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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:

Zpracovani literarni reSerSe na téma charakterizace metabolismu sukcinyl-semialdehydu

V ramci rostlinné buiiky, nadrodiny aldehyddehydrogenas a charakterizace rodiny ALDHS.

Prakticka ¢ast:

1. Piiprava konstruktl s polyhistidinovou kotvou pro expresi rekombinantnich proteint
PpALDH5A, PpALDH5B a A32-HVALDHS.

2. Optimalizace exprese a purifikace rekombinantnich proteini PpALDHS5A,
PpALDH5B a AHVALDHS.

3. Enzymologicka analyza purifikovanych proteinti.

4. Analyza sekundarni struktury purifikovanych proteint.



1 UVOD

Zastupci rostlinné fise jsou po cely sviij ontogeneticky vyvoj vystaveni riznym druhiim
biotického ¢i abiotického stresu. Stresové faktory vyznamné omezuji rostlinny rust
I vyvoj, coz ma mimo jiné velky dopad na vynosnost hospodaiskych plodin. Rostliny
vyuzivaji dvou hlavnich strategii reakce na stres, a to bud’ zamezeni vlivu stresovych
faktort pfechodem do fyziologicky neaktivniho stadia, nebo tzv. aklimatizaci.
Aklimatizace je aktivni reversibilni pfizptisobeni rostlin stresovym podminkdm. Pfi
procesu aklimatizace dochéazi k riznym zménam profilu genové exprese, coz ma ve
vysledku dopad na slozeni rostlinného transkriptomu, proteomu i metabolomu. (Kosova
etal., 2011).

Bé&hem pusobeni stresovych Ciniteld dochazi k akumulaci volnych radikald, ¢astic
schopnych peroxidace lipida. Lipidova peroxidace je v biologickych systémech spojena
s tvorbou Siroké skaly aldehydi. (Bartels a Sunkar, 2005). Aldehydy jakozto silné
elektrofily ochotné reaguji s proteiny ¢i nukleovymi kyselinami. Adici aldehydi na tyto
nukleofily mize dochédzet ke genovym mutacim, ztraté¢ aktivity enzymi ¢i funkce
proteind, coz v disledku vede k poruse bunétné homeostazy. Slouceniny s aldehydovou
skupinou v8ak nevznikaji pouze béhem lipidové peroxidace. Mnohé z nich slouzi jako
vyznamné intermedidty v riznych katabolickych i biosyntetickych drahach (Brocker et
al., 2013).

Kli¢ovou roli pii detoxifikaci aldehydd hraji enzymy z nadrodiny
aldehyddehydrogenas. Tyto enzymy zajiStuji oxidaci toxickych aldehydid na méné
reaktivni karboxylové kyseliny. Genova exprese fady ALDH enzymu je indukovana
v disledku rGznych abiotickych stresii, jako je napfiklad sucho, zvySena salinita,
ultrafialové zafeni, teplo, mraz ¢i pfitomnost tézkych kovi (Brocker et al., 2013;
Inostroza Blancheteau et al., 2011; Sunkar et al., 2003).

Aldehyddehydrogenasy se navic vyznamné podileji na redukci NAD(P)H, jeZ slouzi

jako reduk¢éni ekvivalenty pro udrZeni redoxni bunécné rovnovahy (Brocker et al., 2013).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Metabolismus sukcinyl-semialdehydu

Sukcinyl-semialdehyd (SSAL) je substitu¢ni derivat kyseliny butanové obsahujici
aldehydovou skupinu na y-uhliku. Tento metabolit vznika v rostlinach transaminaci
y-aminomaselné kyseliny (GABA) za soucasného vzniku glutamatu (obr. 1). V fadé
rostlinnych druhii (napt. Oryza sativa, Solanum lycopersicum, Arabidopsis thaliana) byly
rovnéz nalezeny i dalsi rizné isoformy y-aminobutyrattransaminas. (Wu et al., 2006;
Clark et al., 2009) Tyto isoformy vyuzivaji pyruvat ¢i glyoxylat misto 2-oxoglutaratu
jako substrat pro transaminaéni reakci (Ansari et al., 2005).

SSAL je nasledné oxidovan za katalyzy enzymy z rodiny NAD(P)"-dependentnich
sukcinyl-semialdehyddehydrogenas (SSADH) na sukcinat. SSADH je u vétSiny
organismii  lokalizovana v mitochondriich. U nékterych druhd  mechorosti
(Physcomitrella patens, Synchitria ruralis) se SSADH kromé& mitochondrii nachazi
rovnéz v cytosolu (Kopecna et al., 2017). Vznikly sukcinat je dale odbouran v Krebsové
cyklu. Alternativni cestou odbouravani SSAL je jeho redukce glyoxylatreduktasou na
kyselinu y-hydroxymaselnou (obr. 2B) (Hoover et al., 2007). U zivocichi a hmyzu
kyselina y-hydroxymadselna ucinkuje jako neuromodulator. Kyselina y-hydroxymadaselna
je u vétsiny organismi odbouravana na acetyl-CoA. V ptipad¢ nékterych bakterii a rostlin
muze dochazet i k jeji polymerizaci na zasobni poly-p-hydroxybutyrat (Fait et al., 2006;
Parveez et al., 2015).

GABA SSAL SSA
OH OH OH
GABA-T SSADH
HO
HoN OM N
2 \/\)ko N " NS o — ~ W\O
20G/Pyr Glu/Ala NAD(P)H NAD(P)* NAD(P)H (o
GHBDH
NAD(P)*
OH
HOM
(0]
GHB

Obr. 1 Reak¢ni schéma vzniku a degradace sukcinyl-semialdenydu. GABA — Kkyselina
y -aminomaselna, SSAL - sukcinyl-semialdehyd, SSA - sukcinat, GHB -
v-hydroxybutyrat, 20G — 2-ketoglutardt, GABA-T — y-aminobutyrat transaminasa
(EC 2.6.1.19, 2.6.1.96), GHBDH - y-hydroxybutyratdehydrogenasa (EC 1.1.1.61),
SSADH - sukcinyl-semialdehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.16, 1.2.1.24). Vytvoieno
pomoci softwaru BIOVIA Draw 2021.
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2.2 Metabolismus GABA

SSAL je intermediat vyznamné metabolické drahy (anglicky GABA-shunt), ktera alteruje
reakce 2-oxoglutaratdehydrogenasy a sukcinyl-CoA-syntetasy. Pro tuto drahu byva
Vv pripad¢ biochemie zivocichi pouzivan ¢esky vyraz GABA-zkrat, nebot’ byva nejcastéji
popisovana V souvislosti s rychlymi zménami koncentrace GABA v cytosolu neuron.
V rostlinnych bunikach vSak misto vyraznych fluktuaci koncentrace GABA dochazi
k akumulaci vlivem riaznych podminek, a tudiz vySe uvedeny pieklad neni plné
vystihujici (Clements, 1996; Koolman, Moeller a Rohm, 2012; Scholz et al., 2017).
A) B)

matrix cytosol matrix cytosol
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Obr. 2 Metabolicka draha odbocujici pies GABA (GABA-shunt). A) Samostatna draha.
B) Alternativni draha odbouravani sukcinyl-semiladehydu redukei na y-hydroxybutyrat.
1 — glutamatdekarboxylasa (EC 4.1.1.15), 2 — GABA-transaminasa (EC 2.6.1.19,
2.6.1.96), 3 — mitochondrialni sukcinyl-semialdehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.24)
4 — glutamatdehydrogenasa (EC 1.4.1.2), 11 —y-hydroxybutyratdehydrogenasa (EC
1.1.1.61), 12 — vinylacetyl-CoA-A-isomerasa (EC 5.3.3.3), 13 — enoyl-CoA-hydratasa
(EC 4.2.1.17) s 3-hydroxybutyryl-CoA-oxidoreduktasou (EC 1.1.1.157)
a acetyl-CoA-acetyltransferasou (EC 2.3.1.9), 14 — ATP-citratlyasa (EC 2.3.3.8),
15 — malatdehydrogenasa (EC 1.1.1.37), 16 — malatdehydrogenasa (dekarboxylujici) (EC
1.1.1.40), 17 —pyruvatkarboxylasa (EC 6.4.1.1), a—Glu/Asp translokator,
b — transportér pro GABA, e — trikarboxylatovy transportni systém, f — trikarboxylatovy
transportni systém. Vytvotreno vyuzitim softwaru Biorender podle Faita et al., 2008.
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Funkce této drahy spociva v syntéze i degradaci GABA u rostlin a zivo¢ichti. Samotna
draha sestava ze tii hlavnich reakci (obr. 2A). Prvni reakci je dekarboxylace glutamatu za
vzniku GABA, katalyzovana cytosolickou glutamatdekarboxylasou (GAD). Posléze je
y-aminoskupina GABA odbouravana za pomoci enzymu GABA-transaminasy
(GABA-T). Soucasné vznika SSAL. Posledni reakci je oxidace SSAL na sukcinat.
(Kinnersley a Turano, 2000; Fait et al., 2008).

GABA u zivocichil u¢inkuje jako jeden z hlavnich neurotransmitert, i proto je tato
draha dlouhodobé studovana (Bloom a Iversen, 1971; Palacios et al., 1981). Enzymy této
metabolické drahy jsou v8ak exprimovany i v jinych tkanich nez pouze v CNS. (Garry et
al., 1987; Ravasz et al., 2017). Kromé¢ syntézy a degradace GABA se draha zapojuje jako
alternativa 2-oxoglutaratdehydrogenasy v bunkach s deficienci thiamindifosfatu (Page et
al., 1989).

GABA-transaminasy mohou jako akceptor aminoskupiny z GABA vyuZivat

2-oxoglutarat ¢i pyruvat. V ptipadé prvniho jmenovaného substratu by reakce vedla ke

A) cytosol B)
b
N > - ; cytosol
matrix - » GABA matrix
A
Ti'y. A tea )
' /vco2 J '
ssa Y 1 Y sl ¥
206 Pyr t , 206
SSAL w. ,-»SSAL ¥,
T 2 ez > t 2 i
GABA ‘GABA‘
10 - Ala Glu
P5C—PGlu g - - k- - - - - »Glu
=
9 S
slc
Pro ™ o
e 7
A
: d v
ApsC
8
-------------------- » Pro

Obr. 3 A) Metabolismus GABA za stresovych podminek. B) Vznik jalového cyklu v pfipadé
pritomnosti pyruvat i 2-oxoglutarat-dependentni GABA-T. 1 — glutamatdekarboxylasa
(EC 4.1.1.15), 2 — GABA-transaminasa (EC 2.6.1.19, 2.6.1.96), 3 — mitochondrialni
sukcinyl-semialdehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.24), 7 — pyrrolin-5-karboxylatsynthasa
(EC 2.7.2.11) a glutamat-5-semialdehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.41),
8 — pyrrolin-5-kyrboxylatreduktasa (EC 1.5.1.2), 9-prolindehydrogenasa (EC 1.5.5.2),
a— Glu/Asp translokator, b — transportér pro GABA, ¢ — pyrrolin-5-karboxylatovy
transportér, d — transportér pro prolin. Vytvofeno pomoci softwaru Biorender podle Faita
et al., 2008.
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tvorbé glutamatu. Cast nové formovaného glutamatu by pak pravdépodobné byla
opétovné vyuzita k syntéze GABA, ¢imz by vznikl zbyte¢ny cyklus (obr. 3B), jez by
pravdépodobné slouzil k udrzeni rovnovahy mezi koncentraci GABA a Glu (Bouché
a Fromm, 2004). V nékterych rostlinach byla prokazana piitomnost pyruvat-dependentni
I 2-oxoglutarat-dependentni GABA-T, pficemz pyruvat- dependentni GABA-T vykazuje
u rostlin vyrazné vys$si aktivitu nez jeji 2-oxoglutarat-dependentni izoforma (Van
Cauwenberghe a Shelp, 1999; Bartyzel et al., 2003; Clark et al., 2009).

Clark et al., 2009). Fyziologicka funkce pyruvat-dependentni GABA-T souvisi
s kvetenim, tvorbou pylové lacky i regulaci senescence rostlin (Bouché a Fromm, 2004;
Jalil et al., 2019).

Regulace dekarboxylace Glu na GABA je pravdépodobné uzce spojena s dalSimi
stresem indukovanymi metabolickymi drahami spojenymi s Glu (obr. 3A). Za normalnich
rustovych podminek je Glu vyuZzivan jako substrat pro tvorbu aminokyselin Met, Thr, Ile
¢i Lys. Avsak napriklad vlivem zvySeného osmotického tlaku dochézi ke zpétné konverzi
Lys na Glu, ktery je poté preménén na Pro a GABA. Ob¢ aminokyseliny jsou ve zvySené
mife syntetizovany vlivem pusobeni stresovych podminek. Glu ma rovnéz funkei jako
pozitivni regulator né€kolika metabolickych reakci souvisejicich s ristem rostliny.
Konverzi Glu na GABA tak dochazi k regulaci rychlosti rostlinného ristu v zavislosti na

zméné vnéjSich podminek (Stepansky et al., 2006; Fait et al., 2008; Hare a Cress, 1997).
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Metabolicka draha odbocujici pfes GABA se dale uplatituje pti kliceni semen, a to
zprosttedkovavanim uhliku ve formé sukcinatu, ktery je Krebsovym cyklem
metabolizovan na dalsi intermediaty slouzici jako substrat pro kataplerotické reakce
(obr. 4). Tok uhliku do Krebsova cyklu tato draha zprostiedkovava rovnéz i pii vystaveni
rostlin stresovym faktoram (Fait et al., 2006; Fait et al., 2008). Katabolismus glutamatu
na GABA ¢i 2-oxoglutardt ma vyrazny vliv i na udrzovani rovnovahy mezi dusikem
a uhlikem béhem maturace semen. Glu slouzi jako donor amino-skupiny pro jiné

transaminac¢ni reakce (Fait et al., 2011).

matrix cytosol chloroplast

OAA === -~ st - - -p-0AA -- - S '.
«
¢ 5
Asp

TiA/

saccharopin 4ﬁ— Lys

20G

Obr. 4 Napojeni metabolické drahy odbocujici pfes GABA na biosyntézu esencialnich
aminokyselin, jejichz prekurzorem je aspartdt (anglicky aspartate family pathway).
1 — glutamatdekarboxylasa (EC 4.1.1.15), 2 — GABA-transaminasa (EC 2.6.1.19,
2.6.1.96), 3 — mitochondrialni sukcinyl-semialdehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.24),
4 — glutamatdehydrogenasa (EC 1.4.1.2), 5 — aspartataminotransferasa (EC 2.6.1.1),
6 — asparaginsynthetasa (EC 6.3.5.4). Vytvofeno pomoci softwaru Biorender podle Faita
et al., 2008.
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Kromé Glu jako substratu pro syntézu GABA se v rostlinach nachazi alternativni draha
spojena s katabolismem polyaminut (obr. 5). Polyaminy jsou nizkomolekularni alifatické
derivaty uhlovodikd obsahujici vice nez jednu aminoskupinu. Ve vyssich rostlinach jsou
polyaminy nejvice zastoupené ve tiech formach — putrescinu, spermidinu a sperminu.
Veskeré polyaminy jsou vysoce biologicky aktivni latky podilejici se na vétSiné procesu
ontogenetického vyvoje rostlin (Xu et al., 2014; Mustafavi et al., 2018; Chen et al., 2019).
Polyaminy jsou Vrostlinich katabolizoviny pomoci Cu?*-dependentni  &i
FAD-dependentni aminoxidas. Vznikly 4-aminobutyrat (ABAL) je nasledn¢ oxidovan na
GABA enzymy z rodiny ALDH10 — aminoaldehyddehydrogenasami (Tylichova et al.,
2010; Kope¢ny et al., 2011; Zarei et al., 2016; Kopecna et al., 2017).
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Obr. 5 Alternativni draha syntézy GABA vyuZivajici polyaminy jako substrat.
1 — glutamatdekarboxylasa (EC 4.1.1.15), 2 — GABA-transaminasa (EC 2.6.1.19,
2.6.1.96), 3 — sukcinyl-semialdehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.16, 1.2.1.24)
4 — glutamatdehydrogenasa (EC 1.4.1.2), 11 —y-hydroxybutyratdehydrogenasa (EC
1.1.1.61), 18 — Cu?*- ¢i FAD-dependentni polyaminoxidasa (EC 1.4.3.6, 1. 5.3.13-15),
19 — Cu?*-dependentni aminoxidasa (EC 1.4.3.21), 20 — aminoaldehyddehydrogenasa
(ALDH10, EC 1.2.1.19), a — Glu/Asp translokator, b — transportér pro GABA. Vytvoteno
pomoci softwaru Biorender podle Kopecné et al., 2017.
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GABA nema u rostlin uplatnéni pouze v ramci intracelularniho prostoru. Existence
transportniho proteinu ALMT1 pro eflux GABA do apoplastu (obr. 6) poukazuje na
moznou extracelularni pufrovaci funkci GABA. Zvyseni koncentrace GABA v apoplastu
navic zaji$t'uje zpétnovazebnou regulaci kotransportu malatu (Ramesh et al., 2018).

