd. Oxidace
polyaminG na sekundarni aminoskupiné miZe mit dvoji lokalizaci. Je totiz mozna
oxidace, ktera je typicka pro zivo€isné enzymy, ze SPM popf. SPD vznikne SPD popf.
PUT a déle 3-aminopropanal (APAL) a peroxid vodiku. Oxidace uhliku na vnitfni strané
sekundarni aminoskupiny poskytuje 4-[(3-aminopropyl)amino]butanal (APBAL) ze SPM
a 4-aminobutanal (ABAL) ze SPD. DalSimi produkty jsou DAP, ktery jiz nemize byt
preménén zpét na SPM ¢&i SPD, a peroxid vodiku (Tylichova et al, 2007).

2.1 Enzymy katalyzujici oxidativni degradaci polyamint

Oxidativni degradace polyamind je katalyzovana chinoproteinovymi
aminoxidasami (CAO, EC 1.4.3.6), které obsahuji v aktivnim mist¢ méd, a
flavoproteinovymi polyaminoxidasami (PAO, EC 1.5.3.11). CAO byly pozdéji rozdéleny
na dvé skupiny, benzylaminoxidasy (EC 1.4.3.21; neoxiduji polyaminy) a
diaminoxidasy (EC 1.4.3.22) a puvodni oznaceni EC bylo zruSeno (www.expasy.ch
duben 2010). Jak je patrné z jejich klasifikace, katalyzuje CAQO oxidaci primarnich
aminoskupin, zatimco PAO je odpovédna za oxidaci sekundarnich aminoskupin.

Reprezentativni enzymy obou skupin jiz byly krystalovany (Binda et al., 1999) .
2.1.1 Aminoxidasy obsahujici méd’

CAO byva obvykle homodimerni. V kazdé své podjednotce obsahuje aktivni
misto s topachinonovym kofaktotrem a médnatym iontem. Na zakladé substratové

specificnosti se CAO déli do &tyf skupin. Prvou skupinu tvofi rostlinné aminoxidasy,
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které vykazuji vysokou afinitu k diamindm, zejména k PUT a CAD. Jsou proto Casto
oznacovany jako diaminoxidasy. Enzymy z lusténinovitych rostlin oxiduji vyte¢né i
AGM, SPD a SPM. DalSi skupinou jsou CAO ziskané z krevni plazmy savcl. Ty
vykazuji vysokou schopnost oxidace SPM, SPD, benzylaminu a jemu podobnych
monoaminy. Prfedposledni skupinu tvofi savéi intracelularni CAO. Prfikladem mohou
byt enzymy z ledvin &i placenty. Tato skupina se vyznacuje preferenci diamin(, oxiduje
rovnéz i histamin. V neposledni fadé nalezi mezi CAO i mikrobialni enzymy, které s
vyjimkou methylaminoxidasy katalyzuji oxidaci arylalkymin(i jako napf. benzylamin,
fenethylamin, tyramin &i histamin. Propan-1,3-diamin (DAP) neni CAO oxidovan popf.

je oxidovan jen nepatrné za vznik APAL (Frébort & Adachi, 1995).

Tab. 1: Hodnoty K; pro inhibici hrachové CAO vybranymi inhibitory (Stranska et al.,
2007, Sebela et al., 2007)

Inhibitor Ki Typ inhibice
N,N‘-bis(pyridin-2-ylmethyl)ethan-1,2-diamin 0,10 mmol.I"* kompetitivni
N,N‘-bis(pyridin-2-ylmethyl)propan-1,3-diamin 0,20 mmol.I"* kompetitivni
N,N*-bis(pyridin-2-ylmethyl)butan-1,4-diamin 0,11 mmol.I"* kompetitivni
N,N‘-bis(pyridin-2-ylmethyl)pentan-1,5-diamin 0,22 mmol.I"* kompetitivni
N,N*-bis(pyridin-2-ylmethyl)hexan-1,6-diamin 0,25 mmol.I"* kompetitivni
N,N‘-bis(pyridin-2-yImethyl)heptan-1,7-diamin 0,10 mmol.I" kompetitivni
N,N‘-bis(pyridin-2-ylmethyl)oktan-1,8-diamin 0,07 mmol.I"* kompetitivni
1,4-diaminobutan-2-on 0,1 ymol.I" kompetitivni
1,5-diaminopentan-3-on 0,015 ymol.I* kompetitivni
N-(2-aminoethyl)ethan-1,2-diamin
(diethylentriamin) 7 pmol.I™ nekompetitivni
N®-(3-aminopropyl)adenin 0,1-0,10 mmol.I*  kompetitivni
N®-(4-aminobut-2-enyl)adenin 0,1-0,10 mmol.I"  kompetitivni

VétSina rostlinnych CAO oxiduje nejlépe PUT, SPD jiz hife, pfesto vSak lépe
nez SPM. V pfipadé hrachové CAO dosahuiji relativni rychlosti vzhledem k PUT 35 %
pro SPD a 0,3 % pro SPM. Enzym z ¢oCky dosahuje u SPM, popf. SPD aktivity
odpovidajici 20, resp. 42 % aktivity pro PUT (Sebela et al., 2001b) Hrachova CAO
oxiduje dobfe i 1,4-bis(3-aminopropyl)-piperazin, dehydrospermin & (2-
aminoethoxy)ethanal. Slabym substratem, ktery je zaroven kompetitivnim inhibitorem
hrachové CAO je i dipropylentriamin, zatimco diethylentriamin je jejim nekompetitivnim
inhibitorem (Sebela et al, 2003). Pomé&rné dobrymi substraty jsou i nékteré nenasycené

diaminy. Zatimco napfiklad but-2-en-1,4-diamin dosahuje u CAO z hrachoru setého
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(Lathyrus sativus) relativni aktivity vzhledem k PUT 18 % (trans izomer), resp. 11 %
(cis izomer), je but-2-yn-1,4-diamin jeji reakéné zavisly inhibitor (Sebela et al., 2000b).
Jako kompetitivni inhibitory hrachové CAO funguje dobfe fada N,N‘-bis(pyridin-2-
ylmethyl)diaminl se dvéma az osmi uhliky na nevétveném alifatickém fetézce mezi
obé&ma aminoskupinami (Stranska et al., 2007). Kompetitivhimi inhibitory jsou i nékteré
diaminoketony, N°-aminoalkyladeniny & derivaty agmatinu. Nékteré azadiaminy, jako
napfiklad diethylentriamin Ci triethylentetramin, které mohou byt povaZovany za
derivaty kadaverinu a oktan-1,8-diaminu, jsou nekompetitivnimi inhibitory hrachové

CAO (Tab. 1), jak je uvedeno v citované recentni publikaci (Sebela et al., 2007).
2.1.2 Polyaminoxidasy

Podle reakéniho mechanismu je mozné rozdélit PAO do dvou skupin. Zivo&isné
PAO stejné jako sperminoxidasa (SMO) z kvasinek Saccharomyces cerevisae, ktera je
znama pod oznaéenim Fms1 protein, a SMO z lidské ¢i mySi krevni plazmy, katalyzuji
oxidaci uhliku na vnéjSi strané sekundarni aminoskupiny SPM ¢i SPD. Jednim
z produktd je u této skupiny APAL. Naproti tomu rostlinné PAO oxiduji uhlikovy atom
na vnitini strané& N*-dusiku, &mz vznika jako jeden produktd propan-1,3-diamin
(Sebela et al., 2001b, Tylichova et al, 2007).

HZN\/\/\NH/\/\NHZ

FAD

e
o

2

HZN\/\/\ NN H.N
\N NH, FADH2 2 \/\/\NN\NHZ

H,O H,0

H N\/\/\
2 o + HzN/\/\NHz HZN\/\/\NH + 0 > ""\H
2 2

Obr. 4: Kroky reakce katalyzované rostlinnou (levé rameno) a zivoCiSnou (pravé
rameno) PAO demonstrované na oxidaci SPD (Binda et al., 1999, Sebela
et al, 2001b)

Narozdil od CAO neprodukuji PAO NH,", shodné se uvoliiuje H,O,. Reakce

PAO se sklada ze dvou fazi, v prvni dochazi k oxidaci sekundarni aminoskupiny
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dehydrogenaci jedné z jejich vazeb se sousednim atomem uhliku za soufasné
redukce FAD na FADH,. Nasleduje hydrolyza dvojné vazby iminoskupiny oxidovaného
substratu. FADH; je reoxidovan vzdusSnym kyslikem za vzniku H,O,. (Obr. 4). Molekula
vody hydrolyzujici meziprodukt je vodikovym mustkem vazana na N° atom flavinové
¢asti FAD (Binda et al., 1999).

PAO jsou monomernimi proteiny s prostatickou skupinou FAD (Sebela et al.,
2001B, Tylichova et al, 2007). Izoelektricky bod PAO lezi obvykle v kyselé oblasti,
nékteré rostlinné enzymy jsou glykoproteiny. Kukuficna PAO, jejiZz terciarni struktura
byla publikovana jako prvni, je tvofena jednim polypeptidovym fetézcem o molekulové
hmotnosti 53 kDa, ktery vytvari dvé dobfe definované domény, FAD vazebnou doménu
a doménu interagujici se substratem. Mezi doménami se vytvaFi tunel délky 30 A ve
tvaru pismene U, ktery je aktivnim mistem. Jadro katalytického mista je pravé
v zakFivené Casti tunelu, kde se nachazi i flavinovy kruh FAD (Obr. 5) (Binda et al.,
1999).

(a)

() Tunnel openings
™

)
N

Obr. 5: Prostorova struktura kukuficné PAO s vyznacenim celého katalytického

tunelu (a) a vstupu do néj (b) (Binda et al., 1999)

Hodnota pH optima se obvykle pohybuje mezi 5,5 a 6,8. Molekularni vlastnosti
a substratova specificnost PAO je shrnuta v citovaném ¢&lanku (Sebela et al., 2001b).

Kompetitivni inhibitor kukuficné PAO je napfiklad 1,4-Bis(3-aminopropyl)pipera-
zin, jehoz hodnota K; je pfi pouziti SPM 1,0 mol.I"*, coz odpovida poloviné K; pro SPD
(Sebela et al., 2003). Rostlinné PAO jsou inhibovany Sirokym spektrem inhibitord, mezi
néz nalezi napfiklad N,N‘-bis(pyridin-2-ylmethyl)-diaminy (Stranka et al., 2007).
Informace o inhibicich PAO byly shrnuty v recentni publikaci (Sebela et al., 2007).
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Stanoveni PAO v krevnim séru je mozné vyuzit pfi diagnéze mozkové mrtvice.
Podrobny popis metody v&etné referentnich mezi je uveden v citované publikaci
(Tomitori et al., 2005).

2.2  Jiné zpusoby degradace polyaminu

V nékterych bakteriich podléhaji polyaminy transaminaci fizené nespecifickymi
aminotransferasami (Tylichova et al., 2007). Jiz v prvni poloviné Sedesatych let byla
publikovana izolace putrescinaminotransferasy (EC 2.6.1.29) z bakterie Escherichia
coli (Kim, 1964). DalSim pfikladem muaze byt polyaminaminotrans-ferasa z bakterie
Arthrobacter sp. TMP1, ktera katalyzuje pfenos aminoskupiny z nor-spermidinu na
pyruvat za vzniku 3-[(3-aminopropyl) amino]propanalu. DalSimi produkty jsou L-alanin,
DAP, allylamin a akrolein v relativnim mnozstvi 24, 3,3, 2,3 a 1,2 % vzhledem ke stupni
transaminace paru DAP/pyruvat (Yorifuji et al., 1997b). Zminény enzym, ktery
katalyzuje i transminaci z DAP, PUT, SPD a SPM, se jiz podafilo vypurifi-kovat do
homogenni Cistoty. Jeho molekulovd hmotnost dosahuje hodnoty 129 kDa. Enzym je
sloZzen ze dvou podjednotek o hmotnosti 64 kDa. Jako koenzym slouzi pyridoxal-5'-
fosfat, nejlepSim akceptorem aminoskupiny je pyruvat, zatimco 2-oxoglutarat a
oxaloacetat jsou vUci této transaminaci inertni (Yorifuji et al., 1997a).