ALMT aniontové transportéry jsou v soucasné dob¢ jedinym transportérem, U kterého
byla potvrzena vazba GABA jakozto regula¢ni molekuly. Na druhou stranu,
experimentalné byl potvrzen vliv GABA na tok jinych iontd (napf. Ca®*). Neni viak
znamo, zdali dochézi k pifimé vazbé GABA na transportéry Ca?* iontil & jejich regulaéni
proteiny. NarGstem koncentrace GABA v apoplastu dochazi ke zmén€¢ membranového
potencialu, ktera mize mit vliv na aktivitu iontovych kanala (Yu et al., 2014; Gilliham
a Tyerman, 2016; Fromm, 2020).

pH<5 pH>7
GABA

malat®
- APt

apoplast

GABA

influx eflux

Obr. 6 Schéma funkce ALMT transportéru. Pii nizkém pH apoplastu dochazi k influxu GABA
do cytosolu. Tento transport je inhibovan malatem a hlinitymi kationty. Hlinité kationty
spolecné s vys$sim pH, vys$si koncentraci malatu v apoplastu a ptitomnosti siranovych
aniontli zpusobuji naopak piepnuti transportu do modu efluxu malatu a GABA do
apoplastu. ZvySend koncentrace GABA ma inhibi¢ni ucinek na transport malatu
a samotné GABA do apoplastu. Vytvofeno pomoci softwaru Biorender podle Rameshe
et al. (2018).
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2.3 Nadrodina aldehyddehydrogenas

Aldehyddehydrogenasy jsou NAD(P)*-dependentni oxidoreduktasy katalyzujici oxidaci
aldehydii na pfislusné karboxylové kyseliny. ALDH enzymy patii k nejstarSim
proteinovym nadrodindm vyskytujicim se ve vSech tfech taxonomickych doménach.

Jednotlivé enzymy jsou do pfislusnych rodin rozd€leny na zdkladé ptibuznosti
sekvenci aminokyselin v ramci polypeptidového fetézce. Pokud se sekvence shoduji
z alesponi 40 %, patii do stejné rodiny. V ptipadé minimalné 60% shody sekvenci spadaji
dané polypeptidy do stejné podrodiny. Nadrodina ALDH enzymu u rostlin sestava
celkem ze 14 rodin, jmenovit¢ ALDH2, ALDH3, ALDH5, ALDH6, ALDH7, ALDH10,
ALDH11, ALDH12, ALDH18, ALDH19, ALDH21, ALDH22, ALDH23 a ALDH24,
z toho rodiny ALDH11, ALDH12, ALDH19, ALH21, ALDH22, ALDH23 a ALDH24
jsou ptitomny pouze u rostlin (Brocker et al., 2013).

ALDH geny jsou v ramci rostlinné fiSe zastoupeny v riznych poctech. Jako priklady
lze uvést zastupce zrodu valeCe (Volvox cateri) se 7 ALDH geny, cepenky
(Physcomitrella patens) s 21 ALDH geny asoji (Glycine max) s 53 ALDH geny. Pti
srovnani genomu zastupcil niz$ich a vysSich rostlin lze pozorovat nértst absolutniho
poctu ALDH genti. Na druhou stranu, hustota ALDH genti vV ramci riznych zastupct fas,
mecht a kvetoucich rostlin nevykazuje zddny signifikantni trend z hlediska evolu¢niho
vyvoje rostlin. Tento fakt podporuje myslenku existence zékladniho souboru ALDH genii
kodujicich enzymy z rodin ALDH5, ALDH10, ALDH11, ALDH12 a ALDH22, k nimz
jsou ptridavany ¢i naopak ubirany ostatni ALDH geny v priitbéhu expanze genomu. Piesny

proces evolu¢ni expanze ALDH nadrodiny vSak doposud znam neni (Tola et al., 2021).
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2.3.1 Reakéni mechanismus

Mechanismus reakce ALDH enzymu (obr. 7) odpovida uspofadanému sekvencénimu
modelu dvousubstratovych reakci, kdy po vazb&é oxidovaného NAD(P)* dochazi
k navazani substratu na katalyticky cystein, poté dojde soucasné k oxidaci aldehydu
a redukci NAD(P)H. Vznikly NAD(P)H i pfislusna karboxylova kyselina jsou z aktivniho
mista nasledné¢ uvolnény. Nekteré aldehyddehydrogenasy katalyzuji  kromé
oxida¢né-reduk¢nich reakci rovnéz ihydrolyzu esteri. Reakéni model je v obou
ptipadech obdobny s tim, Ze v pfipadé hydrolasové aktivity nedochazi k ptenosu
elektronit na NAD(P)", nybrz na kyslik hydrolyzovaného hydroxylu (Vasilou et al.,
1999).

. |
/ Cys—s—% o, é Cys—S\/}"

CoO

- NAD‘QJ _~NAD(P)H R
>:O
3 5 o
NAD(P)H
Cys—§ Cys—SH
CCOOH /\?) CCOO'
NAD(P)*

Cys—SQ/H
CO0™ |
_-Nap(py 1

Obr. 7 Reakéni mechanismus oxidace aldehydu za katalyzy ALDH enzymy. V prvni fazi se do
koenzym-vazebné domény prostfednictvim slabych vazebnych interakci asociuje
oxidovany NAD(P)" za sou¢asného nukleofilniho ataku molekuly vody na SH — skupinu
cysteinu (1 a 2). Zaporné nabité thiolatové residuum cysteinu ochotné reaguje
s elektrofilnim uhlikem karbonylové skupiny aldehydového substratu za vzniku
tetrahedralniho thiohemiacetalu (3). Vznikly hydridovy aniont thiohemiacetalu redukuje
nikotinamidovy koenzym (4). Po odstépeni hydridového aniontu vznika thioester, jenz
je mnasledné hydrolyzovan. Vznikly redukovany NAD(P)H a pfislusna karboxylova
kyselina disociuji z oblasti aktivniho mista a uvoliiuji tak prostor pro vazbu nového
oxidovaného koenzymu (5). Vytvofeno pomoci softwaru BIOVIA Draw 2021 podle
Koppaky et al. (2012).
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2.3.2 Substratova specifita

Vétsina aldehyddehydrogenas vykazuje Sirokou substratovou specifitu, coz znamena, ze
jsou schopny oxidovat Sirokou skalu aldehydu ¢i jejich derivati. Oproti tomu jsou znamy
I takové isoformy, jeZ jsou vysoce specifické vuci svému substratu (napt. ALDHDS,
ALDHG6, ALDH11, ALDH18, ALDH19 ¢i ALDH21).

StéZejni roli vramci specifity enzymu viaci riznym substratim hraje struktura
substrat-vazebné¢ domény. Tato doména ma v ptfipadé ALDH enzymi tvar kapsy.
Zatimco u ALDH vyuzivajicich aldehydy s neutralni ¢i zdporn¢ nabitou vedlejsi skupinou
se Vv této oblasti nachazi aminokyseliny s neutralné respektive kladné nabitymi residui,
u ALDH katalyzujicich substraty s kladn¢ nabitou vedlejsi skupinou (napit. AMDH) je
substrat-vazebna doména tvotena residui aromatickymi, polarnimi a negativné nabitymi.
Aktivni misto ALDH je dale tvofeno dvéma az ¢tyimi konzervovanymi aromatickymi
residui. VSestrannost aromatickych skupin tcastnicich se na hydrofobnich ¢i kation-nt
interakcich poukazuje na dulezitou roli pii vazbé riznych aldehydt do aktivnich mist
odlisnych ALDH enzymu (Riveros-Rosas et al., 2013).

Aldehyddehydrogenasy vyuzivaji nikotiamidové koenzymy jako akceptory elektronti
uvolnéné pii oxidaci aldehydii na karboxylové kyseliny. Vétsina aldehyddehydrogenas
preferuje jako koenzym NAD". NADP*-dependentni jsou pak enzymy z rodin ALDH11,
ALDH18, ALDH19 a ALDH21 (Valverde et al., 1999; Gao et al., 2000; Marchiti et al.,
2008; Stiti et al., 2011, Stiti et al., 2014).

Na zékladé€ rentgenostrukturni analyzy né€kolika ALDH proteinli bylo zjisténo, Ze
koenzym-vazebna doména aldehyddehydrogenas vytvaii atypicky Rossmanniv zahyb
tvofeny pouze péti B-fetézci misto Sesti (Liu et al., 1997). Uprostfed této domény se
nachazi Glu, jenz svym zaporné nabitym residuem interaguje s 2’- a 3’-hydroxyly
adenosinribosidu NAD™ a odpuzuje zaporné nabity 2’-fosfat NADP*. Pokud se na pozici
naproti Glu nachdzi aminokyselina s rozvétvenym nepolarnim fetézcem, dochazi ke
sterickému branéni, v jehoz dusledku je afinita enzymu k NADP* velmi nizka. Pomoci
mistné fizené mutageneze ALDH3H1 2006 bylo experimentalné potvrzeno, ze zaménou
izoleucinu s dlouhym rozvétvenym residuem za glycin doslo k vyznamnému poklesu Km
pro NADP" u jinak NAD"-dependentniho enzymu ALDH3H1. Afinita enzymu ku
NADP* nejvyrazngji vzrostla v piipadé kombinace mutaci ALDH3H1Ee1491/112006. Pro
vazbu NADP™ je tudiz rozhodujici velikost $térbiny mezi residui Glu a lle, respektive Thr
a Gly (Perozich et al., 2000; Stiti et al., 2011; Stiti et al., 2014).
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2.3.3 Vyznam rostlinnych aldehyddehydrogenas

Primarni vyznam ALDH enzymu spociva v detoxifikaci vysoce reaktivnich aldehydu, jez
jsou produkovany jak za fyziologickych podminek jako meziprodukty raznych
metabolickych drah, tak za podminek patologickych, kdy vlivem zvysené akumulace
ROS dochazi k peroxidaci lipidi za vzniku malondialdehydu. Spolu s oxidaci aldehydt
zaroven dochazi k redukci NAD(P)H. Dalsi vyznam aldehyddehydrogenas tudiz spociva
ve snizeni poméru NAD(P)"/NAD(P)H. NAD(P)H je posléze dale uplatiovan pfi
oxidativni fosforylaci nebo jako redukéni Cinidlo v fadé detoxifika¢nich metabolickych
drah, jakymi jsou naptiklad Halliwell-Asadova draha ¢i xantofylovy cyklus.

Aldehyddehydrogenasy se Vv rostlinach vyznamné podileji na adaptaci vaci
neptiznivym podminkdm. Na zdklad¢ studia profilu genové exprese ALDH geni za
riznych stresovych podminek bylo zjisténo, ze fada ALDH je ve vétSiné rostlin
nadexprimovana za podminek zvysSené salinity, sucha, zmény teploty ¢i nedostatku
dusiku (Hou a Bartels, 2015; Wang et al., 2017; Guo et al., 2017; Kopec¢na et al., 2017;
Zhao et al., 2017; Korasick et al., 2019).

Vyznam ALDH pfi vystaveni rostlin biotickému stresu je doposud malo probadan.
Nékolik studii vSak poukazuje na ptispévek aldehyddehydrogenas pii obrané vici
nékterym sktdciim ¢i patogenim. Vysoka koncentrace ALDH2 proteinu byla pozorovana
v rostlinach dubu (Quercus robus L.) napadenych Zlabatkou pruhovanou (Cynips
longiventris). Piesny mechanismus ptisobeni ALDH2 neni objasnén, je v§ak mozné, ze je
zapojen do biosyntézy bifenylovych fytoalexint, silnych inhibitorti patogeni (Pawlowski
et al., 2017; Saini et al., 2017). Rovnéz bylo zjisténo, Ze vlivem napadeni révy vinné
(Vitis vinifera) plisni révovou (Plasmopara viticola) dochazi k vyraznému zvySeni
exprese genll VVALDH11B1, nefosforylujici glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy. Geny
VVALDH2B4, VVALDH2B9, VWALDH3F1, VVALDH3H1, VVALDH6B7, VVALDH7B5
a VVALDH10A9 byly naopak exprimovany v niz§i mife nez za normalnich podminek

(Zhang et al., 2012).
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2.4 Aldehyddehydrogenasy z rodiny 5

Enzymy zrodiny ALDHS5 se fadi do skupiny takzvanych sukcinyl-
semialdehyddehydrogenas (SSADH). V ramci fylogenetického vyvoje vSech Zivych
organismi se vyc€lenily dvé hlavni skupiny SSADH, rodiny ALDHS a ALDH21.
ALDHS5 rodina ptedstavuje predev§im NAD-dependentni enzymy, zatimco rodina
enzymi ALDH21 je NADP*-dependentni. Tyto rodiny se taktéz li§i v ohledu vyskytu
Vramci ruznych taxonomickych skupin organismi. Zatimco ALDH5 enzymy se
V rizném poctu vyskytuji v téméf vSech zivych organismech, enzymy ALDH21 jsou
specifické pouze pro mechorosty, zelené fasy, prvoky a nékteré bakterie (Kopecna et al.,
2017).

sukcinyl-semialdehyddehydrogenasova aktivita detekovana v homogenatu opiciho
mozku (Albers a Salvador, 1958). Enzym byl poté Gspé$né purifikovan a kineticky
charakterizovan (Albers a Koval, 1961). Vyzkum zivocisnych ALDHS vcetn¢ lidské
izoformy ved| k odhaleni vyznamné role SSADH v souvislosti s funkci Zivo¢isné nervové
soustavy pii metabolismu neurotransmiteru GABA. Poruchy vedouci k poklesu ¢i ztraté
SSADH aktivity vedou k acidurii 4-hydroxybutyratem, interakci sukcinyl-semialdehydu
s pyruvatdehydrogenasovym komplexem a dal§im buné¢nym intoxikacim, jez inhibuji
buné¢ny latkovy i energeticky metabolismus. Autozomalni recesivni deficience SSADH
genu zpusobuje zavazné symptomy jako opozdéni dusevniho vyvoje spolu s poruchou
motoriky, ataxii ¢i hyporeflexi (Gibson et al., 1983, Gibson et al., 1984, Brown et al.,
1987; Kim et al., 2009).

Rostlinna izoforma tohoto enzymu byla poprvé popsana roku 1972, kdy se podafilo
extrahovat a purifikovat mitochondrialni SSADH z fedkve seté (Raphanus sativus, L.)
(Streeter a Thompson, 1972). Kromé isoformy z fedkve byly dale blize popsany ALDH5
z husenicku rolniho (AtALDH5F1) a lilku bramboru (SCALDH5F1) (Busch a Fromm,
1999; Narayan et al., 1989). Tato diplomova prace je zaméfena na charakterizaci ALDHS
izoforem z dalsich dvou rostlinnych zastupcii, jeémene setého (Hordeum vulgare, L.)

a ¢epenky odstalé (Phycomitrella patens).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a chemikalie

3.1.1 Biologicky material
e Klonovaci Neb-5a buniky Escherichia coli (New England Biolabs, UK)
e Expresni buiikky Rosetta 2 a T7 E. coli (New England Biolabs, UK)
e cDNA piipravena RT-PCR z RNA ¢epenky odstalé (P. patens)

3.1.2 Pouzité chemikalie
e 3-acetylpyridinadenindinukleotid (Sigma-Aldrich, USA)
e 3-pyridinaldehydadenindinuklotid (Sigma-Aldrich, USA)
e 4-aminobutanal (ABAL) (Honeywell Fluka, CR)
e Akrylamid/Bis-akrylamid 30% roztok (Sigma-Aldrich, USA)
e Benzaldehyd (Sigma-Aldrich, USA)
e B-PER (Thermofisher Scientific, USA)
e Bradfordovo ¢inidlo (Thermofisher Scientific, USA)
e Bromid ethidia (Thermofisher Scientific, USA)
e Butanal (Sigma-Aldrich, USA)
e Coomassie brilliant blue G-250 (VWR, USA)
e Dodecylsulfat sodny (Merck, NSR)
e DreamTaq Green PCR reakéni smés (Thermofisher Scientific, USA)
e Fenylpropionylaldehyd (Sigma-Aldrich, USA)
e Fluorid sodny (Supelco, USA)
e Glutamyl-5-semialdehyd (GSAL) (Sigma-Aldrich, USA)
e Glutaryl-5-semialdehyd (GRSAL) (Sigma-Aldrich, USA)
e Glycerol (Lachine, KAN)
e Glycin (Sigma-Aldrich, USA)
e HEPES (Sigma-Aldrich, USA)
e Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, USA)
e Hydrat NAD" (Sigma-Aldrich, USA)
e Hydrat NADP™ (Sigma-Aldrich, USA)
e Hydroxid vapenaty (Sigma-Aldrich, USA)
e Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, USA)
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Chlorid vapenaty (Sigma-Aldrich, USA)

Imidazol (Alfa Aesar, USA)

Isopropyl-B-D-thiogalaktosa (IPTG) (Sigma-Aldrich, USA)
Kanamycinsulfat (Sigma-Aldrich, USA)

Kit na extrakci DNA z agarosového gelu (Macherey-Nagel, NSR)
Kit na izolaci plasmidové DNA (Promega, USA)

Kyselina octova (Sigma-Aldrich, USA)

LB(Luria/Miller) medium (Carl Roth, NSR)

Methanol (Sigma-Aldrich, USA)

Mili-Q voda

Mocovina (Sigma-Aldrich, USA)

Ndel restrikéni endonukleasa (New England Biolabs, GB)
Nikotinamidhypoxanthindinukleotid (Sigma-Aldrich, USA)

Pentanal (Sigma-Aldrich, USA)

Persulfat amonny (APS) (Bio-Rad, USA)

Platinum SuperFi PCR reak¢ni smés (Thermofisher Scientific, USA)
Ponceau S (Sigma-Aldrich, USA)

Propanal (Sigma-Aldrich, USA)

Protilatka proti histidinovému epitopu znacend kienovou peroxidasou
(Thermofisher Scientific, USA)

Q5 HF DNA polymerasa (New England Biolabs, GB)

Q5 HF DNA polymerasova reakéni smés (New England Biolabs, GB)
Roztok nukleotidtrifosfatt (INTPs) (New England Biolabs, GB)

Sall restrik¢ni endonukleasa (New England Biolabs, GB)

SeaKem LE agarosa (Lonza, CR)

SOC ristové medium (New England Biolabs, GB)
Streptomycinsulfat (Sigma-Aldrich, USA)

Sukcinyl-semialdehyd (Santa-Cruz Biotechnology, USA)

T4 DNA ligasa a reak¢ni smés pro ligaci DNA genu s plasmidem (New
England Biolabs, GB)

Tetramethylethyléndiamin (TEMED) (GE Healthcare, USA)
Thionikotinamidadenindinukleotid (Thio-NAD") (Sigma-Aldrich, USA)
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Tris-acetat-EDTA pufr (TAE pufr) (Sigma-Aldrich, USA)
Tris-HCI (Sigma-Aldrich, USA)
Tween-20 (Sigma-Aldrich, USA)

Voda bez nukleas

3.1.3 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, USA)

Autoklav (Tuttnauer, Svycarsko)

Automatické pipety (Eppendorf, NSR)

CD-spektroskop (JASCO, USA)

Centrifuga stolni (Eppendorf, AUT)

Centrifuga stolni chlazena Benchtop (Sigma-Aldrich, USA)
GelPOC EZ imager skener (Bio-Rad, USA)

Inkubator (Sanyo, Japonsko)

Kolona chromatograficka Superdex 200 HR 10/300 GL s naplni Superdex
200 prepgrade (Amersham Biosciences, Svédsko)

Laminarni box (Merci, CZ)

Minicentrifuga (IKA, NSR)

Minicentrifuga stolni (Labochema, IT)

NGC chromatograficky systém s frakénim sbérac¢em (Bio-Rad, USA)
PCR termocyklér (Eppendorf, NSR)

Spektrofotometr NanoDrop UV/Vis (Hangzhou LifeReal, Cina)
Spektrofotometr UV-Vis (Agilent Technologies, USA)

Termoblok (Labnet, Finsko)

Termostat laziiovy (Huber, CZ)

Termostat s magnetickou michackou (IKA, NSR)

TransBlot Turbo transferovy system (Bio-Rad, USA)
Transiluminator (East-Port, CZ)

Trepacka stolni (IKA, NSR)

Tycho NT.6 (Nanotemper, NSR)

Ultracentrifugaéni kyvety Amicon 30 000 Da (Sigma-Aldrich, USA)
UV/Vis spektrofotometr (WPA, Biochrom, UK)

Vahy ptedvazky (OHAUS, USA)

Vortex (IKA, NSR)
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e Zdroj stejnosmérného napéti (Bio-Rad, USA)

3.1.4 Pouzity software
e Biorender (Biorender, Kanada)
e Biovia Draw 2021 (Dassault Systémes, Francie)
e ChromLab (Bio-Rad, USA)
e MEGAX (Kumar, Stecher a Tamura, 2018)
e Muscle (Edgar, 2004)
e SnapGene Viewer 5.1.5 (GSL Biotech LLC)
e Spectra Manager (JASCO, NSR)
e WebLogo 3.0 (Schneider a Stephens, 1990; Crooks et al., 2004)
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3.2 Metody

Pro ptipravu rekombinantnich proteint byla pozita strategie T4 klonovani, kdy po PCR

amplifikaci, izolaci amplifikované DNA vybranych gentt PpALDH5A a PpALDHSB

(Ptiloha 1) a jeji oSetfeni restrikénimi enzymy Sall a Ndel byly sekvence ligovany do

plasmidu pET28b. Plasmid pET32b nesouci gen pro AHVALDHS protein (Ptiloha 1) byl

piipraven vedouci cvi¢eni. Na obrazku 8 jsou zachyceny mapy jednotlivych plasmida

vcetné vyznacenych restrikénich mist pouzitych pro ligaci genu do plasmidu.

Jako selekéni antibiotikum byl v pfipadé plasmidi pET28b pouzit kanamycin ve

finalni koncentraci 50 pg/ml v tekutém i pevném LB-médiu. U kolonii nesouci plasmid

pCDFDuet byl pouZzit streptomycin o findlni koncentraci 100 pg/ml.

Sall (179)

Ndel (1659)

T7 promoter;

(Omg[el' ’ s""fﬁs
ﬁéo \aC OPeratg,

AHVALDHSF1_
pCDFDuet

Sall (179)

Ndel (1665)

6xHis PpALDH5B_pET28b 6xHis
RBS 6796 bp RES

T7 promoter;

T7 promoter

BamHI (123)

5024 bp

XhoI (1614)

Obr. 8 Mapy ptipravovanych konstruktt PpALDH5A/pET28b, PpALDH5B/pET28b
a A¥*2-HvALDH5/pCDFDuet. U konstruktt s pET28b bylo k ligaci vyuzito lepivych
konct vzniklych restrikci enzymy Sall a Ndel. Pti ptipravé konstruktu plasmidu
pCDFDuet byly k ligaci vyuzity lepivé konce vzniklé oSetfenim plasmidu a ligované
sekvence genu pomoci enzymi BamHI a Xhol. Restrikéni mapy byly vytvofeny pomoci

softwaru SnapGene Viewer.
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3.2.1 Priprava konstrukti s polyhystidinovou kotvou pro expresi

rekombinantnich proteini PpALDHSA, PpPALDH5B

PCR amplifikace genit PDALDHS5A a PpALDHSB (Q5 HF DNA polymerasa — NEB):
Do jednotlivych 200ul mikrozkumavek byla dle tabulky 1 pfidana reakéni smés. Program

PCR reakce byl nastaven nasledujicim zptisobem:
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35 cyklu:
o denaturace 98 °C 10 s,
o hybridizace primert 63,6 °C (PpALDH5A) a 63,4 °C (PpALDH5B) 30 s
(primery Ptiloha 2)
o syntéza 72 °C 1 min
- zéavéretna extenze — 72 °C 5 min

- chlazeni vysledného produktu —4 °C

Tab. 1 Jednotlivé slozky reakéni pro PCR reakci (Q5 HF polymerasa — New England Biolabs)

Reagencie Objem [ul]
5X Q5 reakéni smés 5
10mM dNTPs 0,5
10uM posmérny primer 1,25
10uM reverzni primer 1,25
templatova cDNA Cepenky odstalé 1ug
Q5 DNA polymerasa 0,25
voda 16,75
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Agarosova elektroforéza:

Na ptipravu 1% (w/V) agarosového gelu bylo do Erlenmeyerovy batiky navazeno 0,5 g
agarosy, ke které se ptidalo 50 ml 1x TAE pufru. Smés byla zahfivana v mikrovlnné
troubé do rozpusténi agarosy. Po ochlazeni agarosy bylo ptidano 35 ul 10% (w/v)
ethidium bromidu. Roztok byl pielit do wvnitini ¢asti horizontalni elektroforetické
komiurky na pfipravu agarosového gelu. Pro vytvofeni jamek byl do komirky ptidan
hiebinek.

Béhem tuhnuti agarosového gelu byly piipraveny jednotlivé vzorky, ke kterym byl
pridan vzorkovaci pufr v poméru 1:5.

Po ztuhnuti gelu byl hiebinek opatrné¢ vyjmut a agarosovy gel byl na podlozce
prenesen do vnéjsi Casti elektroforetické komurky. Do této komiirky byl nésledné po
rysku nalit TAE elektrodovy puft.

Do prvni jamKy byl napipetovan standard DNA GeneRuler 1 kb marker (5 pl). Do
dalsich jamek byly napipetovany jednotlivé vzorky. Elektroforetickd komurka byla
bezpecnostnim krytem uzaviena a pripojena ke zdroji napéti 100 V po dobu 30 minut
(v ptipadé nasledné izolace DNA z gelu bylo kvuli sniZeni rizika poskozeni DNA nutné
provést elektroforézu v co nejkrat§im cCase za snizeného napéti 60 V). Pribch
elektroforézy je mozné sledovat dle pohybu past barev ve vzorkovacim pufru (spodni pas
odpovidd DNA o velikosti 300 bp a horni o velikosti 3000 bp).

Po uplynuti poZzadované doby byl zdroj vypnut, elektrody odpojeny a gel na podloZce

vyjmut z elektroforetické komurky na podlozku pro zdznam pomoci UV scanneru.

Izolace DNA z agarosového gelu (Macherey — Nagel):

Agarosovy gel na podloZzce byl pfenesen na UV transiluminator pro zviditelnéni
jednotlivych bandi. Band o pozadované velikosti byl pomoci skalpelu vyfiznut z gelu,
prenesen do 2ml mikrozkumavky a zvazen. Na zaklad¢ hmotnosti byl ke gelu ptidan NTI
pufr v poméru 100 mg gelu/ 200 pl NTI a smés byla zahtivana pii teploté 50 °C do
rozpusténi gelu.

Po rozpusténi gelu byl roztok prenesen na mikrokolonu a centrifugovéan (11 000 - g,
30s). Roztok, jenz protekl, byl vylit a mikrokolona byla promyta dvakrat 700 pl
promyvaciho pufru (centrifugace 11 000 -g, 30 s). Pro uplné odstranéni ethanolu
obsazeného v promyvacim pufru byla mikrokolona naprazdno centrifugovana pii (11 000
- g, 1 min). Mikrokolona byla pfenesena do 1,5ml mikrozkumavky a bylo pfidano celkem

30 pl eluéniho pufru vytemperovaného na 70 °C. Po uplynuti Sminutové inkubacni doby
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byla kolona centrifugovana pii (11 000 - g, 1 min). Eluce byla provedena ve dvou
krocich. Pro urceni koncentrace izolované DNA bylo pouzito spektrofotometrické

stanoveni DNA pomoci spektrofotometru Nanodrop.

Stépeni cilové DNA a plasmidu pET28b pomoci restrikénich endonukleas:

Ke vzorkim DNA a plasmidu pET28b o objemu 40 pl bylo ptidano po 5 ul CutSmart
pufru, 2,5 pl Sall a 2,5 pl Ndel. Reakéni smés byla inkubovéna pti 37 °C ptes noc. Pro
precisténi nastipané DNA byla pouzita agarosova elektroforéza s naslednou izolaci DNA

z gelu pomoci mikrokolon (Macherey — Nagel).

Ligace PpALDH5A a PpALDH5B do pET28b:

Na zéklad€é vzorce pro vypocet pozadovaného templatové DNA do reakéni smési
a tabulky 2 byly piipraveny reakéni smési ligace PPALDH5A a PpALDH5B do pET28b.
Reakce probihala po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté.

Vzorec pro vypocet pozadované hmotnosti templatové DNA (uvedeno na piikladu
ligace PPALDHb5A:

fedéni. velikost insertu [bp]. mnoZstvi plasmidu[ng]

m [ng] = velikost plasmidu [bp]
3.1473.100

Tab. 2 Jednotlivé slozky reakéni pro ligaci cilové sekvence do plasmidu

Reagencie Objem [ul]
PpALDH5A/PpALDH5B 3/55
pET28b 3
reakéni pufr 1
T4 ligasa 0,5
voda do 10 pl
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Transformace DNA konstruktu do bunék Neb 108 (E. coli):

Mikrozkumavka s 25 pl suspenze kompetentnich bunék byla inkubovana po 10 minut na
ledu. Po uplynuti této doby bylo ptidano 5 pl roztoku DNA konstruktu. Suspenze byla
promichana kyvavym pohybem mikrozkumavky a inkubovana po dobu 20 minut na ledu.
Nasledn¢ byla inkubovéana 30 s pii 42 °C a poté 5 minut opét ponechdna na ledu. Do
mikrozkumavky bylo ptidano 125 pl SOC — ristového média. Poté probéhla inkubace pii
37 °C po dobu 1 hodiny pro nartst bun¢k. Suspenze byla pienesena na Petriho misku
sLB — ristovym agarem s piidavkem selektivniho antibiotika. Pro nartst

transformovanych bakterii byla Petriho miska inkubovana pti 37 °C pies noc.