Transaminace polyamind byla pozorovana i u rostlin. U lupiny mnoholisté
(Lupinus polyphyllus) znamé téz jako vI¢i bob probiha v ramci tvorby chinolizidinovych
alkaloidu pfesun aminoskupiny z CAD na pyruvat. Enzym katalyzujici tuto reakci byl
posléze vzhledem ke skute€nosti, Ze neuvolfiuje 5-aminopentanal, ale az tetracyklicky
17-oxospar-tein, oznacen jako 17-oxospatretinsynthasa a je lokalizovan v
chloroplastech (Wink & Hartmann, 1979, Wink & Hartmann, 1981).

3 AMINOALDEHYDY

Jak napovida nazev, jsou aminoaldehydy bifunk&ni slou€eniny, které obsahuiji
aminoskupinu a aldehydovou skupinu. Nachazi-li se alespon jedna zminéna skupina
na aromatickém jadre, jedna se o aromaticky aminoaldehyd, v opacném pfipadé se
jedna o alifaticky aminoaldehyd. Byly pfipraveny aminoaldehydy s primarni,
sekundarni, terciarni i kvartérni aminoskupinou. Z hlediska pfipravy aminoaldehyd( i
posuzovani jejich vlastnosti hraje vyznamnou roli vzajemna pozice obou

charakteristickych funkénich skupin (Luke$, 1962).
3.1 Laboratorni pfiprava aminoaldehydu

Pro pfipravu aminoaldehyd( bylo vytvofeno mnoho metod, které ¢asto vychazi
zredukce pfislusnych aminokyselin a jejich derivatd & oxidace pfisluSnych

aminoalkoholl. Nékteré z téchto metod jsou popsany v nasledujici ¢asti této prace.
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Obecna metoda pro pfipravu aminoaldehydu jakékoliv skupiny spociva v
ozonolyze vhodného aminoalkenu. Mozné je i vyuziti adice NH; nebo aminu na vhodny
alken. Pfi této adici na alk-2-enal vznika vzhledem ke konjugaci B-aminoaldehyd. Ten
je mozné ziskat i Mannichovou reakci — kondenzaci aldehydu s methanalem a NHs,
aminem &i jeho soli (Obr. 6) (Cigibabin 1957, Luke$ 1962).

R
! X0 R% Rs3
4+ HXC=O0 + NH-R, > |
R, HO N\R
4

Obr. 6: Mannichova reakce

Jiz v obdobi pfed prvni svétovou valkou byly nezavisle na sobé publikovany dvé
prace popisujici pfipravu glycinalu resp. alaninalu oxidaci pfislusného methylesteru
sodnym amalgdmem. Po druhé svétové valce byla citovanym autorem tato metoda

pouZita i pro pfipravu histidinalu. (Adams, 1955).

0 0
e} e}
+
0 o d - H co ™ co, cl
HC—S =<— H,c—S’ N © cl / HiC—S I
CH, CH, H3c—s: cr CH,
CHs HO—\
R
H3C HCl
° N—CH; R
—\ »—OH
+ R H3C + -
H3C\ - H3C—S\ Cl
S—CH, CH,
Obr. 7; Swernova oxidace

V sedmdesatych letech dvacéatého stoleti byla vyvinuta Swernova oxidace. Tato
metoda pfipravy karbonylovych slou€enin oxidaci pfisluSnych alkohold umoznuje
pripravu aldehydu ¢i keton( i v pfitomnosti jinych funk&nich skupin. Metoda vyuziva pro
oxidaci alkoholt dimethylsulfoxid (DMSO), ktery je nejprve aktivovan oxalylchloridem,
¢imz vznikd chlorid (2-chlor-2-oxoacetoxy)dimethylsulfonia, ze kterého vznika
odstépenim oxidu uhli¢itého a oxidu uhelnatého chlorid chlordimethylsulfonia. K takto
vzniklému meziproduktu je pfidan pfislusny alkohol, jenZ se navaze na atom siry
namisto chloru za vzniku chloridu (1-hydroxyalkyl)dimethylsulfonia. Pfislusny alkohol je
ze zminéného meziproduktu vytésnén pomoci vhodnym terciarnim aminem, nejCastéji
je vyuzivan trimethylamin (Obr. 7). Vzhledem k nestabilité meziproduktl je nutno
béhem prabéhu reakce udrzet teplotu pod -50 °C, vopacném pfipadé dochazi
k nespecifické oxidaci i jinych funkénich skupin. Reakce probiha v bezvodém prostredi
a vesSkera pouzita Cinidla jsou rozpusténa v dichlormethanu (Mancuso et al., 1978,

Mancuso et al., 1979, Omura & Swern, 1978).
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Jen o par let pozdé&ji byla publikovana metoda enzymové pfipravy -ami-
noaldehyd oxidaci odpovidajicich aminoalkoholl pomoci
alkoholdehydrogenasy (EC 1.1.1.1) z koriskych jater. Jako akceptoru elektront
vyuzivad enzym koenzymu NAD®, ktery je regenerovan oxidaci pomoci FMN.
Cela reakce probiha pfi pH 8,7, jako pufr je pouzit difosfore¢nan sodny. Tato
metoda se ukazala jako nevhodna pro piipravu -aminoaldehydld s kladné
nabitym postrannim Ffetézcem, odpovidajici aminoalkoholy nebyly totiz
alkoholdehydrogenasou oxidovany. Naproti tomu aminoalkoholy s alifatickym
postrannim Fetézcem byly oxidovany rychlosti odpovidajici az 6 % rychlosti

oxidace fyziologického substratu - ethanolu (Andersson & Wolfenden 1982).

3.2  Vlastnosti aminoaldehydt

Stejné jako peptidové aldehydy jsou i -aminoaldehydy odvozené od
proteinogennich aminokyselin U¢innymi reverzibilnimi inhibitory serinovych a
cysteinovych proteas. Je to pravdépodobné zpusobeno strukturni podobnosti
s meziprodukty pfemény substratd (Andersson & Wolfenden 1982).

V kyselém prostfedi byvaji -aminoaldehydy pomérné stabilni, zatimco
pfi vy§Sim pH jejich stabilita klesa. Napfiklad histidinal rozpustény v roztoku
0,001 az 0,5 M HCI ¢&i jeho dihydrochlorid rozpustény ve vodé je pfi laboratorni
teploté stabilni nékolik dni, zatimco zmrazen na teplotu -15 °C je stabilni po
dobu nékolika mésicl. Je-li vS8ak za laboratorni teploty po dobu nikoli delSi nez
10 minut inkubovéan v roztoku pfi pH 7 &i vy$8im, stava se inaktivni pro enzymy

redukujici jej na histidinol (Adams, 1955).
3.2.1 Nékteré reakce aminoaldehydu

V prvni poloviné devadesatych let byl N,N-bis(fenylmethyl)fenylalaninal
pouzit pfi syntéze meziproduktu syntézy potencionalniho inhibitoru HIV
proteasy. Klicova je zde reakce s chloromethyllithiem,
popf. bromomethyllithiem za vzniku odpovidajiciho epoxidu (Obr. 8). Ziskana
smeés epoxidl, v niz v poméru 17: 3 pfevazoval erythro izomer, byla dale po
dobu 1,5 hodiny inkubovana s isobutylaminem a isopropanolem pfi teploté 80
°C, ¢imz byla ziskana hruba smés aminl. Hydrogenaci tercialni aminoskupiny
20 % hydroxidem paladnatym v uhliku spoleéné s methanolem byl ziskan 3-
amino-4-fenyl-1-isobuthylamino-butan-2-ol, ktery byl uUspé&Sné pouzit pro
syntézu potencionalnich inhibitord HIV proteasy. Ackoliv jiz pfed citovanou
studii byly zkoumany reakce aldehydu s halomethyllithiem, adice chiralnicha -

aminoaldehydu poskytujici pfislusné -aminoepoxidy nebyly dfive vySetfovany.
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Dfive studované reakce pfi pouziti sulfoxium ylidu jako &inidla nevykazovala

dostateCnou stereospecificnost (Ng et al, 1995).
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Obr. 8: Tvorba epoxidu z N,N-bis(fenylmethyl)fenylalaninalu

Stejné jako jiné karbonylové sloueniny podléhaji i aminoaldehydy
Michaelové adi¢ni reakci s nitroalkeny, pficemz je v zavislosti na pouzitém
katalyzatoru dosahovano vysokého stupné stereoselektivity. Takto ziskan&
enantiomericka Cistota produktu je v8ak ¢asto degradovana pfi isolaci produktu
(Albertshofer et al., 2007).

Hydrogenaci alkylvinylketond v pfitomnosti N-Boc-a-aminoaldehydu
vede ke stereoselektivni tvorbé prisluSnych syn-B-hydroxyketonli. Reakce
probiha za laboratorni teploty a pfi normalnim tlaku. Katalyzatorem reakce je
rhodium a jako ligandu se vyuziva trifur-2-ylfosfin. Za stereoselektivitu reakce
je odpovédnda intramolekularni vodikova vazba mezi kyslikem karbonylové
skupiny a vodikem aminoskupiny chranénou tert-butoxykarbonylovou skupinou
(Jung & Krische, 2006).

Pictet-Spenglerova reakce mezi a-aminoaldehydy ¢&i jejich derivaty
odvozenymi od Glu a 2(1H-indol-3-yl)ethanaminem vede s jednoznacnou
stereospecificnosti k jedinému produktu. Jednd se o cis (+)-(1S, 12bR)-1-
aminoindolchinolizidin, ktery je prekurzorem farmakologicky zajimavé
pentacyklické slouCeniny azaburnanu (Melnyk et al., 1993). Naproti tomu
Pictet-Spenglerova cyklizaéni kondenzace mezi N-Boc-1,2,3,4-
tetrahydroisochinolin-3-karbaldehydem a hydrochloridem methyl-2-amino-3-
(3,4-dihydroxyfenol)-propanoatem poskytuje tfi izomerni slou€eniny s 1,3'-
bistetrahydroisochino-linovym skeletem. Dvé slouceny jsou diastereomery liSici
se orientaci vodiku na pozici 3‘, zatimco u tfetiho produktu doSlo k opaénému
sméru cyklizace, coz se projevuje rozdilnou polohou hydroxylovych skupin na
nové vzniklém isochinolinovém jadfe (Obr. 9). Vznikly skelet je meziproduktem
pro tvorbu pentacyklickych slou¢enin se strukturni analogii k nékterym
alkaloidim (Aubry et al., 2006).
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Obr. 9: Pictet-Spenglerova reakce

3.3 Biologicky vyznamné aminoaldehydy: w-aminoaldehydy

Z hlediska metabolismu jsou nejvyznamnéj$i w -aminoaldehydy, které nesou
aminoskupinu na konci alifatického fetézce. Jejich prFikladem je APAL, ABAL,
betainaldehyd (BAL), 4-guanidinobutanal (GBAL) a mnoho dalSich.

3.3.1 Cyklizace

Nékteré w -aminoaldehydy jsou pomérné nestabilni a podléhaji samovolné
cyklizaci. Z ABAL tak vznika A'-pyrrolin, z 5-aminopentanalu (5-aminovaleraldehyd,
AVAL) A'-piperidin, z GBAL N-amidino-2-hydroxypyrrolidin a z APBAL vznik&a 1-(3-
aminopropyl)pyrrolinium, které déale cyklizuje na 1,5-diazabicyklonan. Uzavfeni kruhu je
zavislé na délce fetézce. 6-Aminohexanal (6-aminokapronaldehyd, ACAL) vznikly
z hexan-1,6-diaminu pouzitého jako synteticky substrat CAO rovnéz spontanné
cyklizuje na A'-azacyklohepten. Naproti tomu 10-aminodekanal necyklizuje vibec,
podobné jako APAL(Sebela et al., 2001b, Tylichova et al., 2007). Vzniklé cyklické
slouceniny jsou vyznamnymi prekurzory rostlinnych alkaloidl. Napfiklad v lupiné
mnoholisté vznikaji z A'-piperideinu chinolizidinové alkaloidy spartein &i lupanin (Wink
& Hartman, 1979). (2-Aminoethoxy)ethanal pfipraveny oxidaci 1,5-diamino-3-
oxapentanu imobilizovanou CAO z hrachu setého (Pisum sativum) poskytuje spontanni
cyklizaci 3,6-dihydro-2H-1,4-oxazin (Obr. 10) (Sebela et al., 2003).
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Obr. 10:  Cyklizace nékterych aminoaldehydu
3.3.2 Toxicita

APAL je vysoce reaktivni aldehyd, ktery se kovalentné vaze na aminoskupinu Ci
sulfhydrylovou skupinu protein(. Takto modifikované proteiny se ve vétSi mife vyskytuji
v cerebrospinalni tekutiné pacientd trpicich cerebralni ischemii. Pro imunologickou
detekci zminénych proteinu je mozné vyprodukovat vhodné protilatky (lvanova et al.,
2002).