Selekce bunéénvch kolonii s transformovanym DNA konstruktem pomoci PCR:

Pro selekci kolonii byl pouzit PCR screening. Vybrané kolonie byly inokulovany na
druhou Petriho misku s LB — ristovym agarem. Pulka z kazdé kolonie byla pienesena do
1,5ml mikrozkumavek s 20 ul vody. Suspenze byla inkubovana pii 100 °C po dobu
5 minut a nasledné centrifugovana (12 000 - g, 10 min).

Do 100ul mikrozkumavek byla napipetovéna reakéni smés pro PCR (tabulka 3) a T7
primery.

Program PCR reakce byl nastaven nasledujicim zptisobem:

- 1niciacni denaturace — 98 °C 30 s;
35 cykli:

o denaturace 98 °C 10 s,

o hybridizace T7 primert 50 °C 10 s
o syntéza 72 °C 1 min

zaveéreéna extenze — 72 °C 5 min

- chlazeni vysledného produktu — 4 °C
Vysledné PCR produkty byly podrobeny agarosové elektroforéze.

Tab. 3 Jednotlivé slozky reakénich smési pro PCR screening

DreamTaq Green Objem [wl] Platinum SupreFi Objem [u]
DreamTaq reakcni smés 10 Platinum reak¢ni smes 6,25
10uM T7 posmérny primer 1 10puM T7 posmérny primer 0,75
10uM T7 reverzni primer 1 10uM T7 reverzni primer 0,75
templat DNA 10 templat DNA 4,75
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Pfiprava kultur a izolace plasmidové DNA (Promega):

U pozitivné testovanych kolonii PCR screeningem bylo potfeba provést namnozeni
pozadovaného konstruktu. Pozitivné testované kolonie byly z LB — ristového agaru na
oznacené Petriho misce inokulovany do 10 ml LB — média s pfislusSnym selekénim
antibiotikem. Kultury byly inkubovany pii 37 °C pies noc.

Po narustu kolonii byly zkumavky se suspenzemi centrifugovany (6 000 - g, 5 min,
20 °C). Supernatant byl odstranén a k peletu bylo pfidano 250 pl resuspendacniho
roztoku. Suspenze byla dikladné promichdna a pomoci pipety pienesena do 2ml
mikrozkumavek. K suspenzi bylo napipetovano 250 pl lyza¢niho roztoku a 10 ul
alkalické proteasy. Tato smés byla otoc¢enim zkumavky promichana, inkubovéana po dobu
5 minut. Reakce slouzici k Iyze bun€k byly ukonceny ptfidanim 350 pl neutralizacniho
roztoku. Pro oddé€leni kapalné fidze od pevné byly mikrozkumavky centrifugovany
(16 000 - g, 30 min).

Supernatant byl dekantovan na mikrokolony a centrifugovan (16 000 - g, 1 min).
Mikrokolony byly dvakrat promyty 750 ul a 250 pl promyvaciho roztoku
a zcentrifugovany (16 000 - g, 1 min). Pro Gplné odstranéni ethanolu obsazeného
Vv promyvacim roztoku bylo nutné mikrokolony centrifugovat naprazdno (16 000 g,
2 min). Eluce byla provedena 100 ul vody (centrifugace 16 000 - g, 1 min).

Ziskané roztoky plasmidi byly ptisluSnym zplisobem nafedény a pro kontrolu

sekvence cilové DNA poslany na sekvenaci (Sangerovo sekvenovani).
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3.2.2 Optimalizace exprese rekombinantnich proteinii v expresnich

bunikach E. coli

Porovnani exprese rekombinantnich proteint v riznvch expresnich kmenech E. coli

Plasmidy nesouci pfislusné geny byly transformovany do expresnich bunc¢k T7
a Rosetta 2 E. coli (postup viz 3.2.1 Transformace DNA konstruktu do bunék E. coli).
Kultura byla inokulovana na LB-agar s antibiotikem a inkubovana pii 37 °C pies noc
(obr. 9). Rostouci kolonie nesouci plasmidy byly pfeockovany do 20 ml LB-média
S ptisluSnym antibiotikem (inkubace 37 °C pies noc).

Na druhy den byly prekultury centrifugovany (5 min, 5000 - g, 21 °C) a nafedény do
2 ml LB-média. Pro skladovani transformovanych expresnich bunék bylo odebrano
500 pl suspenze do sterilni mikrozkumavky a po ptidani glycerolu (koncentrace 5 %

(VIV)) byly mikrozkumavky zmrazeny (-80 °C).
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Obr. 9 Schéma postupu selekce transformovanych klonti a pfipravy zasobni kultury. Na LB-agaru
se selek¢nim antibiotikem narostly jen kolonie bunék s transformovanym konstruktem
nesoucim gen pro rezistenci vii¢i danému antibiotiku. Pozitivni kolonie byly inokulovany
do tekutého LB-média s antibiotikem a inkubovany pfi 37 °C pies noc. Na druhy den byla
suspenze centrifugovana (5 000 - g, 5 min), nafedéna ve 2 ml LB-média a bud’ pouzita
pro narust kultur, nebo uskladnéna pii -80 °C. Obrazek byl vytvofen pomoci softwaru
Biorender.
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Zbylé suspenze byly nafedény do 10 ml LB-média s piislusnym antibiotikem
a inkubovany pfi 30 °C do nartistu ODeoo na hodnotu 0,8 — 1,0. Do zkumavek byl pro
indukci exprese rekombinantnich proteini pfidan IPTG na koncentraci 250 pmol-1™.
Kultury s IPTG byly inkubovany pti 20 °C po dobu 16 h. Po uplynuti doby inkubace bylo
Z jednotlivych kultur odebrano po 1 ml kultury nafedéné na ODeoo = 0,8. Zkumavky
s kulturami byly centrifugovany (5 min, 5000 - g, 21 °C), supernatant byl odstranén
apelety byly rozfedény ve 40 pl 8mol-1? mocoviny. Takto pfipravené vzorky byly
podrobeny SDS-PAGE.

Optimalizace koncentrace IPTG

Po narastu prekultury a centrifugaci (5 min, 5000 - g, 21 °C) byla suspenze nafedéna
70 ml LB-média s pfislusnym antibiotikem a rozdélena po 10 ml do Sesti 50ml zkumavek.
Kultury ve zkumavkach byly inkubovany pii 30 °C do nartistu ODeoo na hodnotu 0,8 —
1,0. Do takto ptipravenych kultur byl pro indukci exprese rekombinantnich proteinti
piidan IPTG na finalni koncentrace 50, 75, 100, 150, 250 a 500 pumol-1*. Kultury s IPTG
byly inkubovany pii 20 °C po dobu 16 h. Po uplynuti doby inkubace bylo z jednotlivych
kultur odebrano po 1 ml kultury nafedéné na ODeoo = 0,8. Zkumavky s kulturami byly
centrifugovany (5 min, 5000 - g, 21 °C), supernatant byl odstranén a pelety byly
roziedény ve 40 ul 8mol-1"! mocoviny. Takto pfipravené vzorky byly podrobeny SDS-
PAGE.
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3.2.3 Exprese rekombinantnich proteini v expresnich buiikach E. coli

Do 50ml zkumavky s 20 ml LB-média s piislusnym antibiotikem bylo piidano 25 pl
zasobni buné¢né suspenze transformovanych expresnich bunék (Rosetta 2 E. coli). Takto
inokulované médium bylo inkubovano pti 37 °C pies noc.

Na druhy den byla kultura po centrifugaci (5 min, 5000 - g, 21 °C) pienesena do 200 ml
LB-média s piislusnym antibiotikem. Inokulované médium bylo inkubovano pti 30 °C
do narastu ODsgo na hodnotu 0,8 — 1,0. Do takto pfipravenych kultur byl pro indukci
exprese rekombinantnich proteini pfidan IPTG na findlni koncentraci 250 pumol-17.
Kultura s IPTG byla inkubovana pii 20 °C po dobu 16 h.

Po uplynuti doby inkubace byla kultura pfenesena do 250ml kyvet a suspenze
centrifugovéna (20 min, 7000 - g, 8 °C). Supernatant byl odstranén a sediment rozpusStén
ve 30 ml 0,9% (w/v) roztoku NaCl. Suspenze byla pfenesena do 50ml zkumavek
a centrifugovana (10 min, 6000 - g, 8 °C). Supernatant byl opét odstranén a sediment

bun¢k byl uchovéan pii -20 °C. Schéma celého postupu je zobrazeno na obrazku 10.

&20"0
F16h

250 pmol.I" IPTG

Obr. 10 Schéma piipravy expresni kultury pro tvorbu studovanych proteind. Ze zasobni kultury
uchované pfi -80 °C bylo do LB-média se selek¢nim antibiotikem pfidano 25 pl bunééné
suspenze. Takto inokulované médium bylo inkubovano pii 37 °C ptes noc. Na druhy den
byla suspenze centrifugovana (5 000 - g, 5 min), nafedéna do objemu 200 ml LB-média
s antibiotikem a inkubovana pti 30 °C. Po narastu poctu kolonii byla pro indukci exprese
proteini do suspenze piidana IPTG o findlni koncentraci 250 pmol-17.
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3.2.4 Extrakce a purifikace proteini PpALDH5A, PpALDH5B
a AHVALDH5

Sedimenty se po vytazeni z mrazni¢ky (-20 °C) nechaly rozpustit na ledu. Po rozmrazeni
byly do zkumavek ptidany roztoky pufru a chloridu hote¢natého spolu s reagencii B-PER
a inhibitorem proteas (tabulka 4). Suspenze byla dikladné¢ vortexovéana a po rozpusténi
sedimentu inkubovéna pti pokojové teploté po dobu 10 minut.

Po uplynuti inkubac¢ni doby bylo potfeba homogenizovat bunécéné suspenze.
Homogenizace byla provedena pomoci French press homogenizatoru (23 500 Psi).
Ziskany homogenat byl nasledné zbaven nukleovych kyselin pifidavkem 5 ul DNasy
a5 pl RNasy (inkubace 30 min 37 °C). Poté byl k lyzatu pfidan roztok NaCl na findlni
koncentraci 50 mmol-1? a smés byla doplnéna vodou na vysledny objem 5 ml. Lyzat byl
poté centrifugovan (30 min, 10 000 - g, 8 °C).

Pro purifikaci rekombinantnich proteinli pomoci afinitni chromatografie bylo vyuzito
systému rychlé proteinové kapalinové chromatografie (FPLC — BioRad) s histidinovou
pasti (HisTrap kolona s nikelnatymi kationty). V pribéhu inkubace s nukleasami
a nasledné centrifugace bylo nutné promyt kolonu milli-Q vodou a provést jeji ekvilibraci
pomoci ekvilibraéniho pufru (tabulka 5). Po provedeni ekvilibrace se v softwaru
ChromLab nastavily parametry metody (rychlost prutoku, objem davkovaci smycky,

objem sbiranych frakei, gradient elu¢niho pufru, celkovy objem).

Tab. 4 Jednotlivé slozky lyza¢niho pufru

Slozka Koncentrace Finalni koncentrace Objem
[mmol-17] [mmol-17] [ul]
Lyzaéni pufr HEPES pH 8,2 400 50 500
MgCl, 500 10 80
B-PER - - 500
Inhibitor proteas - - 50
NaCl 5000 50 40
Milli-Q H,O - - do 4 ml
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Tab. 5 Jednotlivé slozky pufrii pouzitych pii afinitni chromatografii

Pufr Slozka Koncentrace Finalni koncentrace Objem
[mmol-1?] [mmol-1?] [ml]
Ekvilibra¢ni pufr HEPES pH 8,2 400 20 50
NaCl 5000 50 4
Milli-Q H.O - - do 400 ml
Elué¢ni pufr HEPES pH 8,2 400 20 7,5
NaCl 5000 50 15
Imidazol 2000 500 37,5
Milli-Q H,O - - do 150 ml
Promyvaci pufr HEPES pH 8,2 400 50 12,5
Milli-Q H.O - - do 100 ml

Ziskany supernatant byl po spusténi pomoci injekéni stfikacky pienesen na kolonu
a podroben separaci. Na zakladé hodnoty absorbance pii vinové délce A =280 nm byly
sesbirany frakce, které byly nasledné zakoncentrovany pomoci ultracentrifugacnich kyvet
s propustnosti do 30 kDa (Amicon). Cistota jednotlivych frakci byla ovéfena pomoci
SDS-PAGE gelové elektroforéze v kombinaci s Western Blottingem. Frakce obsahujici

Cisty protein byly nésledné promyty promyvacim pufrem pro odstranéni imidazolu.

Polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

Pfiprava vzorkt: Vzorky bunécnych kultur suspendovanych v roztoku mocoviny byly
inkubovany pii 100 °C po dobu 5 minut. Po uplynuti inkubac¢ni doby byly vzorky kratce
centrifugovany. Z mikrozkumavek bylo odebrano 30 pl suspenze, k niZz bylo pfidano
10 pl Laemmliho vzorkovaciho pufru. Smés byla znovu podrobena pétiminutové
inkubaci pfi 100 °C akratce centrifugovana. V piipad¢ pfipravy vzorkll proteini
ziskanych béhem afinitni chromatografie byl k jednotlivym frakcim pfidan Laemmliho
vzorkovaci pufr v poméru 3:1 a roztok byl nasledné inkubovan pii 100 °C a kratce
centrifugovan.

Ptiprava polyakrylamidového gelu: Obé skla byla diikladné ocCiSténa a odmasténa
pomoci ethanolu. Po vysuseni byla vloZena do drzaku a upevnéna do nalévaciho stojanku.
Po kontrole spravného sestaveni aparatury byl pfipraven roztok separac¢niho gelu
(tabulka 6), ktery byl pomoci automatické pipety prenesen mezi skla pro tvorbu gelu. Pro
ziskani rovného gelu byl roztok pfevrstven malym mnozstvim n-butanolu
a polymerizovan (30 — 40 minut). Po ztuhnuti separa¢niho gelu byl n-butanol odsan

pomoci filtracnich papirt. Nasledné bylo potieba pfipravit roztok gelu zaostfovaciho
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(tabulka 6), ktery byl navrstven na separacni gel az po vrchni hranu skel. Do gelu byl
opatrné vlozen hiebinek pro tvorbu jednotlivych jamek a byl opét polymerizovan
(90 minut).

Provedeni elektroforézy: Skla s polymerizovanymi gely byla vyjmuta z drzaku
a vlozena do elektroforetické cely tak, aby kryci sklo sméfovalo smérem dovnitt cely. Pro
zjednoduseni byla na skla pomoci popisovace vyznacena dna jednotlivych jamek. Cela
byla nasledné vlozena do elektroforetické nadoby a naplnéna elektrodovym pufrem. Po
vyjmuti hiebinku byly do jednotlivych jamek napipetovany ptipravené vzorky a 5 ul
standardu molekulovych hmotnosti. Nadoba byla naplnéna elektrodovym pufrem,
uzaviena vikem a pripojena ke zdroji stejnosmérného napéti. Elektroforéza probihala
nejprve za napéti 100 V po dobu 20 minut, poté bylo napéti zvySeno na 150 V.
Elektroforéza byla ukoncena, jakmile se migrujici ¢elo gelu dostalo na spodni hranu skel.
Skla byla vyjmuta z nadoby i cely a pomoci §pachtle oddélena od sebe. Zaostfovaci gel
byl odfiznut a d€lici gel byl opatrné pienesen do barviciho roztoku (Coomasie Brilliant
Blue R-250). Obarveny gel byl na druhy den pfenesen do odbarvovaciho roztoku. Zaznam

odbarveného gelu byl proveden pomoci skeneru (Bio Rad).

Tab. 6 Jednotlivé slozky roztok separa¢niho a zaostiovaciho gelu (uvedeno na ptipravu 2 gelu).

Separacni gel (12%) Objem Zaosttovaci gel (4%) Objem
Milli-Q voda 3,2ml Milli-Q voda 2,95 ml
1,5mol-1* Tris-HCI, pH 8,8 2,5ml 0,5mol1* Tris-HCI, pH 6,8 1,25 ml
Akrylamid (30%) 4,0 ml Akrylamid (30%) 0,65 ml
10% SDS 100 pl 10% SDS 100
10% APS 50 ul 10% APS 60 pl
TEMED 15 ul TEMED 15 ul
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Western blot a detekce purifikovanych proteind pomoci primdrni protilatky proti

histidinové kotvé znacené kienovou peroxidasou

Purifikované proteiny byly nejprve podrobeny SDS-PAGE -elektroforéze (viz SDS-
PAGE). Po vystfizeni PVDF membrany o rozmérech shodnych srozméry
polyakrylamidového gelu bylo pro snizeni hydrofobicity nutné ponofit membranu do
100% (v/v) ethanolu (inkubace 4 minuty), do vody (2 minuty) a nasledné do Towbinova
blotovaciho pufru (tabulka 7). Do blotovaciho pufru byly dale ponofeny 4 kusy
Whatmanovych blotovacich papirti a gel (2 minuty). Po uplynuti inkubacni doby byly na
dno blotovaci kazety polozeny 2 zvlhéené blotovaci papiry, PVDF membrana, SDS-
PAGE gel a dalsi 2 vrstvy blotovacich papirt. Takto ptfipravena kazeta byla pomoci vika
s katodovou elektrodou uzaviena a uzamcena. Blotovaci kazeta byla vlozena do Trans-
Blot Turbo transferového systému s prednastavenym programem pro blotovani (proud
1,0 A, napéti 25 V, délka transferu 30 minut).
Membrana s transferovanymi proteiny byla oSetfena nasledujicim postupem:

- Inkubace s blokovacim pufrem (10 ml, 1, hodina)

- Inkubace s primarni protilatkou v blokovacim pufru (10 ml, 1 hodina)

- Promyti TBST pufrem (3 x 10 ml, 8§ minut)

- Detekce proteinti vyuzitim chemiluminiscenéni reakce kienové peroxidasy

s roztokem peroxidu vodiku a luminolu v poméru 1:1.

Tab. 7 Jednotlivé slozky pufr pouzitych pro Western blotting.

Pufr Slozka Koncentrace Pufr Slozka  Koncentrace
Towbinliv Tris 25 mmol 1! TBS Tris 50 mmol-I*
pufr pH 8,3 Glycin 20% (v/v) pH 7,6 NaCl 150 mmol-1?

Methanol 50% (v/v)
TBST Tween-20  0,05% (v/v)  Blokovaci  BSA 2,5% (m/v)
TBS - pufr TBST -
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Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie byla pouzita pro analyzu kvartérni struktury
zkoumanych proteinti. Byl vyuzit systém FPLC (Bio-Rad) s pfipojenou kolonou
Superdex 200 HR 10/300 GL (Amersham Biosciences, Svédsko) a 5ml davkovaci
smyckou. Pro stanoveni molekulovych hmotnosti proteinovych frakci byla sestrojena
kalibra¢ni zavislosti molekulové hmotnosti na reten¢nim objemu (standard Bio-Rad
Filtration Standard).

Po ptipojeni kolony do FPLC systému bylo potieba promyt kolonu destilovanou vodou
a ekvilibrovat pomoci pufru (odpovida ekvilibraénimu pufru tabulka 5). V softwaru
ChromLab byly nastaveny parametry metody (celkovy objem chromatografie, objem
kolony, prutokova rychlost, objem sbiranych frakci, tabulka 8) a po spusténi metody byl
do smycky pomoci injekéni stfikacky aplikovan vzorek proteinu ziskaného pii afinitni
chromatografii. Na zaklad¢ chromatografu byly odecteny retencni objemy jednotlivych

pikt, pomoci kterych byla zjisténa molekulovd hmotnost separovaného proteinu.

Tab. 8 Nastaveni jednotlivych fazi chromatografické metody

Faze chromatografie Pratokova rychlost [ml/min] Objem [ml]

Ekvilibrace 0,7 2
Aplikace vzorku 0,7 542
Eluce 0,7 22
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Stanoveni koncentrace proteinu Bradfordovou metodou

Pro stanoveni koncentrace purifikovaného proteinu bylo nutné stanovit kalibra¢ni
zavislost koncentrace proteinu na absorbanci pii vinové délce A = 595 nm.

Naredénim proteinového standardu dle piilozeného protokolu (BSA proteinovy
standard 2 mg/ml, Sigma Aldrich) byly ziskany roztoky o0 koncentraci proteinu
0-1,5mg/ml. Do 5 mikrozkumavek bylo pfidano 1,5 ml Bradfordova ¢inidla spolu
s 50 ul roztoku proteinu. Jako slepy vzorek bylo k 1,5 ml Bradfordova ¢inidla piidano
50 ul vody. Smési byly inkubovany pti pokojové teploté po dobu 10 minut. Po uplynuti
inkubac¢ni body byla spektrofotometricky stanovena absorbance jednotlivych vzorka
standardl pfi vinové délce 595 nm. Ziskané absorbance byly vyneseny do grafu proti
koncentraci proteinu.

50 pl purifikovanych proteini bylo pfiddno k 1,5 ml Bradfordova ¢inidla. Po
desetiminutové inkubaci pfi pokojové teplote byly naméteny absorbance pii vinové délce
595 nm.

Koncentrace purifikovanych proteinti jsou dualezitym parametrem potiebnym pro
nasledujici vypoéty kinetickych parametri a cirkularniho dichroismu. Z kalibra¢ni

zavislosti koncentrace proteind na absorbanci byla odvozena nasledujici rovnice:

_ Ases — 0,0484
P = 770,009
pa  ...hmotnostni koncentrace [mg-ml™]
Asgs  ...absorbance pii vlnové délce 595 nm

40



3.2.5 Stanoveni kinetickych parametri
Pro stanoveni pH optima, substratové specifity, Km, Viim @ Keat pro substrat a koenzym
vSech studovanych enzyml bylo vyuzito Warburgova optického testu pro
spektrofotometrické stanoveni redukovaného NAD(P)H (Ass0). Vlivem redukce
NAD(P)" na NAD(P)H dochazi k posunu absorpéniho maxima z vinové délky 260 nm na
340 nm (Warburg, 1923). Méfeni probihalo v kiemennych kyvetach po dobu 2 minut
s Ssekundovymi intervaly métent.

Veskeré reagencie byly pred méfenim temperovany na teplotu 30 °C. Reakéni smés
tvotil pufr (finalni koncentrace 50 mmol-1*?), do n&jz byl pfidan enzym s koenzymem
0 pozadované koncentraci a redukéni ¢inidlo dithiothreitol (DTT, ¢ = 1umol-1?%). Tento

roztok slouzil rovnéz jako blank. Reakce byla odstartovana ptidavkem substratu.

pH optimum
Na stanoveni pH optima byly pouzity Britton-Robinsonovy pufry v rozmezi pH 6,5 — 10.

Substratova specifita

Pro stanoveni substratové specifity byly vyuziti zastupci ze skupin alifatickych (propanal,
butanal, pentanal) aaromatickych (benzaldehyd, fenylpropionaldehyd) aldehydu,
semialdehyda (sukcinyl-4-semialdehyd — SSAL, glutamyl-5-semialdenyd — GSAL,
glutaryl-5-semialdehyd — GRSAL) a aminosemialdehydt (y-aminobutyraldehyd —
ABAL) (obr. 11).

Stanoveni Km, Viim a Keat

Pro stanoveni kinetickych parametrii pro substrat bylo potfeba ziskat graf zavislosti
rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu odpovidajici zavislosti dle
Michaelise a Mentenové (obr. 11). Pro tyto ucely byla zjisténa rychlost enzymatické
reakce pii 12-16 ruznych koncentracich substratu za konstantni koncentrace koenzymu
rovné koncentraci saturacni. Stanoveni kinetickych parametri pro koenzymy bylo
provedeno pii 12-16 riznych koncentracich koenzymil za konstantni koncentrace
substratu odpovidajici limitni rychlosti enzymatické reakce (Michaelis a Mentenova,

1913).
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Obr. 11 Graf zavislosti okamzité rychlosti na koncentraci substratu dle Michaelise
a Mentenové. vo — okamzita rychlost [Kat], V;;,, — limitni rychlost [kat], [S] — molarni koncentrace
substratu [mol.1"Y], Km — Michaelisova konstanta [mol.l].

Hyperbolicky graf zavislosti rychlosti chemické reakce na koncentraci substratu
neudava presné hodnoty limitni rychlosti, proto je nutné provést dvojnasobné reciproké
vyneseni dle Lineweavera a Burka (obr. 12), na zaklad¢ kterého lze ur¢it limitni rychlost
i Michaelisovu konstantu piesné&ji. Zaporna pievracena hodnota Michaelisovy konstanty
odpovida priseciku grafu zavislosti s osou X. Hodnotu pfevracené limitni rychlosti lze

ziskat stanovenim pruseciku s osou y (Lineweaver a Burk, 1934).

1o
1 K 1
— = M +
Vo Vllm- [S ] Vllm
1/Viim
'1/KM /

1/[S]

Obr. 12 Graf zavislosti ptrevracenych hodnot okamzité rychlosti na koncentraci
substratu de Lineveawera a Burka. vy — okamzita rychlost [kat], V};,,, — limitni rychlost [kat],
[S] — molarni koncentrace substratu [mol.I"!], Km — Michaelisova konstanta [mol.1 2].
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Molarni aktivita (Cislo pfemény, Keat) 1ze vyjadtit jako podil limitni rychlosti enzymu
a molarni koncentrace enzymu:
Vi
kear = ﬁ
Keat ... ¢islo pfemény [s]
[E] ... molarni koncentrace enzymu [nmol-1?}]

Viim ... limitni rychlost [nmol-11.s]

Preference alternativnich koenzymu

Kromé substratové specifity byla u enzymi studovéna preference vuc¢i raznych
koenzymim, konkrétné NAD(P)*, thio-nikotinamiadenindinukleotidu (thio-NAD?,
Amax = 395 nm), 3-acetylpyridinadenindinukleotidu (Amax = 365 nm),
3-pyridinaldehydadenindinukleotidu (Amax = 358 nm) a nikotinamid-
hypoxanthinadenindinukleotidu (Amax = 338 nm). Oproti pfedchozim metodam byla
aktivita enzymi métena pii vinové délce odpovidajici vinové délce absorpéniho maxima

jednotlivych koenzymtl.
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3.2.6 Stanoveni vlivu pH a iontové sily na stabilitu a sekundarni

strukturu proteini

Cirkularni dichroismus

Pro stanoveni vlivu pH a iontové sily na proteiny PPALDH5B a AHVALDH5 bylo
pouzito CD spektroskopie. Méfeni probihalo v intervalu vinovych délek 250-197 nm.
Vysledné kiivky byly ziskany akumulaci kiivek z péti métfeni.

Pied samotnym méfenim bylo nutné optimalizovat koncentraci proteinu ve vzorku.
Oba enzymy byly pouzity ve finalni koncentraci 150 pg.ml™. Pro uréeni vlivu pH byly
pouzity Britton-Robinsonovy pufry v rozmezi pH 7,57 — 9,53 o finalni koncentraci
20 umol-1"%. V piipadé stanoveni vlivu iontové sily byl pouzit 20mmol-1* Tris-HCI pufr,
pH 8,5 a fluorid sodny o finalnich koncentracich v rozmezi 0 — 600 mmol-1™.

Do kiemennych kyvet bylo napipetovano 400 pl vzorku. Po upevnéni kyvety do
drzaku spektroskopu byla metoda zahajena.

Ziskané kiivky byly pomoci softwaru SpectraManager vyhlazeny. Ziskana data byla
zpracovana pomoci softwaru (doplnit), kde na zaklad¢ vybrané databaze spekter proteinti

byl vyhodnocen pomér mezi a-helikalni a B-listovou strukturou.

Nano-Diferenc¢ni skenovaci fluorimetrie (nanoDSF)

Vliv vazby ligandd, pH, typu pufru a iontové sily na stabilitu proteini PpALDH5A,
PpALDH5B a AHVALDHS byl stanovovan pomoci nanoDSF. Tato metoda je zaloZena
na méfeni nartistu fluorescence tryptofanovych a tyrosinovych residui proteinu vlivem

teplotni denaturace proteinu (obr. 14).
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Obr. 13 Princip méfeni stability proteinu pomoci nanoDSF. Vlivem rostouci teploty dochazi ke
ztraté konformace proteinu. Pfi ztraté konformace dochazi k expozici redisui Tyr a Trp
na povrchu proteinu. Jelikoz se tato residua chovaji jako fluorofory, dochazi ke zvyseni
intenzity fluorescence proteinu. V piipad¢ interakce specifickych ligandd s proteinem
muze dochazet ke zméne¢ teplotni stability proteinu, coZ se projevi jako zména vysledné
teploty tani. Teplota tani je urcena jako teplota odpovidajici inflexnimu bodu namétené
zavislosti fluorescence na teploté. Tm — teplota tani [°C], Faso nm/F330 nm— pomér intenzity
fluorescence pii vinové délce 350 a 330 nm. Vytvoteno v softwaru Biorender podle webu
https://2bind.com/nanodsf/ (14. bfezna 2021).

Vsechny vzorky byly pouzivéany pti koncentraci 0,1 mg:ml™. Pro uréeni vlivu pH byly

pouzity Britton-Robinsonovy pufry o pH 7,00, 8,08 a 9,02 (koncentrace 20 pumol-1). Po

zjisténi optimalniho pH byla srovnana stabilita v pufrech Tris-HCI, Britton-Robinson

a HEPES. V piipadé stanoveni vlivu iontové sily byl pouzit 20mmol-1* HEPES pufr, pH

8,0 a chlorid sodny o finalni koncentraci 300 mmol-12.

Po smichani zkoumaného ¢initele s roztokem proteinu byl vzorek nasan do kapilar,

které byly umistény do drzaku fluorimetru. Méfeni bylo spusténo stisknutim ikony start.

Ptistroj automaticky vyhodnotil ziskané hodnoty ve formé¢ grafu zavislosti intenzity

fluorescence na teploté, poméru fluorescence Faso/Fzs0a prvni derivace ziskané kiivky.

45



4 VYSLEDKY

4.1 Priprava konstrukti s polyhistidinovou kotvou pro expresi
rekombinantnich proteini PpALDH5A a PpALDH5B

4.1.1 PCR amplifikace geni PpALDH5A a PpALDH5B (Q5 HF DNA

polymerasa — NEB)
DNA genu PpALDHSB (obr. 14) byla Gspésné amplifikovana v dostateéném mnozstvi
pro izolaci. V ptipadé DNA genu PpALDHS5A (obr. 15) bylo potfeba pouzit vétsi

mnozstvi templatové cDNA ¢epenky odstalé.

1 500 bp

Obr. 14 Elektroforeogram PCR amplifikace PpALDH5A a PpALDH5B (Q5 HF DNA polymerasa
— NEB). Byly pouzity specifické primery pro PPALDHS5A (Tm = 63,6 °C) a PpALDH5B
(Tm = 63,4 °C) s extenzemi pro §tépeni pomoci restrikénich endonukleas Sal I a Nde I.
M — standard GeneRuler 1kb DNA Ladder.