Pro savéi buriky obecné je APAL cytotoxicky, je napfiklad jednim z faktord,
které se vyskytuji pfi ischemii. Pfi testech na krysach se Spatnym prokrvenim levé
zadni koncetiny, zpusobenym podvazanim stehenni tepny, byla 24 hodin po podvazani
tepny v krvi odebrané z levé stehenni zily koncentrace APAL 60 mg/ml. Naproti tomu
v pripadé kontrolnich krys nebyl APAL detekovan viibec a v krvi odebrané ze srdce
byla koncentrace APAL desetkrat menSi nez v pfipadé krve ze zily. Tato data ukazuji,
Ze APAL vznikd vischemické tkani (Syrek et al., 2000). Takto vznikly APAL je
cytotoxicky, jak ukézaly experimenty s bunécénou linii D384 ziskanou z nadoru lidskych
astrocytli, kde pfitomnost APAL vede k protrZzeni lysozomd, coZ zjevné predchazi
aktivaci kaspas a apoptické smrti buriky (Li et al., 2003). Takto aktivované apoptose Ci
nekrose podléhaji velmi €asto jak neurony, tak gliové burky. Jeho rozSifeni v mozkové
tkani mimo ischemické ohnisko zpUsobuje vyznamné poskozeni mozku (Tylichova et
al., 2007).
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Obr. 11: Smrt bunék linie D384 vlivem APAL a ochrana bunék pomoci N-(2-merkap-
topropanoyl)glycinu. A kontrolni kultura, B bunky kultivované s APAL, C

bunky kultivované s APAL a N-(2-merkaptopropionyl)-glycinem (Li et al.,
2003)

Imunohistochemicky vyzkum odhalil, ze APAL se koncentruje uvnitf lysozomu a
jako prevence proti této akumulaci funguje amoniak. Tato ochrana pfed cytotoxicitou
APAL je zalozena na narustu pH v pfitomnosti amoniaku. Cytotoxické vlastnosti APAL
vyznamné inhibuje i N-(2-merkaptopropionyl)-glycin (Obr. 11), ktery reaguje s APAL za
vzniku netoxického thioacetalového aduktu. N-(2-merkaptopropionyl)-glycin je
netoxicky a je vyuzZivan jako lé€ivo pro prevenci ledvinovych kamenl u pacientl
trpicich cysteinurii. Jako ochrana bunék pfed poskozenim funguji i enzymy z Siroké
skupiny aldehyddehydrogenas, které oxiduji APAL (lvanova et al., 2002, Li et al.,
2003).

4 DEGRADACE AMINOALDEHYDU

w-Aminoaldehydy jsou v organismech oxidovany na pfislusné aminokyseliny.
Tuto reakci zprostfedkovavaiji rizné specifické enzymy z Siroké rodiny NAD+ ¢ NADP+
dependentnich aldehyddehydrogenas (ALDH, EC 1.2.1.x). Z nejCastéji se vyskytujicich
aminoladehydli, APAL a ABAL, vznika 3-aminopropanova kyselina (B-alanin) a 4-
aminobutanova kyselina (GABA). Oxidaci betainaldehydd vzniknou pfislusné betainy
(Tylichova et al., 2007).

4.1 Enzymy katalyzujici degradaci aminoaldehydti

Oxidaci aminoaldehydl zprostfedkovava mnoZstvi enzymda, které lze seskupit
do velmi Siroké skupiny ALDH. Nékteré tyto enzymy jsou obvykle NAD* dependentni,
avsak jako akceptor elektron( jsou schopny pfijmout i NADP*, coZ se vSak obvykle
projevuje snizenim aktivity enzymu. Mezi zastupce téchto enzyma patfi
aminobutyraldehyddehydrogenasy (ABALDH, EC 1.2.1.19),
guanidinobutyraldehyddehydrogenasy (GBALDH, EC 1.2.1.54),
betainaldehyddehydrogenasy (BAL, EC 1.2.1.8) €i nespecifické aldehyddehydrogenasy
(ALDH), které jako akceptor elektron(i bud' striktné vyzaduji NAD" (EC 1.2.1.3), nebo
jsou schopny prenést elektrony i na NADP* (EC 1.2.1.5). ABALDH i GBALDH zejména

u rostlin vykazuji velmi Sirokou substratovou specifiCnost, coz je pficinou jejich
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oznadeni za aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH) (Sebela et al., 2000a, Tylichova
et al., 2007). DalSi skupinou jsou trimethylaminobutyraldehyddehydrogenasy (EC
1.2.1.47), kter4 je zapojena do biosyntézy karnitinu z lysinu. Aldolytyckym Stépenim
z hydroxytrimethyllysinu totiz vznika jako meziprodukt 4-(trimethylamino) butanal a Gly
(Hassan et al., 2008).

Doposud se tyto enzymy podafilo izolovat z mikroorganismu, rostlin i zivo€ichu.
Jiz roku 1959 byla ziskdna NAD*-dependentni ABALDH z bakterie Pseudomonas
fluorescens rostouci na pyrrolidinu a PUT jako jediném zdroji energie, dusiku a uhliku.
Jiné druhy této bakterie adaptované na SPD jako jediny zdroj uhliku a dusiku naproti
tomu produkuji nespecifické AMADH s rozdilnymi kinetickymi parametry vic¢i APAL a
ABAL (Jakoby & Frederics, 1959). Podobné experimenty s nutricnim nedostatkem byly
provedeny i s mnoha dalSimi druhy bakterii, ze kterych byly ziskany rlizné enzymy
degradujici aldehydy. Za zminku stoji produkce ABALDH i GBALDH bakterii
Pseudomonas putida, kde prvy jmenovany enzym katalyzuje oxidaci nejen ABAL, ale i
GBAL, zatimco druhy jmenovany je strikiné specificky pro GBAL (Callewae et al.,
1974), jak je shrnuto v recentni publikaci (Tylichova et al., 2007).

Prvni zprava o NAD" dependentnich dehydrogenaséch vyssich rostlin, které se
podili na oxidaci ABAL ¢&i GBAL, pochazi z roku 1984, kdy byla purifikovana GBALDH
z bobu (Vicia faba). Kratce nato byla aktivita ABALDH detekovana i v hrachu, ovsu,
je€méni, kukufici a dalSich rostlinach. Z vyhonkl prosa byla ¢aste¢né purifikovana
aminopropionaldehyddehydrogenasa (APALDH), ktera v8ak neoxiduje jen APAL i
ABAL, ale i indol-3-acetaldehyd a rozlicné C2 az C4 aldehydy. Vy$e zminéna hrachova
ABALDH byla posléze purifikovana a vzhledem ke své Siroké substratové specifiénosti
prejmenovana na AMADH. Jedna se o nejlépe popsany enzym této skupiny, ktery byl
ziskan z vyssich rostlin (Awal et al., 1997).

V pribéhu sedmdesatych a osmdesatych let dvacatého stoleti se podafilo
purifikovat do homogenity ALDH z mnoha rozlicnych savéich organismu. V lidskych
jatrech se nachazi dva izoenzymy ALDH, cytoplasmaticka (E1) a mitochondrialni (E2),
které oxiduji Siroké spektrum alifatickych &i aromatickych aldehyd(l véetné 2-hydroxy-
aldehydt &i 2-halogenaldehyd(. Oba izoenzymy rovnéz oxiduji ABAL, ale az pfi jeho
vysokych koncentracich. Roku 1989 byl purifikovan dalsi lidsky jaterni izoenzym ALDH
(E3), ktery vykazoval velmi dobrou afinitu k ABAL s pH optimem 7,5. | pfes svou
Sirokou substratovou specifiCnost jej proto Ize povazovat za prvou ABALDH izolovanou
ze sav€iho organismu (Kurys et al., 1989). Podobny enzym byl ziskan i z hovéziho
mozku. Z lidského mozku byl ziskan dalSi izoenzym, ktery se od jaterniho izoenzymu
E3 liSi v sekvenci jen vjedné aminokyseliné (Kikonoyogo & Pietruszko, 1996).

Z pohledu katalytickych vlastnosti jsou tyto dva izoenzymy nerozliSitelné. Zminéné
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lidské a krysi jaterni ABALDH prokazaly kratce po své prvni purifikaci a charakterizaci
schopnost katalyzovat i oxidaci BAL, procez jsou nyni ¢asto oznacovany jako BALDH
Ci ALDH9 (Tylichova et al., 2007).

Pfi porovnani rostlinnych BADH a AMADH a jejich genl vychazi najevo, ze
zatimco geny z jednodéloznych rostlin jsou si velmi podobné, mezi geny
z dvoudéloznych rostlin dochazi k vétsi variabilité gend, ackoliv produkty jejich exprese
se jiz tolik nelisi. Napfiklad hrachova AMADH 1 (PSAMADH1) vykazuje malinko vétsi
podobnost vic&i nékterym rostlinnym BADH nez vaci PSAMADH2 (Brauner et al., 2003).

4.2 Reakéni mechanismus degradace w-aminoaldehydti

Nejen AMADH, ale i BALDH a dal$i ALDH obsahuji ve svém aktivhim misté
katalytické residuum Cys, diky ¢emuz je mozné je inaktivovat pouzitim cinidel

reagujicich s thiolovou skupinou (Brauner et al., 2003).

HS

HOOC

Obr.12: Reak&éni mechanismus enzymové oxidace aminoaldehydd na pfislusné

aminokyseliny (Tylichova et al., 2007).

Reak¢ni mechanismus pfedstavuje typicky priklad usporfadaného sekvenéniho
modelu dvousubstratové reakce. Nejprve dochazi k vazbé koenzymu NAD®, ktery
mGze byt nahrazen NADP®. Jedna se v3ak o neplnohodnotnou nahradu, coz je
pravdépodobné zplsobeno elektrostatickym odporem 2‘-fosfore¢nanové skupiny, jenz
byl pozorovan u nékterych ALDH. Adeninova ¢ast koenzymu je v aktivnim misté

navazana pevné, zatimco nikotinamid se svou ribosou jsou flexibilni. Poté dojde
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k nukleofilnimu ataku katalytického Cys vuci oxidovanému aminoaldehydu za tvorby
kovalenté navazaného thiohemiacetalu (Tylichova et al., 2007).

Nasledné je karbonylovy hydrid pfesunut z tetrahedralniho meziproduktu na C4
pozici nikotinamidového kruhu NAD", ¢imZ vznikne thioester a redukovana forma koen-
zymu NADH. Pro dipolarni charakter karbonylové skupiny je pfesun hydridového iontu
ze substratu na koenzym energeticky naro¢ny krok. V poslednim kroku, ktery limituje
reakeni rychlost, aktivuje reziduum Glu, které je rovnéz u vSech izoenzymu zachovano,
molekulu vody. Ta diky tomu nukleofilné $tépi thioesterovou vazbu za vzniku pfislusné
aminokyseliny a regenerace Kkatalytického Cys. Na zavér dojde uvolnéni NADH
z kapsy, jez vaze koenzym (Obr. 12) (Wymore et al., 2004).

Ve dvou zminénych krocich je nutna pfitomnost baze. Jedna se o aktivaci
katalytického nukleofilniho Cys, ktery atakuje aldehydovou skupinu substratu, a
aktivaci molekuly vody hydrolyzujici thioester. Aktivace Cys je patrné zprostfedkovana
molekulou vody, kterd odevzda pfitomné bazi proton, nadez ziska proton zpét tim, Ze
jej odebere residuu Cys. Roli baze obvykle pini Glu, jehoZ pozice se pohybuje kolem
260 (Tylichové et al., 2007).