M PpALDHSA

1500 bp ———

Obr. 15 Elektroforeogram PCR amplifikace PpALDH5A (Q5 HF DNA polymerasa - NEB).
Pouzity specifické primery pro PPALDH5A (Tm = 63,6 °C) s extenzemi pro Stépeni
pomoci restrikénich endonukleas Sal T a Nde I. M — standard GeneRuler 1kb DNA
Ladder.
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4.1.2 Selekce bunécnych kolonii Neb 10f obsahujicich pET28b pomoci

PCR:
Pomoci PCR screeningu kolonii PpALDHS5B/pET28b (obr. 16) Neb 10B byly jako

pozitivni kolonie testovany oznacené Cislicemi III, V, VI a VIII. U kolonie VIII vSak
kromé bandu o velikosti mezi 1500-2000 bp byl patrny band o niZsi velikosti. Proto byly
pro dalsi experimenty pouzity vzorky III, V a VI.

U kolonii PpALDHS5A/pET 28b Neb 108 (obr. 17) byly jako pozitivni kolonie
oznacené Cislicemi 1, 7, 11, 13, 14, 15, z nichz pro dalsi experimenty byly pouzity kolonie
1,11,13a 14.

M I I It Iv VvV VI VIIVII

[S—

1500bp wou w wWw w
- - — -

Obr. 16 PCR screening kolonii Neb 10p (DreamTaq Green polymerasa — NEB). Pro PCR reakci
byly pouzity T7 primery (Tm = 50 °C). Pfedpokladana velikost amplikonu PpALDH5B
je mezi bandy 1500 bp a 2000 bp. Jako pozitivni byly oznaceny kolonie IIl, V, VI a VIII.
M — standard GeneRuler 1kb DNA Ladder.

1500 bp « . - -—

—t

M 9 10 11-12 13-14 15 16

1500bp . . [ ——

Obr. 17 PCR screening kolonii Neb 10p (Platinum SuperFi polymerasa — NEB). Pro PCR reakci
byly pouzity T7 primery (Tm = 50 °C). Predpokladana velikost amplikonu PpALDH5A
je mezi bandy 1500 bp a 2000 bp. Jako pozitivni byly oznaceny kolonie 1, 7, 11, 13, 14
a 15. M — standard GeneRuler 1kb DNA Ladder, S — negativni kontrola (pET28b).
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4.1.3 Kontrolni Stépeni izolovanych plasmidid pomoci restrikénich
endonukleas:

Pro sekundarni kontrolu spravnosti vlozeni sekvenci do vektoru pET28b byly opét

pouzity restrikéni endonukleasy Sal I a Nde L.

V piipadé¢ PpALDH5B/pET28b (obr. 18) u vsech tii vzorkt byly pfitomny 2 bandy —
jeden o velikosti odpovidajici velikosti fragmentu PPALDH5B (1 500 — 2 000 bp) a druhy
o velikosti odpovidajici velikosti plasmidu pET28b (odpovida bandu 5 000 bp). Na
kontrolni sekvenaci byly poslany vzorky mp IIl a mp V.

U plasmidu PpALDH5A/pET28b (obr. 19) byly pozitivni mp 1, mp 13 a mp 14,

Z nichz na kontrolni sekvenaci byly poslany vzorky mp 13 a mp 14.

FcntdEE . &

Obr. 18 Elektroforeogram kontrolniho restrikéniho §tépeni plasmidu PPALDH5B/pET28b.
Stépeni konstruktu bylo provedeno pomoci restrikénich endonukleas Sal 1 a Nde I.
M — standard GeneRuler 1kb DNA Ladder.

Obr. 19 Elektroforeogram kontrolniho restrikéniho Stépeni plasmidu PPALDH5A/pET28b.
Stépeni konstruktu bylo provedeno pomoci restrikénich endonukleas Sal I a Nde I. M —
standard GeneRuler 1kb DNA Ladder.
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4.2 Optimalizace koncentrace IPTG pro expresi rekombinantnich

proteini vV expresnich burikach E. coli

Na zakladé¢ elektroforeogramu (obr. 20) je patrny vliv koncentrace IPTG na vzristajici

expresi rekombinantnich proteinti. Pro dosazeni optimélnich podminek exprese byla

vybrana koncentrace 250 pmol-I. VSechny 3 rekombinantni proteiny maji molekulovou

hmotnost podjednotky odpovidajici molekulové hmotnosti 53-55 kDa (obr. 20-24).

A) waST 0

B)

0

Obr.

cIPTG [umol.1]

50 75 100 150 250 500

60
50 w—

”.—

20 Elektroforeogramy bunéénych lyzatd bunéénych kultur E. coli Rosetta s plasmidy

PpALDH5A/pET28b (A), PPALDH5B/pET28b (B), AHVALDH5/pCDFDuet (C). ST-
standard (Unstained protein standard, broad range, 10 — 200 kDa, NEB), koncentrace
IPTG 0, 50, 75, 100 150, 250 a 500 pmol-1™2.
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4.3 Purifikace proteini PpALDH5A, PpPALDH5B a AHVALDH5

V ramci purifikace jednotlivych proteini pomoci afinitni chromatografie byly pro ovéieni
Cistoty sesbiravany jednotlivé frakce, které byly posléze podrobeny elektroforéze
(obr. 21). Ziskané eluované frakce nebyly dostatecné Cisté, a proto bylo k purifikaci
proteint 6-His-PpALDH5A (dale PpALDH5A) a 6-His-PpALDHS5B (dale PpALDH5B)
vyuzito systému rychlé proteinové kapalinové chromatografie (FPLC) s histidinovou
pasti (obr. 22). Pro 6-His-AHVALDH5 (dale jen AHVALDHS5) byla pouzita kombinace
afinitni chromatografie s naslednou gelovou permeacni chromatografii (obr. 23)
Molekulové hmotnosti purifikovanych enzymi jsou:

- Mw (PPALDH5A) = 53,5 kDa

- Mw (PPALDHS5B) = 52,4 kDa

- Mw (AHVALDHS5) = 54,1 kDa.

Purifikované proteiny byly ovéfeny pomoci western blottingu S detekci primarni

protilatkou proti histidinové kotvé (obr. 24).

kDa STD | 2 kDa ST 3
60 s : : 77 —-— —_—
—
oG W 55
40 = 43 —
! —

Obr. 21 Elektroforeogramy proteini purifikovanych pomoci afinitni chromatografie
s imobilizovanymi Ni?* ionty. ST— proteinovy standard (Unstained protein standard,
broad range, 10-200 kDa, NEB), STD — proteinovy standard (Color prestained protein
standard, broad range, 10 — 250 kDa, NEB). 1 — PpALDH5B, 2 — AHVALDHS, 3 -
PpALDH5A.
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Obr. 22 Elektroforeogramy frakci proteinti sesbiranych po FPLC s histidinovou pasti.
A) PPALDH5A, 1 — bunéény lyzat, 2 — frakce Al, 3 — frakce 6-8, 4 — frakce 15a 16, 5 —
frakce 17-19, 6 — frakce 38-41. B) PPALDH5B, 7 — bunéény lyzat, 8 — frakce Al, 9 —
frakce 6 a 7, 10 — frakce 15-17, 11 — frakce 35-37, 12 — frakce 33,34, 38 a 39. ST—
proteinovy standard (Unstained protein standard, broad range, 10—200 kDa, NEB).

kDa ST 1 2 3

60 “—

50 ---

Obr. 23 Elektroforeogram frakci proteinti sesbiranych po gelové permeacni chromatografii
proteinu AHVALDHS. ST-proteinovy standard (Unstained protein standard, broad range,
10-200 kDa, NEB), 1 — vzorek purifikovany afinitni chromatografii, 2 — frakce 13-20,

3 — frakce 9-17.
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Obr. 24 PVDF membrana po Western blottingu proteini AHVALDH5, PpALDH5A
a PPALDHSB. STD - proteinovy standard (Color prestained protein standard, broad
range, 10-250 kDa, NEB). 1 - AHVALDHS5 frakce 9-17, 2 — PpALDH5A frakce 38-41,
3— PpALDH5B frakce 33, 34, 38, 39. Proteiny byly detekovany pomoci primarni
protilatky proti histidinové kotve s navazanou kienovou peroxidasou.
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4.4 Stanoveni stupné oligomerizace proteint
Pro stanoveni stupné oligomerizace analyzovanych enzymi byla vyuzita gelova
permeacni chromatografie. Z chromatogramu (Ptiloha 4) byly odecteny elu¢ni objemy
jednotlivych frakei, sjejichz pomoci byly na zaklad¢é kalibrac¢ni zavislosti zjistény
hodnoty M jednotlivych piku.

PpALDH5A Mw,1 = 218 kDa Mw,2 = 58,6 kDa

PpALDH5B Mw,1 = 209 kDa Mw,2 = 55,4 kDa

AHVALDH5 Mw,1 = 228 kDa

Porovnanim namétenych hodnot s hodnotami molekulovych hmotnosti analyzovanych

proteint (kapitola 4.3) je patrné, Ze vSechny tfi isoformy vytvareji kvartérni strukturu.
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4.5 Stanoveni pH optima
pH optimum bylo pro jednotlivé enzymy uréeno na zakladé spektrofotometrického
méfeni aktivity enzymii pro SSAL jako substrat (40 umol-1"?) p¥i pouziti koenzymu NAD*
(1 500 umol-1). Dle grafu (obr. 6) vykazuji isoformy PpALDH5A a PpALDHSB rtizné
pH optimum. PPALDHS5B vykazuje nejvyssi aktivitu pii hodnoté pH 8,0, coz je hodnota
blizka fyziologické hodnoté pH mitochondrialni matrix, kde je tento enzym rovnéz
lokalizovan. PpPALDHSA ma pH optimum az pii pH 9,0. AALDHS je nejvice aktivni
v rozmezi pH 7,5-9,0.

Na zaklad¢ téchto vysledka byl pro nasledujici méfeni pouzit HEPES pufr, pH 8,0
(findlni koncentrace 50 umol-1"t) pro PPALDHS5B a AHVALDH5. Pro PpPALDH5A byl
pouzit HEPES pufr, pH 9,0 (finalni koncentrace 50 umol-17?).
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Obr. 25 Grafy zavislosti residualni aktivity na pH. U vSech tfi enzymi bylo pH optimum
stanovovano s pouzitim Britton-Robinsonovych pufri o rozmezi pH 6,5 — 10. pH
optimum bylo stanovovéno spektrofotometricky s pouzitim SSAL jako substratu
(40 umol-I't) a NAD™ jako koenzymu (1500 pmol-1?).
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4.6 Substratova specifita

Substratova specifita byla studovana pro substraty ze skupiny alifatickych aldehyda
a semialdehydt s podobnou délkou fetézce, jakou ma hlavni substrat SSAL, a dale pro
zastupce aromatickych aldehydu (obr. 27). Na zaklad¢ porovnani aktivit je patrné, ze
vSechny studované enzymy vykazovaly uzkou substrdtovou specifitu = vici
sukcinyl-semialdehydu (SSAL).

V piipadé PpALDH5A z diivodu nedostatku substratii nebylo mozné urcit aktivitu
glutaryl-5-semialdenydem (GRSAL) a glutamyl-5-semialdehydem (GSAL). Kromé
SSAL isoforma vykazovala nizkou residudlni aktivitu i s alifatickymi aldehydy (butanal,
pentanal a propanal). Piekvapivé proti ostatnim studovanym isoformam vykazoval enzym
rovnéz aktivitu s aromatickymi aldehydy (benzaldehyd, fenylpropionaldehyd)
a aminoaldehydem 4-aminobutyraldehydem (ABAL).

Izoformy PPALDH5B a AHVALDHS v porovnani s ostatnimi substraty kromé SSAL
vykazovaly relativné vysokou aktivitu pfi pouziti substratu GRSAL. Rovnéz byly oba
enzymy schopné katalyzovat oxidaci pentanalu. Je¢menna isoforma navic vykazovala

aktivitu pii pouziti propanalu.
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Obr. 26 Graf substratové specifity enzyma PpALDH5A, PpPALDH5B a AHVALDHS5. Nejvyssi
aktivitu vykazovaly vSechny tfi isoformy pfi pouziti SSAL jako substratu. Aktivita byla
méfena spektrofotometricky s pouzitim NAD* jako koenzymu (1500 pmol-1?).
koncentrace substrati byly pro jednotlivé enzymy uréeny na zakladé stanoveni
kinetickych parametrd. SSAL - sukcinyl-semialdehyd, GRSAL - glutaryl-5-
semialdehyd, GSAL — glutamyl-5-semialdehyd, ABAL — 4-aminobutanal.
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4.7 Aktivita enzymi S alternativnimi koenzymy
Studované sukcinyl-semialdehyddehydrogenasy byly kromé charakterizace substratové
specifity rovné€Zz podrobeny provéfeni aktivity s alternativnimi koenzymy (obr. 27).
Vsechny tfi izoformy vykazovaly nejvys$si aktivitu pfi pouziti koenzymu NAD®.
Druhym nejlep$im koenzymem pro PpALDHS5B a AHVALDH5 byl NADP* (ve
srovnani s NAD" byla aktivita v obou pfipadech zhruba tfetinova). Oproti tomu vSak
aktivita PDALDH5A s NADP™ byla vyrazné niz$i nez v piipadé pouziti nikotinamid-
hypoxanthindinukleotidu. Tento koenzym s ostatnimi enzymy vykazoval pfiblizné
desetinovou aktivitu nez pfi pouziti NAD".
Zbylé koenzymy v ptipad€ vSech 3 enzymi vykazovaly jen velmi nizkou residudlni

aktivitu.
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Obr. 27 28 Graf aktivity enzymi PpALDHS5A, PPALDH5B a AHVALDHS pii pouziti riznych
koenzymu. Nejvyssi aktivitu vykazovaly vSechny tfi isoformy pii pouziti NAD* jako
koenzymu. Aktivita byla méfena spektrofotometricky s pouzitim SSAL jako substratu
(40 umol-1%). Thio-NAD *- thionikotinamidadenindinukleotid.
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4.8 Stanoveni Viim, Km a Keat
Specifické aktivity jeémenné sukcinyl-semialdehyddehydrogenasy byly vyneseny do
grafu zavislosti rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu. Ze saturacnich
kiivek (obrazky 28, 29 a 30) je patrné, Ze enzymy ALDHS5 podIéhaji inhibici nadbytkem
substratu. Pro saturaéni kiivky koenzymi lze pozorovat charakteristickou zavislost dle
Michaelise a Mentenové.

Kinetické parametry AALDHS pro substrat byly vyfeSeny pomoci softwaru GraphPad
Prism dle upraveného vzorce pro inhibici nadbytkem substratu:

Viim- [S]

KM+[S]-<1+%)

v0=

Vo ... pocatecni rychlost reakce [nkat]

Viim ... teoreticka neinhibovana limitni rychlost reakce [nkat]
Km ... Michaelisova konstanta [pumol-1"]

[S] ... koncentrace substratu [umol-1?]

Ki ... inhibi¢ni konstanta [umol-1"]

Tab. 9 Ziskané hodnoty kinetickych parametri pro enzymy pro substrat a koenzymy.