4.3 Produkty degradace w-aminoaldehyd

V centralnim nervovém systému savcl je GABA velmi dobfe znamy
neurotransmiter, ktery inhibuje pfenos signalu z jedné nervové buriky do druhé. U
rostlin dochazi k vyznamné akumulaci GABA za stresovych podminek, zejména za
chladu, sucha, zvy3ené salinity, anoxie & mechanického poskozeni. Casteéné se mize
jednat o nasledek snizeni pH v cytoplazmé, coz stimuluje glutamatdekarboxylasu (EC
4.1.1.15), jejiz pH optimum se pohybuje kolem hodnoty 5,8. Dekarboxylace Glu
katalyzovana glutamatdekarboxylasou je totiz dalSi reakci, kterou v rostlinAdch vznika
GABA. Tato reakce odebird z prostfedi protony, a mlze tudiz byt povazovana za
adaptacni reakci pfispivajici k regulaci cytoplazmatického pH (Tylichova et al., 2007).

Zwitteriontové slouceniny oznacované jako betainy jsou nejefektivnéjSimi osmo-
protektanty rostlin. Jedna se karboxylové kyseliny obsahujici kvartérni amin. Jejich
velkou vyhodou je skutecnost, Zze ani pfi vysokych koncentracich nejsou toxické a pfi
fyziologickém rozmezi pH nenesou zadny naboj. Diky tomu je jejich akumulace, ktera
nenarusuje vykon bunécnych funkci, pfedstavitelem obrany rostlin pfed suchem,
salinitou, mrazem, horkem a dalSimi druhy stresu. Betainy dale stabilizuji enzymy a

membrany (Tylichova et al., 2007).
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4.4 DalSi osud degrada¢nich produkdli -aminoaldehydl a jejich

zaclenéni do obecnych metabolickych drah

Enzymova hydrolyza 4-guanidinobutanové kyseliny, ktera vznika oxidaci GBAL,
reprezentuje dalSi z cest vedoucich ke vzniku GABA. Tato reakce je katalyzovany
enzymem guanidinobutyrasou (EC 3.5.3.7). GABA muze byt transaminaci pfeménéna
na kyselinu 4-oxobutanovou (sukcinylsemialdehyd) za katalyzy GABA transaminasou
(EC 2.6.1.19). Akceptorem aminoskupiny byva 2-oxoglutarat nebo pyruvat, ktery je tak
pfeménén na Glu ¢i  Ala. Sukcinylsemialdehyd je  za pfispéni
sukcinylsemialdehyddehdrogenasy (EC 1.2.1.16) oxidovan na butandiovou kyselinu
(kyselina jantarov4a, sukcinat), ktera je jednim z komponentt citratového cyklu (Obr. 13)
(Sebela et al., 2000a).

el HN X
>:NH HaN o
+ —NH
NAD H,0O
HN NADH / NAD
H,N EC1.2.1.19
EC 12154 EC 3537 >/,,NH2 \NADH
H,0 o
\ HO
o}
o OH
HZNM
co, o)
o\ CH,
EC4.1.15 I
+ HO (0]
H EC 2.6.1.19
HN\ CH,4
NAD" HaN I
HO o]
HO OH
OM
EC1.4.1.2 o
NAD(P
2-oxokyselina ()
NADH
NH; : EC 1.2.1.16
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OH oH NAD(P)H
OH
Ox 0
0 0 Ox
o}
— > —_—
S
HO 0 ~CoA OH

CITRATOVY CYKLUS

Obr. 13: Oxidace ABAL a GBAL a zadlenéni vzniklych kyselin a Glu do citratového
cyklu (Sebela et al., 2000a, Tylichova et al., 2007)
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Glu muze byt do citratového cyklu zabudovan i jedinou anaplerotickou reakci —
oxidacni deaminaci (glutamatdehydrogenasa, EC 1.4.1.2) nebo transaminaci (rizné
aminotransferasy) za vzniku 2-oxoglutaratu. Zacleni Glu do citratového cyklu tfemi
reakci pfes GABA je Casto v anglicky psané literatufe oznaCovano jak tzv. GABA shunt,

coz Ize do Cestiny volné prelozit vyrazem odbocka pfes GABA (Tylichova et al., 2007).
5 AMINOALDEHYDDEHYDROGENASY

Postup purifikace AMADH se nijak vyznamné neodliSuje od purifikacnich
protokol jinych protein(. Jeho soucasti byvaji rozlicné chromatografické kroky
zahrnujici mimo jiné i iontoméniCovou ¢i gelovou permeacni chromatografii. Velmi
ucinny nastroj k ziskani Cistého proteinu pfedstavuje afinitni chromatografie vyuzivajici
napf. NAD-agarosu ¢i AMP-Sepharosu (Tylichova et al., 2007). Roku 2008 byla
publikovana pFiprava rekombinantni P.s. AMADH 1 s polyhistidinovou znac¢kou pomoci
bakterie Escherichia coli. Pfi klonovani bylo pouzito vektoru pET28b. Bunécna kultura
byla pé&stovana na LB médiu (Luria-Bertani médium) s kanamycinem (30 p.ml™). Po
zlyzovani bunék byl enzym jednokrokové precistén afinitni chromatografii, jejiz
stacionarni faze obsahovala kobaltnaté ionty (Tylichova et al., 2008). Pozdéji byly
podobnou metodou ziskany i dalSi rekombinantni AMADH. Zde vSak bylo pouZzito
vektoru pCDFDuet a antibiotika streptomycinu. Jeho vneseni do bunky bakterie

genu (Tylichov4, 2010).
5.1 Struktura

Tab. 2: N-terminalni sekvence nékterych AMADH a BADH, AMADH z hrachu
v prvnim Fadku tabulky pfedstavuje homogenni P.s. AMADH ziskanou
izolaci ze semenadku, jedna se o smés obou izoenzym( (Sebela et al.,
2000, Brauner et al., 2003).

enzym zdroj N-terminalni sekvence

AMADH hrach (Pisum sativum) AIT-VSSRQLFIDGEWRVPIK

AMADH 1  hrach (Pisum sativum) MAIT-VSSRQLFIDGEWRVPILNKRIPNINP

AMADH 2  hrach (Pisum sativum) MDIP-1PTRQLFINGDWKAPVLNKRIPVINP

BADH Spenat (Spinacia oleracia) MAFP-1PARQLF IDGEWREP IKKNRIPVINP

BADH cukrova fepa (Beta vulgaris) MSMP-1PSRQLF IDGEWREP IKKNRIP I INP

BADH je€men (Hordeum vulgare) MVAPAKIPQRQLF IDGEWRAPALAGRRLPV INP
laskavec (Amaranthus

BADH MAIR-VPSRQLF IDGEWREP IKKNRIP 1 INP

hypochondriacus)
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Klicové aminokyseliny aktivnhiho mista enzymu jsou zachovany u vSech ALDH
(Tylichova et al., 2007). Homogenni PSAMADH, jak byla pfed objevem existence
izoenzymu nazyvana jejich smés ziskana purifikaci z hrachovych semenackl (toto
oznaceni je vyuzivano i niZze v této prace), vykazuje ve své N-terminalni sekvenci
ziskané Edmanovou degradaci vysoky stupefi homologie s rostlinnymi BADH.
Napfiklad s BADH z listi laskavce se shoduje v 85 % N-terminalnich aminokyselin,
zatimco s BADH ze Spenatu &i cukrové fepy v 70 %. BADH z tresCich jater jako
z4astupce enzymu obratlovcl vykazuje shodu jen ve 20 % N-terminalnich aminokyselin
(Sebela et al., 2000). O tfi roky pozdé&ji byly publikovany sekvence obou izoenzymi
(PsAMADH1 a 2) ziskané na zakladé pfislusnych cDNA, které se podafrilo amplifikovat
vhodnym uréenim primerQ pro polymerasovou fetézovou reakci. Pfi porovnani téchto
sekvenci je patrnd shoda Casteéné sekvence uréené Edmanovou degradaci se
sekvenci PSAMADHL1 i vysokd mira homologie obou isoenzymu (Tab. 2) (Brauner et
al., 2003).

Obr. 14:  Struktura ALDH (BADH ztresky). A) podjednotka, B) schematické
rozkresleni sekundarnich struktur tfi domén podjednotky, C) usporadani

dimerniho proteinu, D) uspofadani tetrametru (Johansson et al., 1998)

AMADH jsou obvykle tetramerni proteiny, ovSem vyskytuji se i dimerni Ci
monomerni enzymy. Hmotnost podjednotky se obvykle pohybuje mezi 50 a 75 kDa
(Tab. 3). Kazda podjednotka obsahuje tfi dullezité domény, katalytickou doménu,
oligomerizaéni doménu a doménu vytvarejici kapsu, do niz je vazan koenzym (Obr.
14). Z hlediska izoelektrického bodu, jehoz hodnota se obvykle nachazi mezi 5 a 6,
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jsou AMADH kyselymi proteiny (Johansson et al., 1998, Tylichova et al., 2007).

Pfikladem monomerni AMADH je enzym z ovsa, jehoz molekulova hmotnost je 55 kDa
(Livingstone et al., 2002).

Tab. 3: Molekulové vlastnosti vybranych enzyma (Brauner et al., 2003, Kyruys et
al., 1989, Livingstone et al., 2002).
1 Zatimco obé& nativni PSAMADH jsou tetramerni, rekombinantni enzymy
jsou dimerni.
2V ptipadé laskavce se za sucha vytvali heterodimerni enzym s jednou
podjednotkou se zvySenou molekulovou hmotnosti (Tylichova et al., 2007).
Molekulova hmotnost (kDa)
enzym zdroj
nativni enzym  podjednotka
AMADH 1 hréach (Pisum sativum) 230* 56
AMADH 2 hréch (Pisum sativum) 230" 56
AMADH oves (Avena sativa) 55 55
ABALDH lidsk& jatra 219 54
ABALDH potkan (Rattus norvergicus) 112 52
ABALDH Escherichia coli 195 95
ABALDH Pseudomonas 228 75
ABALDH Arthrobacter 201 51
APALDH Pseudomonas 226 74
APALDH Arthrobacter 205 52
aon - [skaves (amarans s e
BADH oves (Avena sativa) 120 61
BADH Spenét (Spinacia oleracia) 120 60
BADH lidské jatra 230 54
BADH Bacillus subtilis 125 54
BADH Escherichia coli 232 55

Podjednotky jsou spojeny do dimer( diky vodikové vazbé tvofené mezi

poslednimi prvky oligomerizacni domény jedné podjednotky a katalytické domény

druhé podjednotky. Tetramer se vytvari spojenim dimerl zady k sobé& naproti pozicim,

v nichZz dochézi k vazbé koenzymu (Obr. 14) (Johansson et al., 1998, Tylichova et al.,

2007).
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Mezi podjednotkami vede k aktivnimu mistu cca 15 A dlouha pasaz
nalevkovitého tvaru, ktera je C&asteCné hydrofobni. Pfesto v3ak obsahuje fadu
hydrofilnich residui vCetné ve vysoké mife zachovaného Asn, ktery interaguje s
kyslikem substratu, ¢i Ser/Thr v tésné blizkosti katalytického Cys. Ve vzdéalenosti 27
aminokyselin pfed katalytickym Cys se nachazi vysoce konzervovany dekapeptid
VSITLELGGKSP, ktery je vSak v nékterych pfipadech, mezi néz nalezi napf. BADH
Pseudomonas aeruginosa, pozménén nejen zaménou Thr za Ser, ale i zaménou
dalSich aminokyselin (Tab. 4). Diky pevné vazbé, ktera se mezi podjednotkami vytvari,
nedochazi ke konformaénim zménam pfi vazbé i uvolhovani koenzymu, coZ bylo

shrnuto v citovaném prehledném ¢lanku (Tylichova et al., 2007).

Tab. 4: Sekvence ¢asti katalytického mista vybranych AMADH a BADH s vysoce
konzervovanym dekapeptidem VS/TLELGGKSP (zelené) a katalytickym
Cys (Cervené). U BADH z bakterie P. aeruginosa je Cervené vyznacena
odchylka v sekvenci vysoce konzervovaného dekapeptidu (Tylichové et al.,
2007, http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/index.html - duben 2010).

enzym zdroj katalytické misto (region Glu-Cys)
AMADH 1 Qgif/ﬁg'sum VKPVSLELGGKSP IVWFEDVD-LDKVAEWTGFGCFFTNGQI CSATSRL
AMADH 2 Qz‘ifltgisum VKPVSLEL GGKSPLVVFEDVD-LDKAAEWA I FGCFWTNGQ I CSATSRL

AMADH 1 faice (Solanum —\bys) E| GeKSP IVVFDDIDNLD I AAEWTLFG I FANTGQVCSATSRL

lycopersicum)

AMADH 2 raice (Solanum \y b5 E| GGKSP IVVEDD IHNLDTAVEWTLFGCFWTNGQICSATSRL

lycopersicum)

BADH Spenat (Spinacia  \p\/T| £| GGKSP IVWFEDVD-LDKVVEWA T FGCFWTNGQ I CSATSRL

oleracia)

BADH 1 ryze (Oryza sativa)

VKPVSLELGGKSPL1VFDDVD-1DKAVEWAMFGCFANAGQVCSATSRL

BADH?2  ryZe (Oryza sativa) VKPVSLELGGKSP IVVFDDVD-VEKAVEWTLFGCFWTNGQICSATSRL

BADH g;ﬁ;ﬁ;gadus VKHVTLELGGKSPLL I FKDCE-LENAVRGALMANFLTQGQVCTNGTRV

BADH Pseudomonas LKEVTMELGGKSPL I IFPDAD-LDRAAD I AVMANFFSSGQVCTNGTRV
aeruginosa

5.2 Lokalizace

V prvnich zpravach o existenci AMADH bylo demonstrovano pravdépodobné
spojeni s protoplastem (Flores & Filner, 1985). PozdéjSim vyzkumem pomoci anti-
AMADH protilatek, které byly znac¢eny koloidnim zlatem, bylo prokadzano, Ze se jedna o
intracelularni proteiny s nejpravdépodobnéjSim vyskytem v cytoplazmé, coZz bylo
publikovano az v prehledném &lanku jako vysledek prace v laboratofi autort (Tylichova
et al, 2007).
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Obr. 15:
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Lokalizace aktivity AMADH v hrachovych semenaccich redukci nitroblue

tetrazolia koenzymem NADH. Levy sloupec kontrola bez substratu, pravy
sloupec vzorek se substratem; A),B) kofen, C),D) hypokotyl, E),F) epikotyl,
G),H) vrcholek vyhonku (Sebela et al., 2001a)

-30 -



Histochemickou lokalizaci pomoci redukce nitrobluetetrazolia vznikajicim NADH
byla v sedmidennich hrachovych semenaclcich prokazana aktivita v meristematické
oblasti celého semenacku. V centrdlnim valci kofenové ¢asti byla nejvétSi aktivita
pozorovana u xylémovych a protoxylémovych bunék. Nejrychleji probihala redukce
NADH v hypokotylu, kde bylo nejvyraznéjSi zbarveni pozorovano u pericyklu, kambia a
endodermis, zatimco nezbarveny zlstaly bunky parenchymaticke, sklerenchymatické a
epidermalni. NejintenzivnéjSi zbarveni v epikotylu bylo pozorovano ve vaskularnim
kambiu. Ve vzrostném vrcholku byla aktivita vyrazné nizsi, zbarveni bylo pozorovano
v burikach pericyklu a endodermis (Obr. 15) (Sebela et al., 2001a).

5.3 Aminoaldehyddehydrogenasy z hrachu

Nejlépe prozkoumanymi AMADH jsou enzymy purifikované z hrachu setého
(Pisum sativum), oznaCované jako PSAMADH1 a 2. Oba izoenzymy obsahuji 503
aminokyselin, z nichz 81 % se u obou izoenzym( shoduje a 92 % aminokyselin
vykazuje podobnost (Brauner et al., 2003). Prvni zminka o moZné existenci vice
izoenzymu byla publikovana roku 2001, kdy pfi izoelektrické fokusaci za
nedenaturujicich podminek byly krom hlavni izoformy (pl = 5,44) ziskany dalSi dvé
izoformy (pl = 5,39 a 5,26). O dva roky pozdéji byla potvrzena existence isoenzymu
s uvedenim jejich primarni struktury (Brauner et al., 2003, Sebela et al., 2001a).

Na konci 20. stoleti, tedy v dobé&, kdy jesté nebyla znama existence dvou
hrachovych izoenzymu, byla publikovana studie vlastnosti homogenni PSAMADH (Slo
vlastné o PsAMADH1). Pomoci SDS-PAGE byla stanovena jeji molekulovd hmotnost
na 57 kDa, zatimco pfi gelové permeacni chromatografii za nedenaturujicich podminek
byla uréena hodnota 230 kDa, coz naznacovalo tetramerni uspofadani v nativnim
stavu (Sebela et al., 2000a). Po uréeni primarni struktury byla spoc&itana molekulova
hmotnost PsAMADH 1 na 54,635 kDa a PSAMADH 2 na 54,525 kDa (Brauner et al.,
2003).

Podjednotky obou isoenzym0 obsahuji vSechny tfi domény charakteristické pro
ALDH. Centralni ¢ast katalytické domény i NAD" vazebné domény se sestava ze &tyf
a-helixtl a péti B-skladanych listd. Katalyticka doména je tvofena residui 262 az 453,
NAD"* vazebnou doménu tvofi vice &asti fetézce, konkrétné residua 1 az 131, 152 az
261 a 453 az 479. Oligomerizacni doména, ktera je tvofena residui 132 az 151 a 480
az 530, zahrnuje dva dlouhé B-skladané listy a jeden kratky p-fetézec. ZpUsob spojeni
dvou podjednotek do jednoho dimeru je obdobny tvorbé dimerd ostatnich ALDH (Obr.
16) (Tylichova et al., 2010).

Izoenzym PsAMADHL1 byl prvnim, ktery byl krystalovan. Vytvari jednoklonné
krystaly prostorové grupy P2, s parametry elementarni buniky a = 86,4 A, b = 216,6 A, ¢
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= 205, 4 A a 8 = 98,1° (Obr. 17) (Tylichova et al., 2008). Pozdsgji byl krystalovan i
isoenzym PsSAMADH2. Asymetrickd jednotka krystalu PSAMADH1 obsahuje 6 velmi
podobnych dimerd, zatimco asymetricka jednotka PSAMADH2 jen jeden dimer. To
vede k nazoru, Ze aktivni forma enzymu v roztoku je dimerni ve shodé s odhady
molekulové hmotnosti z gelové chromatografie obou enzym(. Oba homodimery jsou si
navzajem velmi podobné, primérna hodnota stfedni kvadratické odchylky v pfipadé
atomG C°® dosahuje hodnoty 0,68 A pro PSAMADH1 a PSAMADH 2 (Tylichova et al.,
2010).

Obr. 16 Struktura PSAMADH. A) model PsAMADH 1, katalyticka doména 3edé,
doména pro vazbu NAD" &erné, oligomerizaéni doména modfe. B) model
PSAMADH 2, katalyticka doména bézové, doména pro vazbu NAD* hnédg,

oligomeriza¢ni doména fialové (Tylichova et al., 2010)
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Obr. 17: Krystal PSAMADH1 (Tylichova et al., 2008)

Aktivita PsAMADH po poranéni hrachového semenacku vzrasta, pficemz
nejvy8si hodnoty dosahuje druhy den po poranéni. Pfi stejném experimentu byla
porovnavana i aktivita CAO, ktera v8ak nejvySSich hodnot dosahla az tfeti den po

poranéni (Petfivalsky et al, 2007).
5.3.1 Vazebné misto pro kation a koenzym

Role jednomocnych iontl neni u ALDH zcela objasnéna, Ize pfedpokladat, ze
pfispivaji ke stabilité smycky, ktera se podili na vazbé koenzymu. U obou PSAMADH je
v dutiné uvnitf podjednotky nedaleko domény odpovédné za vazbu koenzymu jen
jeden ion, vobou pfipadech se jedna o Na'. V pfipadé nékterych enzym( byla
pozorovana Castec¢na ztrata aktivity po dialyze pfi purifikaénich procesech, coz muze

byt zpusobeno ztratou Na* doprovazenou ztratou strukturni integrity.

Obr. 18: Vazebné misto pro Na* (oranzové). A) lidska ALDH 2. B) PSAMADHL1. C)
PsAMADH2 (Tylichova et al., 2010).

Atomova absorpcni spektrometrie pouzita pro analyzu obou pro krystalizaci

purifikovanych PsSAMADH prokazala pfitomnost 2,5 mol Na® na mol dimerniho
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proteinu, coz pfiblizné odpovida jednomu iontu na monomerni jednotku. Dutina, do niz
se vaze kation, je tvofena tfemi karbonylovymi skupinami nalezicimi k 1le28, Asp99 a
lle182. Ackoliv u PsSAMADH1, interaguje s kationtem i vedlejSi Fetézec Asn27,
nedochazi u PSAMADH2 Kk interakci s vedlejSim fetézcem aminokyselin. To je dano
skute€nosti, ze zminény Asn27 je zde nahrazen Val, ktery pro svlij nepolarni charakter
interakci s iontem ztraci (Obr. 18) (Tylichova et al., 2010).

ZpUsob vazby koenzymu NAD" je u PSAMADH2 obdobny zplisobu, ktery byl
popsan pro enzymy ALDH. Adeninova baze je vloZzena do kapsy mezi a-helixem D a
a-heliem E oblozena Gly218 a vedlejSim fetézcem Thr242. U PsAMADH2 se
nevyskytuje polarni kontakt NAD® s enzymem, ktery byl pozorovan u enzymu
izolovaného z tres€ich jater ¢i BADH izolované z bakterie Pseudomonas aeruginosa.
Kyslikové atomy ribosy vytvafi vazbu s vedlejSim Fetézcem Glu188 (atom O2B)
patefnim kyslikem Thr159 (atom O3B), pfitom oba kyslikové atomu interaguji
s vedlejSim fetézcem Lys185. a-FosoforeCnanové atomy kysliku O1A a O2A vytvafi
vodikovou vazbu s postrannim kyslikem Thr242, pfi¢emz druhy zminény atom vytvafi
interakce i se sekundarni aminoskupinou hlavniho fetézce &i postrannim kyslikem
Ser239. Jeden kyslikovy atom B-fosfore¢nanu je vazan na atom NE1 postranniho
fetézce Trp161 (Obr. 19) (Tylichové et al, 2010).

Ackoliv u PsAMADH1 jsou v3echna residua vytvafejici vazbu koenzymu
s proteinem vzhledem k PSAMADH2 striktné zachovana, pfijima ADP usek koenzymu
pozoruhodnou konformaci, ktera dosud nebyla pozorovana u zadné jiné ALDH. Pri
srovnani s obvyklou konformaci ADP je adeninova baze pretoCena o 180°, diky Cemuz
je strana N3 aZz N9 vystavena rozpoustédlu. Adeninova baze se nachézi mezi hlavnimi
fetézci Gly218 a Ala223 na jedné a Thr242 a lle246 na druhé strané. Kyslikové atomy
ribosy O2B a O3B interaguji s vedlejSim fetézcem Lys345. Atom O2B mlze navic
vytvaret vodikovy mustek s dusikem GIn341. | kdyz kysliky a-fosofore¢nanu nevykazuji
polarni kontakt s proteinem, vytvafi se mezi kysliky B-fosoforeCnanu a vedlejSimi

fetézci Thr242 a Ser239 vodikova vazba (Obr. 19) (Tylichova et al, 2010).
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Obr. 19: Vazba koenzymu NAD®. A) PSAMADH1. B) PSAMADH2 (Tylichova et al.,
2010)
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5.3.2 Aktivni misto a vazba substratu

Obr. 20: Dutina pro vstup substratu do aktivhiho mista svazbou glycerolu a
koenzymu. A) PsAMADH1, enzym S$edé, dutina rlzové. B) PSAMADH?2,
enzym hnédé, dutina zelengé. C) Detailni pohled na aktivni misto
PsAMADH1. D) Detailni pohled na aktivni misto PSAMADH2 (Tylichova et
al., 2010).