Enzym Proménna/ Viim Km Kcat Keat / Km Ki
konstanta [nkatmg?] [umoll?]  [sY] [1/smol-1?]  [umol1?]
PpALDH5A  SSAL/NAD* 3,42 60,3 0,184 3,05:10° 881
SSAL/NADP* 0,08 74,7 0,026 3,50-102 -
NAD*/SSAL 2,45 111 0,132 1,19-10° -
NADP*/SSAL 0,08 130 0,004 3,34-10* -
PpALDH5B  SSAL/NAD* 24,8 20,3 1,340 6,62:10* 66,2
SSAL/NADP* 7,01 25,3 0,411 1,45-10% 77,5
NAD*/SSAL 11,6 56,9 0,625 1,10-10% -
NADP*/SSAL 6,11 1297 0,331 2,55-102 -
AHvVALDH5  SSAL/NAD* 223 28,6 12,15 4,26:10° 37,0
SSAL/NADP* 141 141 0,400 2,82:10° 10,9
NAD*/SSAL 67,1 36,9 3,625 9,83-10% -
NADP*/SSAL 24,6 725 1,313 1,81-10° -
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4.8.1 PpALDH5A

Ze saturaénich kiivek pro substrat SSAL (obr. 29) je patrny trend charakteristicky pro
inhibici nadbytkem substratu v piipadé pouziti koenzymu NAD*. Pro NADP* vsak tento
trend patrny neni a enzym vykazuje klasickou kinetiku dle Michaelise a Mentenové.
Hodnota katalytické u¢innosti (pomér Keat/Km, tabulka 9) pro NAD™ je asi 36x vyssi
nez hodnota této konstanty pro NADP™. Oproti tomu se ale hodnoty Michaelisovy
konstanty charakterizujici miru afinity enzymu vici substratu pro NAD™ a NADP*
vyrazné nelisi. Klicovym rozdilem mezi obéma koenzymy je hodnota limitni rychlosti,

vvvvv

Ize usoudit, ze PpALDH5A je NAD*-dependentni sukcinyl-semialdehyddehydrogenasa.
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Obr. 29 Saturaé¢ni kiivky PpALDHS5A. (A) Saturacni kiivky pro sukcinyl-semialdehyd (SSAL)
pii pouziti NAD(P)* (1 500 umol-I). (B) Saturaéni kiivky pro NAD(P)* pti pouziti SSAL
(150 umol-I'Y). Aktivita enzym byla mé&fena v 50mmol-I"* HEPES pufru, pH 9,0.
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4.8.2 PpALDH5B
Ze satura¢nich kiivek pro substrat SSAL (obr. 30) je patrny trend charakteristicky pro

inhibici nadbytkem substratu (Ki— tabulka 9).
Hodnota katalytické u¢innosti (pomér kea/Km, tabulka 9) pro NAD™ je asi 43x vyssi nez
hodnota této konstanty pro NADP*. Spolu s faktem, ze PpALDH5B vykazuje 23x nizsi

hodnotu Km pro NAD* nez pro NADP?, Ize vyvodit jasnou preferenci této isoformy viici

koenzymu NAD".
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Obr. 30 Satura¢ni kiivky PpALDHSB. (A) Saturaéni kiivky pro sukcinyl-semialdehyd (SSAL)
pii pouziti NAD(P)* (1 500 pmol-I?t). (B) Satura¢ni kiivky pro NAD(P)* pfi pouziti
SSAL (40 pmol-I'Y). Aktivita enzymii byla m&fena v 50mmol-I"t HEPES pufru, pH 8,0.
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4.8.3 AHVALDH5
Ze saturaénich kiivek pro substrat SSAL (obr. 31) je patrny trend charakteristicky pro

inhibici nadbytkem substratu (Ki— tabulka 9).
Hodnota katalytické u¢innosti (pomér Keat/Km, tabulka 9) pro NAD™ je asi 151x vyssi
neZ hodnota této konstanty pro NADP*. Spolu s faktem, ze AHVALDH5 vykazuje 19x

niz§i hodnotu Km pro NAD* nez pro NADP™, Ize vyvodit jasnou preferenci této isoformy

vici koenzymu NAD™.
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Obr. 31 Saturacni kiivky AHVALDHS. (A) Saturaéni kiivky pro sukcinyl-semialdehyd (SSAL)
pii pouziti NAD(P)* (1 500 umol-I). (B) Satura¢ni kiivky pro NAD(P)* pti pouziti SSAL
(30 umol-IY). Aktivita enzymii byla méfena v 50mmol-I"t HEPES pufru, pH 8,0.
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4.9 Cirkularni dichroismus

Cirkularni dichroismus, jakozto ukazatel vlivu rGznych Cinitelti na sekundarni strukturu
proteinu, byl zkouman u enzymi PpALDH5B a AHVALDHS. Pro nedostatecné mnozstvi
purifikovaného enzymu jej vsak nebylo mozno urcit pro PpALDH5A. Kromé samotnych
ktivek zavislosti cirkularniho dichroismu na vlnové délce bylo mozno na zakladé
softwaru SpectraManager urcit rovnéz podil specifickych a nespecifickych sekundarnich

struktur zkoumanych proteint (tabulka 10).

Tab. 10 Ziskané hodnoty procentualniho zastoupeni riznych sekundarnich struktur.

Enzym pH ¢ NaF a-helix B-list  Otocky Jiné
[mmolI"]  [%)] [%] [%] [%]

PpALDH5B 7,57 - 34,8 24,3 10,0 30,9
8,08 - 33,9 22,4 12,7 31,0

8,53 - 32,5 23,3 12,0 32,2

9,02 - 31,9 26,0 9,5 32,6

9,53 - 31,3 26,1 10,3 32,3

8,00 0,00 42,6 20,1 8,9 28,4

8,00 18,75 43,4 17,4 12,7 26,5

8,00 37,5 42,3 21,1 8,2 28,4

8,00 150 49,5 13,0 13,0 24,5

8,00 300 41,3 17,2 12,8 28,7

8,00 600 34,9 22,1 10,4 32,6

AHvALDHS5 7,57 - 38,6 22,3 13,1 26,0
8,08 - 39,0 20,6 14,9 25,5

8,53 - 39,9 15,9 19,3 24,9

9,02 - 36,9 20,6 14,6 27,9

9,53 - 40,5 19,2 14,6 25,7

8,00 0,00 35,2 25,4 10,0 29,4

8,00 18,75 44.6 17,0 14,6 23,8

8,00 37,5 36,4 25,5 111 27,0

8,00 75 39,3 22,0 12,6 26,1

8,00 150 38,2 23,2 10,8 27,8

8,00 300 40,2 21,2 12,8 25,8

8,00 600 39,4 22,5 12,7 25,4
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PpALDH5B

Z grafu zavislosti naméfenych hodnot cirkularniho dichroismu na vinové délce (obr. 32)
je patrné, ze pH nema vyrazny vliv na sekundarni strukturu PpALDHS5B. Pii rostoucim
pH pak dochazelo jen k mirnému poklesu poméru a-helikalnich struktur (tabulka 10).

Koncentrace soli a s ni souvisejici vliv iontové sily na sekundarni strukturu je na

zvyseni podilu helikalnich struktur, p¥i pouZiti NaF o koncentracich nad 300 mmol-17 Ize
pozorovat vyrazny pokles zastoupeni téchto struktur za soucasného nartstu

nespecifickych struktur (tabulka 10).

pH Koncentrace NaF

— 757 — 0 mmol-It
— 18,75 mmol I
— 37,5 mmol-I"?
150 mmol-I*t

300 mmol-I*t
600 mmol-I"*

Cirkularni dichroismus [mmolCD]
Cirkularni dichroismus [mmolCD]

Vinova délka [nm] VInova délka [nm]

Obr. 32 Graf zavislosti cirkularniho dichroismu proteinu PpALDH5B na vinové délce. (A) Ktivky
cirkularniho dichroismu pii rizném pH. Zavislost cirkularniho dichroismu na pH byla
stanovena pouzitim Britton-Robinsonovych pufrt o findlni koncentraci 40 mmol-l™.
(B) Kiivky cirkularniho dichroismu pfi rizné koncentraci chloridu draselného. Zavislost
cirkularniho dichroismu na koncentraci soli byla stanovena pouzitim roztoku chloridu
draselného (koncentrace v legend€) v Tris-HCl pufru (pH 8,0, finalni koncentrace
40 mmol-I?).
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4.9.1 AHVALDHS

Z grafu zavislosti naméfenych hodnot cirkularniho dichroismu na vinové délce (obr. 33)
je patrné, Ze pH nema vyrazny vliv na sekundéarni strukturu AHVALDHS. Pii rostoucim
pH pak dochazelo jen k mirnému nartstu poméru a-helikalnich struktur (tabulka 10).
Koncentrace soli a s ni souvisejici vliv iontové sily na sekundarni strukturu je na
druhou stranu u AHVALDHS5 rovnéz signifikantni. Oproti PpALDHS5B vSak dochazelo
ke zvysSeni podilu helikélnich struktur vlivem pfitomnosti NaF. K nejvysSimu naristu

podilu doslo v ptipadé pouziti fluoridu draselného o finalni koncentraci 18,75 mmol-I*.
(tabulka 10).

Koncentrace NaF

— 0mmol-I?
— 18,75 mmol-I*
— 37,5 mmol-I1
2 — 150 mmol-I*

300 mmol-I*
— 600 mmol-It

Cirkularni dichroismus [mmolCD]
Cirkularni dichroismus [mmolCD]

VInova délka [nm]
VInova délka [nm]

Obr. 33 Graf zavislosti cirkularniho dichroismu proteinu AHVALDHS na vinové délce. (A)
Kfivky cirkularniho dichroismu pii rizném pH. Zavislost cirkularniho dichroismu na pH
byla stanovena pouZitim Britton-Robinsonovych pufr o finalni koncentraci 40 mmol-I™,
(B) Kiivky cirkularniho dichroismu pfi rizné koncentraci chloridu draselného. Zavislost
cirkularniho dichroismu na koncentraci soli byla stanovena pouzitim roztoku chloridu
draselného (koncentrace v legendg) v Tris-HCI pufru (pH 8,0, finalni koncentrace 40
mmol-I%).
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4.10 Vliv pH, soli a pritomnosti ligandu na stabilitu proteinu

4.10.1PpALDH5A
Na zaklad¢ grafu zavislosti prvni derivace poméru fluorescence pii vilnovych délkach
350 nm a 330 nm (obr. 34, 35) Ize vyvodit, Ze pH ani pfidavek glycerolu nemaji zadny
vliv na zménu teploty tani PpALDHS5A (Tm 55,2 + 0,2 °C).

Mirnou zménu stability 1ze pozorovat pfi pouziti riznych typa pufrd. Jako nejlepsi se
pak jevi pufr HEPES pH 8,0 (Tm 59,5 £ 0,2 °C).
(Tm 65,2+ 0,2 °C, respektive Tm 63,9 + 0,2 °C) jakozto ligandu vazajicich se do koenzym-
vazebné domény enzymu. Ptidavek chloridu sodného ma naopak siln¢ destabilizujici

ucinek na tento protein (Tm < 35 °C).
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Obr. 34 Zavislost prvni derivace poméru Faso/Fs3 na teploté pro PpALDH5A. Vliv pH byl
zkoumén za pouziti Britton-Robinsonovych pufrti o finélni koncentraci 40mmol-I=.

64



0.004 0.006

BR Tris-HCI
o o
i@ — Tris-HCI f — NaCl
3 0,003 — HEPES 3 — GOL
w w
-] s 0.004
S S
> >
g g
2. 0.002— =9
(5] 5]
(5] ()
S g
= = 0.002-
%] D
< 0.001 -
£ =
3 3 \
A / =%
\
0.000—r—7F—"7T—"7T—"75 0.000——T—T1 1T
40 50 60 70 80 90 40 50 60 70 80 90
Teplota [°C] Teplota [°C]
0.006 Tris-ACI 0.006 Tris-HCI
o o R +
B — NADP* 3 NAD"
W w — NAD* MgCl,
D — NAD" B
w 0
= 0.004 s 0.004
S S
> >
= =
5 s
2 2
54 51
g g
= 0.002- = 0.002-
%] %)
= =
= =
Z Z
=9 =W
0.000 =111 0.000———41——1——1T1]
40 50 60 70 80 90 40 50 60 70 80 90
Teplota [°C] Teplota [°C]

Obr. 35 Zavislost prvni derivace poméru Faso/Fsso na teploté pro PpALDH5A. VIiv NaCl
a glycerolu byl méfen za pouziti HEPES pufru (pH 8,0, ¢ = 50 mmol-I?).Vliv pufru byl
zkouman za pouziti Britton-Robinsonova (BR), HEPES a Tris-HCI pufra (pH 8,0)
0 finalni koncentraci 50mmol-I%. VIiv NAD* s a bez piidavku MgCl, a NADP* byl méfen
za pouziti HEPES pufru (pH 8,0, ¢ = 50 mmol-I). GOL — glycerol.
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4.10.2PpALDH5B

Na zaklad¢ graft zavislosti prvni derivace poméru fluorescence pii vilnovych délkach
350 nm a 330 nm (obr. 36, 37) lze vyvodit, ze pH ma vyrazny vliv na stabilitu
PpALDHS5B. Nejvyssi teplota tani byla zaznamenana pro pH 9,02 (Tm 74,8 £ 0,2 °C).

Mirnou zménu stability 1ze pozorovat pti pouziti riznych typa pufri. Jako nejlepsi se
pak jevi pouziti pufru HEPES pH 8,0 (70,2 + 0,2 °C). ZvySeni teploty tani bylo rovnéz
dosazeno ptidavkem glycerolu (79,9 + 0,2 °C).

Naopak vyrazné snizeni stability pak zapfi¢inuje piidavek koenzymi NAD* i NADP*
(Tm 70,9+ 0,2 °C, respektive Tm 69,0 + 0,2 °C) jakozto ligandu vazajicich se do koenzym-
vazebné domény enzymu. Pfidavek chloridu sodného mé rovnéz siln¢ destabilizujici

ucinek na tento protein (Tm < 35 °C).
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Obr. 36 Zavislost prvni derivace poméru Faso/Fa3 na teplot¢ pro PpALDHSB. Vliv pH byl
zkoumén za pouziti Britton-Robinsonovych pufrti o finélni koncentraci 40mmol-I™.
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Obr. 37 Zavislost prvni derivace poméru Fzso/Fz30 na teploté pro PpALDHS5A. Vliv pufru byl
zkouman za pouziti Britton-Robinsonova (BR), HEPES a Tris-HCIl pufra (pH 8,0)
0 finalni koncentraci 50mmol-I*. Vliv NaCl a glycerolu byl mé&fen za pouziti HEPES
pufru (pH 8,0, ¢ = 50 mmol-I%). Vliv NAD* s a bez ptidavku MgCl, a NADP* byl mé&fen
za pouziti HEPES pufru (pH 8,0, ¢ = 50 mmol-It). GOL — glycerol.
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4.10.3AHVALDHS

Na zaklad¢ graft zavislosti prvni derivace poméru fluorescence pti vinovych délkach
350 nm a 330 nm (obr. 38, 39) lze vyvodit, Ze pH nema vyrazny vliv na stabilitu
AHVALDHS5 (Tm 70,7 + 0,2 °C). Stabilitu rovnéz neovliviioval ani piidavek glycerolu ¢i
pouziti riznych pufrt.

Vliv na stabilitu ma pak z hlediska vazebnych ligandd NAD* vazajici se do koenzym-
vazebné domény enzymu. Dochazi ke zvySeni stability (Tm 73,2 = 0,2 °C).

Ptidavek chloridu sodného mé naopak opét siln¢ destabilizujici ucinek na tento protein

(Tm < 35 °C).
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Obr. 38 Zavislost prvni derivace poméru Fsso/Fss na teploté pro AHVALDHS. Vliv pH byl
zkouman za pouziti Britton-Robinsonovych pufrii o finalni koncentraci 40mmol-I™.
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Obr. 39 Zavislost prvni derivace poméru Faso/Faz na teploté pro AHVALDHS. Vliv pufru byl
zkouman za pouziti Britton-Robinsonova (BR), HEPES a Tris-HCI pufra (pH 8,0)
0 finalni koncentraci 50mmol-I*. Vliv NaCl a glycerolu byl méfen za pouziti HEPES
pufru (pH 8,0, ¢ = 50 mmol-It). Vliv NAD* s a bez ptidavku MgCl, a NADP* byl mé&ien
za pouziti HEPES pufru (pH 8,0, ¢ = 50 mmol-I). GOL — glycerol.
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4.11 Sekven¢ni logo

Sekvencni loga konzervovanych residui utvarejici substrat a koenzym-vazebnou doménu
byla vytvofena na zakladé analyzy 105 sekvenci NAD*-dependentnich sukcinyl-
semialdehyddehydrogenas z tisi Bacteria, Plantae a Animalia. Pro ¢islovani pozic
jednotlivych residui bylo vyuzito sekvence enzymu hALDH5AL s ovéfenou strukturou
(Trettel et al., 1997).