Katalyticky Cys294 lezi mezi NAD" vazebnym mistem a substrat vazajicim
mistem. Dal8i dvé residua zapojena do katalyzy, konkrétné Aspl62 a Glu260, se
nachazi na dné substratového kanalku, kde vytvafi aktivni misto. Aminoskupina
Cys294 spole€né s amidem Asnl2 vytvafi oxyaniontovou mezeru, ktera vodikovym
mustkem stabilizuje thiohemiacetalovy a thioesterovy meziprodukt. Karboxyl vedlejsiho
fetézce Glu260, ktery je od thiolové skupiny katalytického Cys vzdalen 7 az 8 A,
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interaguje s karbonylovym kyslikem hlavniho fetézce Trp459 a dusikem hlavniho
fetézce Glu470. Reakéni mechanismus zahrnuje pfenos protonu z molekuly vody, na
¢emz se podili dvé zachovana residua Glu260 a Glu470 a blizké residuum Lys171.

Molekula glycerolu (pochazejiciho z krystalizace — kryoprotekéniho roztoku) se
vadZze na dno substratového kanalku. Ten je u PsAMADHL1 tvofen ve vstupni Casti
aminokyselinami Alal09, Asp113, Pro452 a Ser453 a ve vnitfni ¢asti aminokyselinami
Aspl10, GIn162, Tyrl63, Leul66, Metl67, Trpl70, Phe248, Phe288, 11293, Cys294,
Ser295, GIn451 a Trp459 a je priblizné 5 aZz 8A Siroky a hlu boky 14 A. Substratovy
kanalek PSAMADH2 se tvarem a velikosti podoba kanalku popsanému u PsAMADHL.
Oba kanalky se lisi jen ve tfech aminokyselinach, kde je u PSAMADH2 Trp109, Trp288
a Cys243 (Obr. 20) (Tylichova et al, 2010).

5.3.3 Na&hrada koenzymu, substratova specifiénost a inhibice

| pfes rozdily ve zpusobu vazby je afinita obou PSAMADH ke koenzymu NAD"
velmi podobné, hodnota K,, dosahuje 40 umol.I"*, popf. 45,5 umol.I* pro PSAMADH1
resp. 2. Pomérné nedavno byla testovana i odolnost enzymd vac&i pouziti rdznych
analogll NAD+ jako nahradnich koenzym(. Ve srovnani s NAD" dochazi pfi pouziti
NADP* u obou izoenzymud k poklesu aktivity pfiblizné o 85 %. 2-Fosfore¢nan se
stfetava v pfipadé PsAMADH1 s vedlejSim fetézcem Lys245, ktery se vSak mulze
preskupit a vytvofit interakci s onim fosfore€nanem, coz vede k domnénce o malém &i
Zz&dném vazebném rozdilu mezi NAD" a NADP®. Naproti tomu u PSAMADH2 narazi 2'-
fosforeCnanova skupina na vedlejSi fetézec Glu188, jehoz pfeskupeni umoziujici
vazbu 2'-fosfore€nanu neni pro blizké objemné vedlejsi fetézce lle25, 11e39 a Leu217
mozné. Dal$imi testovanymi akceptory elektronti byly 3-acetylpyridin-NAD", 3-pyridinal-
dehyd-NAD" a hypoxanthinovy derivat NAD. Jako nejlepsi z nich byl vyhodnocen prvné
jmenovany, pfi jehoZz pouziti bylo dosazeno 40 % aktivity ve srovnani s NAD*
(Tylichova et al., 2010).

Bylo testovano pomérné velké mnozstvi syntetickych i pfirozenych aldehydu
v koncentraci 1,0 mmol.I'* a porovnany s aktivitou enzymu pro APAL. Za zminéné
koncentrace substratu jsou daleko lépe pfeménovany linearni C3 a C4 aminoaldehydy
(APAL a ABAL) nez jejich methyl- ¢&i guanidinoderivaty. Rovnéz pfeména
hydroxyderivatl probiha mnohem pomaleji nez pfeména APAL ¢i ABAL, ovSem stéle
vyrazné rychleji nez oxidace linearnich aldehydd s délkou fetézce mezi ethanalem a
oktanalem vcetné, které jsou znamy jako substraty nespecifickych ALDH. Z této
skupiny jsou nejlepSi substraty PSAMADH butanal, pentanal a hexanal, které jsou
pfeménovany rychlosti odpovidajici az 3 % reakéni rychlosti oxidace APAL (Tab. 5).
Rozvétvené n-alkyl-adehydy jako napf. 2-methylbutanal ¢i 3-methylbut-2-enal nejsou

substraty.
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Tab. 5: Relativni aktivita hrachovych AMADH s rliznymi substraty (Sebela et al.,
2000a, Tylichova et al, 2010)

Substrat Nativni Rekombinantni Rekombinantni
PsAMADH1 PsAMADH1 PsAMADH2
APAL 100 % 100 % 100 %
2-oxobutannitril N.D. 108 % 99 %
3-(trimethylamino)propanal N.D. 54 % 35 %
3-guanidinopropanal 87 % 12 % 17 %
ABAL 60 % 82 % 36 %
4-amino-2-hydroxybutanal 26 % 20 % 13 %
4-(dimethylamino)butanal N.D. 57 % 80 %
4-(trimethylamino)butanal N.D. 45 % 48 %
4-guanidinobutanal 48 % 24 % 30 %
4-guanidino-2-hydroxybutanal 21 % 25 % 22 %
BAL N.D. 1,3% 6,8 %
Ethanal N.D. 0,3% 0,1%
Propanal N.D. 1.4 % 1.8 %
Butanal N.D. 2,6 % 2,1%
Pentanal N.D. 2,7 % 3,5%
Hexanal N.D. 2,7 % 3,8%
Heptanal N.D. 1,6 % 0,9 %

Je prekvapivé, ze BAL jakozto zastupce dvouuhlikatych aldehydd byl rovnéz
slabé oxidovan. Naproti tomu benzaldehyd nebyl oxidovan vubec, zatimco
pyridinkarbaldehydy byly slabé& oxidovany (Tylichova et al., 2010). Nativhi PsAMADH1
oxiduje C3 az C6 aminoaldehydy vcetné jejich derivati a nékterych guanidinovych
analog. Naproti tomu neni oxidovana kyselina 2-oxobutanova (sukcinylsemialdehyd)
jakozto meziprodukt pfi zapojeni ABAL do citratového cyklu. Podobné neni pfijat ani
propanal &i glutaraldehyd (Sebela et al., 2000a).

S nékterymi pfirozenymi i syntetickymi substraty bylo provedeno i kinetické
méreni, ¢imz doslo ke stanoveni hodnot K., a V. Neni bez zajimavosti, Ze v pfipadé
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rekombinantni PSAMADH1 je hodnota K, pro APAL vyrazné vysSi nez pro 4-
(trimethylamino)butanal i pro 4-guanidinobutanal, jejichz limitni rychlosti jsou rovnéz
vySSi nez pro APAL. Naproti tomu afinita PSAMADH2 k APAL je vySSi nez k prvému
uvedenému substratu, zaroven vSak mirné nizSi nez ke 4-guanidinobutanalu. Oba
substraty zde rovnéz dosahuji nizSich hodnot V (Tylichova et al., 2010).

Nativhi PsAMADH1 je velmi silné inhibovana slou€eninami reagujicimi
s thiolovou skupinou, mezi néz patfi kyselina 4-chlormerkurybenzoova & N-
ethylmaleimid (1-ethyl-1H-pyrrol-2,5-dion). Slabsi inhibi¢ni efekt vykazuji slouceniny
vazajici kov jako 1,10-fenantrolin, 2,2‘-bipyridyl, diethyldithiokarbamat sodny ¢&i 8-
hydroxychinolin. Slaba inhibice byla pozorovana u nékterych aldehydl ¢&i amind
(Sebela et al., 2000a). Velmi siln& inhibuji inidla reagujici s Cys, popf. s karboxylovymi
skupinami Glu ¢&i Asp, pfi inkubaci enzymu s jodacetamidem dosahne aktivita po 30
minutach 39 % a po hodiné 15 % puvodni aktivity, zatimco v pfipadé N-(3-dimethyl-
aminopropyl)-N‘-ethylkarbodiimidu poklesne aktivita na 17 %, resp. 2 % pGvodni
aktivity. Slabsi inhibicni efekt vykazuji specifickd modifikacni Cinidla reagujici

s vedlejSimi Fetézci Arg., Lys, Tyr. €i Trp (Brauner et al., 2003).
5.3.4 Isoelektricky bod, pH a teplotni optimum a dalSi vlastnosti

U nativni PSAMADH1 byla hodnota isoelektrického bodu stanovena na 5,4. Jeji
pH optimum bylo stanoveno na 8,5 a teplotni optimum na 45 °C. Na rozdil od BADH
z laskavce nebyl pfi pH optimu u nativni PSAMADH1 pozorovan pokles aktivity pfi
pouziti Tris-HCI jako pufru namisto K-glycinatu &i K-bicinatu, vSe v koncentraci 0,15
mol.I” (Sebela et al., 2000a). Isoelektricky bod byl pro PSAMADH1 byl na zakladé
sekvence vypocitan na hodnotu 5,23, zatimco v pfipadé Ps AMADH2 byla stanovena
hodnota 5,29 (Brauner et al., 2003).

Pravdépodobna pfi¢ina plvodni domnénky o pfitomnosti pouze jednoho
enzymu spociva ve velmi podobnych molekulovych viastnostech, coZ znemoznilo jejich

separaci (Brauner et al., 2003).
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EXPERIMENTALNI CAST
6 MATERIAL A METODY
6.1 Biologicky materidl

Bakterialni kultura Escherichia coli transformovana vektorem pET28b s vloZenou
sekvenci (ORF) PsAMADH1 (1724 bp, GenBank pfistupové Cislo AJ315852) nebo
vektorem pCDFDuet-1 svloZzenou sekvenci PsAMADH2 (1683 bp, GenBank
pfistupové ¢islo AJ 315853), LeAMADH1 (1515 bp, GenBank pfistupové C¢Eislo
AY796114) & LeAMADH2 (1518 bp GenBank pfistupové &islo FJ228482) byly ziskany
od Mgr. Martiny Tylichové, Ph.D.

6.2 Pouzité chemikalie

- Bacterial Protein Extraction Reagent tj. B- Per (Thermo, USA)
- 3,3-diethoxypropan-1-amin (Sigma-Aldrich, USA)

- 4,4-diethoxybutan-1-amin (Sigma-Aldrich, USA)

- dichlormethan (Sigma-Aldrich, USA)

- 2,2-dimethoxyethan-1-amin (Sigma-Aldrich, USA)

- dimethylsulfoxid tj. DMSO (Sigma-Aldrich, USA)

- DNAsa (Top-Bio, CR)

- fenylmethylsulfonyl florid tj PMSF (Sigma-Aldrich, USA)

- hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)

- chlorid hofeénaty (Lachema, CR)

- chlorid sodny (Lach-Ner, CR)

- 4-chloro-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (Sigma-Aldrich, USA)

- 6-chlor-9H-purin (Sigma-Aldrich, USA)

- 2-chlorpyrimidin (Sigma-Aldrich, USA)

- chromatograficky sorbent IDA-Sepharose (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
- imidazol (zna¢ka Fluka, dodala Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

- isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid tj IPTG (Fermentas, Litva)

- kanamycin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
- kyselina chlorovodikovéa, koncentrovana (Lach-Ner, CR)
-Luria-Bertani medium tj LB-medium (Roth, Némecko)
- lysozym (znacka Fluka, dodala Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
- 2-merkaptoethanol (znac¢ka Fluka, dodala Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
- B-nikotinamidadenidinukletotid tf NAD" (Sigma-Aldrich, USA)
- R-nikotinamidadenidinukletotidfosfat tf NADP* (Sigma-Aldrich, USA)
- oxalylchlorid (Sigma-Aldrich, USA)
-40 -



- 3-pyridin-2-ylpropanol (Sigma-Aldrich, USA)

- 3-pyridin-3-ylpropanol (Sigma-Aldrich, USA)

- 3-pyridin-4-ylpropanol (Sigma-Aldrich, USA)

- RNAsa (Fermentas, Litva)

- souprava pro stanoveni obsahu proteind metodou kyseliny bicinchinonové (Sigma-
Aldrich, USA)

- streptomycin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

- triethylamin (Sigma-Aldrich, USA)

- tris(hydroxymethyl)aminomethan tj. Tris (MP Biomedicals, USA)

6.3 Pouzité pristroje

- analytické vahy (Sartorius, SRN)

- autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, SRN)

- centrifuga 6K15 (Sigma, SRN)

- centrifuga CL31R (Thermo Jouan, Francie)

- digitélni pH metr (Multical WTW, SRN)

- digitalni pfedvazky (KERN, SRN)

- elektromagnetick&d michacka (IKA, SRN)

- chromatograf nizkotlaky s pumpou P-1, Fidici jednotkou UV-1, dvoukanalovym
zapisovatem REC-112 a sbératem frakci Frac-920 (Amersham Biosciences,
Svédsko)

- laminarni box (Schoeller, CR)

- michacka magneticka (IKA, SRN)

- NMR spektroskop Varian UnityPlus (299.89 MHz)

- pipety 5000, 1000, 200, 100, 20, 10 ul (Eppendorf, SRN)

- ponorny spiralovy chladi¢ FT 902 (JULABO GmbH, SRN)

- spektrofotometr Beckman DU 7500 (Beckman Coulter, USA)

- termostat BBD (Grant, UK)

- UHPLC-MS systém sestavajici se z UHPLC chromatografu Acela s UV/VIS
detektorem diodového pole a trojité kvadrupolového hmotnostniho spektrometru
Quantum Access (vSe Thermo Scientific, USA)

- ultrafiltracni zafizeni Amicon (Millipore, USA)

- vodni lazen SUBG6 (Grant, UK)

- vortex (Stuart, UK)

6.4 Produkce enzymu

Do sterilni Erlenmayerovy barfikky o objemu 100 ml bylo nalito 20 ml

autoklavovaného Luria/Bertani média (LB médium) o koncentraci 25 g.I". K médiu byl
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pfidan 1 ml sterilniho roztoku 20 % glukosy a antibiotikum. Pro PSAMADH1 bylo
pouZito kanamycinu o vysledné koncentraci 30 ug.m I, pro PsAMADH2 a ob& AMADH
z rajCete (LeAMADHL1 a 2; zkratka odvozena z Lycopersicon esculentum) byl vyuzit
streptomycin o vysledné koncentraci 50 pug.ml™. Ze zasobni mikrozkumavky obsahuijici
geneticky modifikované bakterie Escherichia coli bylo do kultury napipetovano 5ul
suspenze. Hrdlo Erlenmayerovy banky bylo zakryto alobalem. Kultura byla pfes noc
inkubovana pfi 37 °C za mirného tfepani na inkubacni tfepalce. Az do zakryti
Erlenmayerovy bariky se pracovalo v laminarnim boxu. V pfipadé PsAMADH1 byl pfi
transormaci do bakterie vnesen expresni vektor pET28, zatimco v pfipadé ostatnich
enzymu bylo pouzito vektoru pCDF Duet.

Druhy den byla kultura pfelita do sterilni plastové centrifugaéni zkumavky o
objemu 50 ml (dale jen ,falkonka“) a 5 minut centrifugovana pfi 4 °C a 4000 g.
Supernatant byl vylit a k sedimentu bakterii bylo pfidano 10 ml LB média o koncentraci
25 g.I" s pfislusnym antibiotikem (viz pfedchozi odstavec). Protfepanim na vibraéni
tfepaCce byl sediment bakterii pfeveden do suspenze, ktera poté byla prelita do
Erlenmayerovy bariky o objemu 500 ml se 190 ml LB média stejné koncentrace
s pfislusnym antibiotikem. Hrdlo banky bylo zakryto alobalem a kultura byla
inkubovana 1 az 2 hodiny pfi 30 °C za mirného tfepani. Pribéh inkubace byl
kontrolovdn méfenim absorbance pfi vinové délce 600 nm. Jakmile se absorbance
ocitla mezi hodnotami 0,5 a 0,6, byla indukovana exprese pfidanim 200 ul is opropyl-gG-
D-1-thiogalaktopyranosidu (IPTG). Bariky byly pfekryty alobalem a kultura inkubovana
pfes noc pfi 20 °C za mirného tfepani. VeSkera manipulace s kulturou probihala
v laminarnim boxu.

DalSi den byla kultura pfelita do plastovych kyvet o objemu 0,35 | a v nich 20
min centrifugovana pfi 4 °C a 4000 g. Supernatant byl odstranén, k sedimentu bylo
pfidano 40 ml 0,9 % NaCl a po kratkém protfepani na vibracni tfepacce byla smés
prelita do ,falkonek®, ve kterych byla 10 min centrifugovana pfi 4 °C a 4000 g.
Supernatant byl odstranén a sediment bakterii byl zamrazen a uchovan pro pozdé&;jsi
extrakci proteinu, nebo ihned déle zpracovan pfi extrakci enzymu, jak je popsano
v nasledujicim odstavci.

Do ,falkonky“ s rozmrazenym sedimentem bunécné kultury transformovanych
baktérii E.coli bylo pfidano 1,25 ml pufru (0,4 mol.I'* Tris-HCI, pH 8), 250 ul 0,4 mol.I"*
MgCl,, 150 ul inhibitoru proteas (50 mmol.I* fenylmethylsulfonylfluorid rozpustény
v ethanolu) a 850 pl deionizované vody. Po kratkém protfepani na vibracni tfepacce
bylo pfidano 2,5 ml extrakéniho Cinidla B-PER (Bacterial Protein Extraction Reagent) a
po dalSim protfepani smés volné ponechana pfi laboratorni teploté. Ke smési bylo

pfidano 0,3 ml lysozymu o koncentraci 50 mg/ml. Smés byla inkubovana pfi laboratorni
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teploté az do zgelovaténi (cca 45 az 60 min) a poté bylo pfidano 5 ml vody. Po
protfepani bylo pfidano 20 ul RNasy o koncentraci 10 ug/ml a 10 yl DNasy o specifické
aktivité 10 IUMpl, smés byla promichana pétinasobnym pfevracenim uzavi ené falkonky
a 30 min inkubovana pfi teploté 37 °C. Po inkubaci bylo ke smési pfidano 1,25 ml 1
mol.I" NaCl a 1,37 50 % glycerolu a smés byla pfenesena do Nalgene kyvet a 30 min
centrifugovana pfi 10 °C a 12000 g. Ze supernatantu byl afinitni chromatografii ziskan
enzym.

Pro precisténi afinitni chromatografii byla pouzita kolona napinéna Co(ll)-IDA-
Sepharosou (2,5 x 10 cm) ekvilibrovana 20 mmol.I* Tris-HCI pufrem o pH 8,0
obsahujicim 0,1 mol.I* NaCl, 10 mmol.I"* imidazol a 5 % (v/v) glycerol. Po naneseni
supernatantu a vymyti nezachycenych protein byl enzym eluovan stejnym pufrem se
zvySenou koncentraci imidazolu (0,25 mol.I"Y). Pratok pfi ekvilibraci, nanaseni a
promyvani o hodnoté 1 az 1,5 ml.min™ byl pro eluci zvySen na 1,5 az 2 ml.min™.

Eluat byl zahustén ultrafiltraci v komarce Amicon 8200 v ledové lazni pod
tlakem dusiku 1 bar. Po sniZeni objemu na 3 az 5 ml bylo ke smési pfidano 50 ml pufru
(20 mmol.I" Tris-HCI, pH 8,0 s 3 % glycerolem). Tento krok byl opakovan, &mz bylo
dosazeno odsoleni vzorku. Ziskany enzym byl rozpipetovan na alikvoty do sterilnich
mikrozkumavek a zmrazen (Tylichové et al., 2008).

Koncentrace proteinu v roztoku byla stanovena spektrofotometrickou metodou s
kyselinou bicinchinonovou, kter4 je zaloZena na alkalické redukci Cu?** na Cu'*
proteinem a nasledné chelataci Cu'* kyselinou bicinchininovou za vzniku fialového
zbarveni. Byla pouzita souprava od firmy Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, sestavajici se
z &inidla A (vodny roztok 4,4'-dikarboxy-2,2’-bichinolinanu disodného, ¢ = 26 mmol.I™;
Na,CO3.H,0, ¢ = 160 mmol.I"; vinanu sodno-draselného, ¢ = 700 mmol.I"*; NaOH, c =
100 mmol.I'*; NaHCO3, ¢ = 110 mmol.I"Y) a &inidla B (vodny roztok CuSOQ,, ¢ = 16
mmol.I"). Pro pfipravu pracovniho roztoku bylo &inidlo A bylo smiseno s &inidlem B
v poméru 50:1. Ziskany roztok byl po 2 ml rozpipetovan do zkumavek. K nému bylo
pfidano 0,5 az 10 pl vzorku nebo roztoku hovéziho sérového albuminu pro kalibraéni
kiivku v rozsahu 1 aZ 50 mg.I™. Zkumavky se vzorkem &i standardem byly promichany
kratkym protfepanim. Po 30 min inkubace pfi 37 °C byla u jednotlivych vzorkd méfena
absorbance pfi vinové délce 562 nm. Jako slepy vzorek pro vynulovani pfistroje byl

pouZzit pracovni roztok (Smith et al., 1985).
6.5 Priprava substratt

Potencialni syntetické substraty byly ziskany Swernovou oxidaci nebo
nukleofilni substituci za vzniku pfisluSného acetalu, popf. byly zakoupeny. Diacetaly

byly t&ésné pfed méfenim hydrolyzovany.
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Prvni kroky Swernovy oxidace probihaly pfi teploté -55 az -65 °C, ktera byla
zajisténa ponofenim trojhrdlé bariky s reakéni smési do tepelné izolované kadinky
s ethanolem a magnetickym michadlem, do niz byla vlozena spirdla ponorného
chladi¢e FT 902 nastaveného na teplotu -70 °C. Do zminéné trojhrdlé bariky obsahujici
magnetické michadlo, 11 mmol (1 ml) oxalylchloridu a 25 ml dichlormethanu byl
prostfednim hrdlem vlozen teplomér. Na jeji bo¢ni hrdla byly nasazeny délici nalevky
zakoncené suSicimi trubi¢kami s hygroskopickym CaCl,, z nichz prvni obsahovala 22
mmol (1,7 ml) DMSO a 5 ml dichlormethanu a druha 10 mmol pfisluSného alkoholu a
10 ml dichlormethanu. Smés z prvni délici nalevky byla za stalého michani po kapkach
vpous$téna do bariky takovou rychlosti, aby teplota reakéni smési v barfice nevystoupila
nad -55 °C. Po 10 minutach od pfidani celého obsahu prvni délici nalevky byl do
reakéni smési stejnym zplsobem pfidan obsah druhé délici nalevky a reakéni smés
ponechana ¢tvrt hodiny v lazni chladiCe. Mezitim bylo do jiZ uvolnéné délici nalevky
napipetovano 50 mmol (7 ml) triethylaminu, ktery byl poté obdobné pfidan do reakéni
smési. Po péti minutach byla reakéni smés vytaZena z chladici 1azné a zahfana na
laboratorni teplotu a poté k ni bylo pfidano 30 ml vody a smés byla extrahovana.
Vodné faze byla jeSté jednou extrahovana 20 ml dichlormethanu. Obé organicke faze
byly spojeny dohromady a vysuSeny siranem sodnym, ktery byl odstranén filtraci.
Dichlormethan byl nasledné odstranén odparenim na vakuové rotacni odparce (Omura
& Swern, 1978).

PFi nukleofilni subsituci bylo v zavislosti na syntetizované latce 1,49 mmol 6-
chlor-9H-purinu, 1 mmol 2-chlorpyrimidinu nebo 0,75 mmol 4-chloro-7H-pyrrolo[2,3-d]-
pyrimidinu rozpusténo v 5 ml ethanolu nebo 3 ml n-butanolu. Ke smési bylo pfidano
dvojnasobné latkové mnozstvi 2,2-dimethoxyethanaminu, 3,3-diethoxypropanaminu ¢i
4,4-diethoxybutanaminu podle pozadované délky alifatického fetézce. Smés byla
refluxovana, coz v pfipadé rozpusténi reaktantl v n-butanolu trvalo 1 az 4 hodiny a u
reaktantd rozpusténych v ethanolu 9 hodin az 6 dni. Smés byla nasledné odparena do
sucha. V pfipadé, Ze vychozi slou¢eninou byl 6-chlor-9H-purin, bylo pfidano 10 ml
ledové vychlazené vody, vznikly precipitat oddélen odsatim, promyt ledové
vychlazenou vodou a vysuSen. V pfipadé zbyvajicich dvou vychozich slouenin byla
smés precisténa sloupcovou chromatografii (DAVISIL LC60A 40-60um), mobilni faze
se skladala z toluenu, acetonitrilu a methanol v poméru 5:2:1.

Ziskané aldehydy byly analyzovany pomoci LC/MS a déle pomoci *H- a **C-
NMR spectroskopie. LC/MS analyza byla provedena na systému sestavajicim se
z UHPLC chromatografu Accela s detektorem diodového pole a hmotnostnim
spektrometrem s trojitym kvadrupdlem jako analyzatorem TSQ Quantum Access
(oboje Thermo Scientific, CA. USA). Byla pouzita kolona Nucleodur Gravity C18 (1,8
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pm, 2,1 mm, 50 mm, Macherey-Nagel, SRN). Mobilni faze byla ziskana misenim
roztoku A (10 mmol.I* octan amonny ve vod&) a B (acetonitril). Separace probihala pfi
30 °C, obsah slozky B se po dobu 2,5 min linearné zvySoval z 10 % na 80 %, na které
byl 1,5 min ponechan. Kolona byla nasledné ekvilibrovana 1 min 10 % obsahem slozky
B. Pro ziskani NMR spekter bylo pouzito pfistroje Varian UnityPlus (299,89 MHz).
Spektra byla ziskana ze smési s deuterovanym DMSO nebo chloroformem pfi 21 °C.
APAL, ABAL i latky, které byly pfipraveny nukleofilni substituci ve formé
diacetalt, byly v den mérfeni pfevedeny na pfislusné aldehydy kyselou hydrolyzou.
Roztok diacetalu o koncentraci 0,10 mol.I* v HCI o koncentraci 0,25 mol.I"* byl
v mikrozkumavce o objemu 1,5 & 2 ml vilozen do blokového termostatu BBD
nastaveném na teplotu 100 °C, kde byl na 10 minut ponechan. Nasledné byl ziskany
aldehyd o koncentraci 0,10 mol.I"* vyjmut, ochlazen na laboratorni teplotu a v prib&hu

méfeni uchovavan v ledové lazni.
6.6  Méreni aktivity a kinetickych parametru

K méfeni aktivity i kinetickym méfenim byl pouzit Warbugiv opticky test,
zaloZeny na detekci vzniku redukovaného koenzymu NADH pfi vinové délce 340 nm (e
= 6200 lL.mol™.cm™) (Awal et al., 1997). Mé&Feni probihalo na UV/Vis spektrofotometru
Beckman DU7500 (Beckmann Coulter Inc., Brea, USA) pfi laboratorni teploté (23 °C).
Do kyvety bylo pipetovano 1550 pl pufru (Tris-HCI o koncentraci 0,15 mol.I'* a pH 9,0),
50 pl 0,02 mol.I" NAD* (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, kat. & N7004), roztok enzymu,
jehoz objem byl ur€en na zakladé aktivity enzymu, a voda. Po vynulovani pfistroje na
slepy vzorek byla reakce nastartovana pfidavkem roztoku substratu. Celkovy objem
reakéni smési po pridavku substratu €inil 2 ml, objem substratu se fidil poZadovanou
koncentraci v reakéni smési na poCatku reakce, objem vody byl dopoditan tak, Ze
soucet pipetovanych objemU roztoku enzymu, substratu a vody byl 400 ul. Po¢ateéni
koncentrace NAD" byla 500 pymol.I"!, po&ateéni koncentrace substratu byla pfi uréovani
relativni aktivity 1,0 mmol.I*, pfi stanoveni kinetickych parametrtd byla pouzita
koncentraéni fada, ktera se obvykle pohybovala v rozmezi od 20 ymol.I'* do 1,5 mmol.I
! koncentrace zasobniho roztoku substratu byla pfi méfeni relativni aktivity 100 mmol.I
! a pii stanoveni kinetickych parametrd obvykle 10 mmol.I™. Pipetovany objem enzymu
se obvykle nachazel mezi 5 a 2Qul. MérFeni narlstu absorbance probihalo po dobu 4
minut. Kyvetovy prostor byl vyhfivan na 30 °C.

Kinetické parametry byly urCeny pomoci linearizace zavislosti pocatecni
rychlosti na koncentraci substratu podle Lineweavera a Burka a dle Eadieho a
Scatcharda. Z hodnot ziskanych obéma zobrazenimi byl vypogitan aritmeticky primér,
ktery byl povaZzovan za vyslednou hodnotu. Inhibice substratem byla vyhodnocena

pomoci Dixonovy linearizace.
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9 ZAVER

V teoretické Casti byla vypracovana reSerSe odborné literatury zaméfena na
degrada¢ni metabolismus polyaminl, zejména aminoxidasy, aminoaldehydy a
aminoaldehyddehydrogenasy.

Bylo pfipraveno 12 substratll a zakoupeno dalSich 9. Ty pak byly testovany jako
substraty vyprodukovanych AMADH. VSechny enzymy preferovaly jako substrat APAL.
PsAMADH2 a LeAMADH1 vykazovaly SirSi substratovou specificnost nez PsAMADH1
a LeAMADH2. Pro nékteré substraty byly stanoveny hodnoty K, a V.
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Seznam pouzitych zkratek

2-PCAL pyridin-2-karbaldehyd

2-PPAL 3-pyridin-2-ylpropanal

3-PCAL pyridin-3-karbaldehyd

2-PM-AAAL [(pyridin-2-ylmethyl)amino]ethanal (2-pyridinylmethylaminoacetalde-hyd)
3-PPAL 3-pyridin-3-ylpropanal

4-PCAL pyridin-4-karbaldehyd

4-PPAL 3-pyridin-4-ylpropanal

4-PM-AAAL  [(pyridin-4-yImethyl)amino]ethanal (4-pyridinylmethylaminoacetaldehyd)
AGM 1-(4-aminobutyl)guanidin (agmatin)

ABAL 4-aminobutanal (4-aminobutyraldehyd)

ABALDH aminobutyraldehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.19)
ACAL 6-aminopentanal (5-aminokapronaldehyd)

APAL 3-aminopropanal (3-aminopropionaldehyd)

APALDH aminopropionaldehyddehydrogenasa

APBAL 4-[(3-aminopropyl)amino]butanal

AVAL 5-aminopentanal (5-aminovaleraldehyd)

BALDH betainaldehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.8)

CAD pentan-1,5-diamin (kadaverin)

CAO aminoxidasa (EC 1.4.3.21 a 1.4.3.22)

DAP propan-1,3-diamin (1,3-diaminopropan)

DMSO dimethylsulfoxid

FMN flavinmononukleotid

GABA 4-aminobutanova kyselina (kyselina y-aminomaselna)
GBAL 4-guanidinobutanal (4-guanidinobutyraldehyd)

GBALDH guanidinobutyraldehyddehydorgenasa (EC 1.2.1.54)
LB médium  Luria-Bertani médium
Met-fur-BAL 3-(5-metyhylfur-2-yl)butanal
Met-S-BAL  3-methylthiobutanal
Met-S-PAL  3-methylthiopropanal
O-4-PCAL N-oxid pyridin-4-karbaldehydu
PAO polyaminoxidasa (EC 1.5.3.11)
Pm-AAAL (pyrimidin-2-ylamino)ethanal (pyrimidin-2-ylaminoacetaldehyd)
Pm-ABAL 4-(pyrimidin-2-ylamino)butanal (pyrimidin-2-ylaminobutyraldehyd)
Pm-APAL 3-(pyrimidin-2-ylamino)propanal (pyrimidin-2-ylaminoapropionaldehyd)
PsAMADH  aminoaldehyddehydrogenasa z hrachu setého (Pisum sativum)
Pu-AAAL (9H-purin-6-ylamino)ethanal (purin-6-ylaminoacetaldehyd)
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Pu-ABAL
Pu-APAL
PUT
PyrPm-AAAL

PyrPm-ABAL

PyrPm-APAL

LeAMADH

SPD
SPM

4-(9H-purin-6-ylamino)butanal (purin-6-ylaminobutyraldehyd)
3-(9H-purin-6-ylamino)propanal (purin-6-ylaminopropionaldehyd)
butan-1,4-diamin (putrescin)
(7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-ylamino)ethanal (pyrrolopyrimidin-4-
ylacetaldehyd)

4-(7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-ylamino)butanal (pyrrolopyrimidin-4-
ylbutyraldehyd

3-(7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-ylamino)propanal (pyrrolopyrimidin-4-
ylpropionaldehyd

aminoaldehyddehydrogenasa z rajcete (Lycopersicon esculentum)
N-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin (spermidin)
N,N‘-bis-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin (spermin)

U proteinogennich aminokyselin jsou pfi zmince v textu pouzity tfipismenné znacky.
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Exploring the active sites of plant aminoaldehyde
dehydrogenases nsing natural and synthetic substrates

Jan Frommel, Hana hoskaltkova!, kiiroslar Sourals, Marting Trlichoral, David Kopefnyt and harek Sebelat
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Piiloha 2 Abstrakt z konference XIVth Workshop of Biochemists and
Molecular Biologists (XIV. Setkani biochemikli a molekularnich
biologt), April 20-21, 2010, Masaryk University, Brno, Czech
Republic

EXPLORING THE ACTIVE SITES OF PLANT AMINOALDEHYDE DEHYDROGENASES
USING NATURAL AND SYNTHETIC SUBSTRATES

Jan Frommel', Hana Moskalikova®, Miroslav Soural?, Martina Tylichova', David Kope¢ny' and
Marek Sebela’

"Department of Biochemistry, Faculty of Science, Palacky University, Slechtitelti 11, CZ-783 71
Olomouc, Czech Republic.

’Department of Organic Chemistry, Faculty of Science, Palacky University, tf. 17. listopadu 1192/12, CZ-
771 46 Olomouc, Czech Republic.

Aminoaldehyde dehydrogenases (AMADH, EC 1.2.1.19) catalyze the terminal step in polyamine
catabolism by oxidizing compounds like 4-aminobutyraldehyde (ABAL) and 3-aminopropionaldehyde
(APAL). This NAD"-dependent oxidative reaction produces omega-amino acids related to the processes
of cellular defense against stress events caused for example by increased drought and salinity (either as
direct mediators or precursors). Based on indirect evidences, the enzyme also seems to participate in the
production of carnitine in plants. AMADHSs belong to the large enzyme superfamily of aldehyde
dehydrogenases. In this work, isoenzymes 1 and 2 of plant AMADHSs from pea, tomato and maize were
obtained as pure recombinant proteins by expression of the respective genes in Escherichia coli followed
by affinity purification. There were also eight mutants of the pea AMADH?2 available, which had been
prepared by site-directed mutagenesis of active-site residues. To characterize the difference in their
substrate specificity, the enzymes were subjected to a large kinetic study with natural and synthetic
aminoaldehyde and aldehyde substrates. The studied compounds comprised C2-C4 omega-
aminoaldehydes and their N-methylated, hydroxy and guanidino analogs, plus n-alkyl aldehydes (C2-C7).
For the activity measurements, there were also position isomers available of pyridine-carbaldehyde, 3-
pyridinylpropanal and (pyridinylmethyl)lamino aldehydes together with a series of (9H-purin-6-ylamino)
aldehydes, (7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-ylamino) aldehydes and (pyrimidin-2-ylamino) aldehydes. A
majority of the studied AMADHSs accepted APAL or ABAL as the best substrates and well oxidized their
substitution derivatives. One of the mutants of pea AMADH2 behaved as a non-specific aldehyde
dehydrogenase oxidizing preferentially capronaldehyde and other n-alkyl or aromatic aldehydes known as
less effective substrates for the wild-type enzyme. Another enzyme showed a significant preference for
aromatic aldehydes even though ABAL was the best substrate. The crystal structures of pea AMADH1
and AMADH2 together with structural models of the other enzymes were used to discuss the observed

differences in substrate properties.

This work was supported by grant 522/08/0555 from the Czech Science Foundation.
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