Vazebna doména pro substrat (obr. 40 A) je u NAD"-dependentnich SSADH tvofena
napfic bakterialni, rostlinnou i zivo¢isnou fisi vysoce konzervovanymi residui. Nepolarni
residuum M210, polarni residua N205, C340, aromaticka residua F206 a F504 a kysela
residua E306 a E515 byla ptitomna ve vSech 105 analyzovanych sekvencich. Mimo tato
residua jsou v substratovém kanalu rovnéz vysoce konzervovana nepolarni residua A209,
T334 a V341, aromatické residuum Y 159, polarni residua C342, S498, kyselé residuum
E500 a bazické residua R213 a R334.

Residua vytvaiejici oblast pro vazbu nikotinamidribosidu a pyrofosfatu (obr. 40 B) se
napii¢ riznych NAD*-dependentnich sukcinyl-semialdehyddehydrogenas naprosto
shoduji. Oblast vazby nikotinamidribosidu je tvofena nepolarnimi residui T283 a L307,
aromatickym residuem F440, polarnimi residui N205, G284, G308, C340 a kyselymi
residui E306 a E438. Oblast pro bisfosfatovou skupinu NAD" je tvofena residui P203,
W204 a S285. Adenosinribosidova oblast byla ve vSech sekvencich zastoupena residui
K228 a E231. Vysoce konzervovand byla dale nepolarni residua 1201 T202 A264
V288 a L292 a polarni residuum F282. Vyrazné mén¢ konzervovana residua se nachazeji

Vv pozicich 269, 291 a 295.
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Obr. 40 Piehled konzervovanosti aminokyselinovych residui vytvafejicich substratovy kandl (A) a koenzym-vazebnou doménu (B). Cislovani aminokyselin
odpovida potadi aminokyselin v enzymu hALDH5A1. Residua interagujici se sukcinyl-semialdehydem a NAD* jsou oznacena Cervenymi ramecky.
Katalyticky Cys-320 je zvyraznén zlutym rameckem. Pro vytvoreni sekvenéniho loga bylo vyuzito 105 sekvenci bakteridlnich, rostlinnych a Zivo¢isnych
izoforem NAD*-dependentnich sukcinyl-semialdehyddehydrogenas. Zarovnani sekvenci bylo provedeno pomoci metody MUSCLE v programu
MEGAX. Logo bylo vygenerovano pomoci online softwaru WebLogo3 (http://weblogo.threeplusone.com). Aminokyseliny jsou barevné rozliSeny na
nepolarni (¢ernd), polarni (zelend), aromatické (oranzova), kyselé (Cervena) a bazické (modra).
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5 DISKUZE

Metabolicka draha biosyntézy a degradace GABA je konzervovéna napiic¢ vétSiny
bakterii, rostlin i zivoc¢ichli. Zatimco u zivocicht je tato draha dikladné prozkoumana
Z hlediska molekularnich i fyziologickych mechanismi, v rostlinné fi§i nabizi fadu
doposud nezodpovézenych otazek. Role samotné GABA jako primarniho metabolitu
v kontextu stresovych odpovédi je velmi dobie zdokumentovana, na druhou stranu, prvni
poznatky o mechanismu pusobeni tohoto metabolitu v kontextu intra- i intercelularnich
signalnich drah byly publikovany teprve v nedavné dobé (Ramesh et al., 2018; Fromm et
al., 2020). Kromé¢ tohoto faktu, rostlinné isoformy ALDHS enzymd, které se do drahy
biosyntézy a degradace GABA vyznamné zapojuji, byly charakterizovany pouze
u n¢kolika rostlinnych zastupcil.

V ramci praktické ¢asti této diplomové prace byly popsany tii rostlinné ALDHD5, a sice
dvé isoformy z ¢epenky odstalé (PpALDHS5A a PpALDHSB) a jedna je¢menna isoforma
s deletovanou signélni sekvenci pro transport do mitochondrii (A**?HvVALDHDb).

Vsechny tfi ALDHS isoformy vykazuji relativné Sirokou Skalu pH optima v rozmezich
pH 7,5 — 9,0 (kapitola 4.4). PPALDH5B a AHVALDHS5, podobné jako GabD (SSADH
zZE. coli) ¢ Ynel (SSADH z gramnegativni bakterie Salmonella typhimurium)
vykazovaly nejvyssi residudlni aktivitu pfi pH = 8 (pH optimum pro GabD protein
odpovida pH 8,2) (Donelly a Cooper, 1981; Zheng et al., 2013). Donelly a Cooper (1981)
dale pozorovali rapidni pokles residualni aktivity pii pH > 9,2, ktery je u AHVALDH5
rovnéz pozorovatelny. Oproti deletované varianté je¢menné ALDHS5 bylo pH optimum
HVALDHS purifikované z jeémennych zrn posunuto na 9,0. Pfi tomto pH se v§ak vyrazné
snizila stabilita tohoto enzymu (Yamaura et al., 1988).

PpALDHS5A oproti ostatnim studovanym isoformédm vykazovala vyssi pH optimu,
a sice pH = 9,0. Nejvyssi aktivitu pti pH > 9 rovnéz vykazovaly AtALDHS z husenicku
rolniho (Arabidopsis thaliana), StALDH5 z lilku bramboru (Solanum tuberosum) ¢i
lidska hALDH5 (Busch a Fromm, 1999; Narayan a Nair, 1989; Ryzlak a Pietruszko,
1998).

Kromé NAD*-dependentnich ALDHS patii mezi SSADH taktéz NADP*-dependentni
enzymy z rodiny ALDH21 (EC 1.2.1.79), charakteristické pro n¢které prvoky, bakterie,
niz§i rostliny a mechorosty. pH optimum PpALDH21 z ¢epenky odstalé odpovida
hodnoté pH 8,2 (Kopecna et al., 2017).
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Velmi uzkou substratovou specifitu vuéi sukcinyl-semialdehydu vykazovaly kromé
studovanych enzymu rovnéz NAD*-dependentni StALDHD5, lidska isoforma hALDH5
i NADP™-dependentni PpALDH21. Stejné jako u PpALDH5B a AHVALDHS5, hALDH5
a PpPALDH21 byly schopné katalyzovat kromé SSAL i semialdehyd kyseliny glutarové,
av8ak s vyrazné€ nizsi aktivitou oproti SSAL (Narayan a Nair, 1989; Ryzlak a Pietruzsko,
1988; Kopec¢na et al., 2017). Nizkou aktivitu s C3-Cs aldehydy vykazoval stejn¢ jako
vSechny tfi studované isoformy rovnéz i hALDHS5 (Ryzlak a Pietruzsko, 1988). S témito
aldehydy a navic i 4-karboxybenzaldehydem vykazoval residualni aktivitu rovnéz GabD
protein z E. coli (Donelly a Cooper, 1981). Naopak u PpPALDH21 tento trend pozorovan
nebyl. Tato skute¢nost je pravdépodobn¢ déana rtznou strukturou substrat-vazebné
domény u eukaryotickych NAD* a NADP*-dependentnich sukcinyl-
semialdehyddehydrogenas. Kope¢na et al. (2017) se zamétili a porovnani substrat-
vazebné domény. Stejné jako u hALDH5 byly substrat i produkt stabilizovany dvéma
guanidinovymi skupina argininu a jednou hydroxylovou skupinou tyrosinu (v ptipadé
ALDHS je tyrosinové residuum nahrazeno serinem). Pozice téchto residui vSak u vySe
uvedenych dvou rodin vzajemné nekoresponduji. U Ynel ze S. typhimurium Zheng et al.
(2012) pozorovali residualni aktivitu pii pouziti esteru semialdehydu kyseliny adipové,
coz vSak nebylo pozorovano v ptipadé zadnych jinych charakterizovanych SSADH.

Pro vazbu ligandu do koenzym-vazebné domény je rozhodujici struktura oblasti vazby
adenosinu (Kim et al., 2009; Kopecna et al., 2017). Na zaklad¢ preference koenzymi
jsou SSADH rozdéleny do tfi nésledujicich skupin: NAD'-dependentni SSADH
(ALDHS, EC 1.2.1.24) vyskytujici se u vét$iny zivych organismi, NADP*-dependentni
SSADH (ALDH21, EC 1.2.1.79) charakteristické pro nékteré bakterie, prvoky, zelené
fasy ¢i mechorosty a NAD(P)"-dependentni SSADH (Ynel, EC 1.2.1.18) objevené
u gramnegativnich bakterii rodtt Salmonella a Escherichia (Donelly a Cooper, 1981;
Fuhrer et al., 2007; Zheng et al., 2013; Brocker et al., 2013). VSechny tii studované
isoformy, obdobné jako jiné ALDHS, vykazovaly vyznamnou preferenci koenzymu
NAD" (Yamaura et al., 1988; Busch a Fromm, 1999; Narayan, 1989; Cash et al., 1978;
Ryzlak a Pietruzsko, 1988).

Kromé NAD(P)" byla vramci praktické ¢asti ovéfena dalsi analoga koenzymd.
Nejvyssi residualni aktivitu vykazoval u vSech studovanych isoforem nikotinamid-
hypoxanthindinukleotid, ktery s PDALDHSA vykazoval az 30% residudlni aktivitu
v porovnani s NAD". Tato residualni aktivita byla oproti ostatnim ALDH5 vyrazné vyssi
nez pii pouziti NADP™.
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Miru afinity substratu lze v rdmci enzymy katalyzovanych reakci charakterizovat na
zaklad¢ hodnot Michaelisovy konstanty Km. U isoforem AHVALDH5 a PPALDHSB byly
zjistény hodnoty srovnatelné s HvALDHS izolovanou z je¢mennych zrn, dale rostlinnymi
AtALDHS5, StALDHS5, lidskou hALDHS5 i bakterialnimi GabD ¢i Ynel (15,9; 15; 4,6; 16;
43 a 13,3umol-I"Y) (Yamaura et al., 1988; Busch a Fromm, 1999; Narayan, 1989; Cash et
al., 1978; Donelly a Cooper, 1981; Zheng et al., 2013). U PpALDH21 Kope¢na et al.
(2017) pozorovali vyssi hodnotu Michaelisovy konstanty (181umol-I"). Tento enzym
vsak nepodléhal inhibici nadbytkem, ktera, mimo nedeletovanou HvVALDHS5
a PpALDH5A v pii pouziti NADP®, byla pozorovana u vSech ostatnich SSADH
(Yamaura et al., 1988).

Krom¢ inhibice nadbytkem substratu byla u AtALDHS pozorovana rovnéz
kompetitivni inhibice NADH (Ki = 122 umol-I"t) a AMP, nekompetitivni inhibice ATP
a smiSend inhibice ADP (K; 2,5 — 8 umol-I"!). P¥itomnost intermediatti Krebsova cyklu
enzymovou reakci nijak neovlivitovala (Busch a Fromm, 1999). U nedeletované
HVALDH5 a StALDHS byla rovnéz stanovena inhibice tézkymi kovy (Yamaura et al.,
1988; Narayan et al., 1989).

Schopnost daného enzymu katalyzovat reakci specifick¢ého substratu nejlépe
charakterizuje katalyticka uc¢innost (pomér Keat/Km). VSechny tii studované isoformy maji
hodnotu katalytické u¢innosti pro NAD" za saturaéni koncentrace SSAL vyS§i nez pro
NADP*. U PpALDH5B a AHVALDHS5 jsou hodnoty Km pro NAD* vyznamné niz$i
v porovnani s hodnotami pro NADP*. Srovnatelné hodnoty Michaelisovy konstanty pro
NAD" byly zjistény téz u StALDHS5, hALDHS ¢&i Ynel (Narayan et al., 1989; Cash et al.,
1978; Zheng et al., 2013). PPALDHSA ma podobné hodnoty Kwm pro oba koenzymy,
rozhodujici je zde hodnota Kkatalytické wcinnosti (Kea/Km (NADY) =1,19-10°s2;
keat/Km (NADP*) = 3,34-10' s?). NADP*-dependentni PpALDH21 a GabD maji na
druhou stranu vyznamné vy$$i hodnoty Michaelisovy konstanty pro NAD* nez pro
NADP™ (200krat a 80krat vy$si) (Kope¢na et al., 2017; Donelly a Cooper; 1981).

Nejvyssi hodnotu katalytické G¢innosti pro SSAL za saturaéni koncentrace NAD™
vykazuje je¢menna isoforma AHVALDH5 (4,26-10° st-mol™1). Hodnota katalytické
Giginnosti pro enzym PpALDH5B (6,62:10* s™:mol™1) fadové odpovidd hodnoté pro
cytosolarni NADP*-dependentni PpALDH21 (8,7-10* s"2-mol*1), ktera je v tomto mechu
rovnéz ptitomna. D4 se predpokladat, ze oba enzymy se pravdépodobné spolupodileji na
katalyze degradacni reakce GABA (Kopecna et al., 2017). Ze studovanych enzymt pak
nejnizsi hodnotu katalytické u¢innosti vykazuje PpALDH5A (3,05-10% s1-molL:I).
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Porovnanim vysledkt teploty tani jakozto indikatoru stability jednotlivych enzymu
byla nejvyssi hodnota Tm pozorovana u PpALDHS5B isoformy. U této isoformy byla
prekvapivé pozorovana destabilizace enzymu po vazbé koenzymu, kdy doslo ke sniZzeni
teploty tani vlivem vazby NAD(P)". U PpPALDH5A i AHVALDHS5 byl tento efekt dle
pavodnich piedpokladt opa¢ny, kdy vlivem vazby ligandu NAD™ doslo ke zvy$eni Tm.
ZvySeni stability bylo rovnéz pozorovano u PpALDH21 po vazbé koenzymu NADP™ (T
se z puvodni hodnoty 43,2 °C zvysila na 58,9 °C) (Kopecna et al., 2017). Prekvapivé je
rovnéz zjisténi, ze zatimco u jinych studovanych SSADH stabilitu ovlivnil pouze
ptidavek jednoho z koenzymu, u PpALDHS5A byl pozorovan efekt zvySeni stability po
pridavku koenzymti obou. Tento fakt pravdépodobné souvisi s podobnou mirou afinity
k obéma koenzymtim. V pfitomnost chloridu sodného o koncentraci 300 mmol-I* byla
pozorovana vyrazna destabilizace vSech studovanych isoforem. Tento efekt zaroven
koreluje se ziskanymi CD spektry PPALDH5B a AHVALDHS, na jejichz zakladé byl dle
databaze spekter cirkuldrniho dichroismu u enzymu vystavenych koncentracim NaCl
vy$§im nez 300 mmol-It patrny tbytek specifickych sekundarnich struktur na ukor
nespecifickych.

Pomoci gelové permeacni chromatografie byla dale stanovena kvartérni struktura vyse
uvedenych proteinti. VSechny tfi ALDHS tvofi tetramery, podobné jako jiné rostlinné
ALDH5, lidska ALDH5 & bakteridlni  NAD"-dependentni  sukcinyl-
semialdehyddehydrogenasa Ynel (Ryzlak a Pietruzsko, 1988; Narayan et al., 1989;
Busch a Fromm, 1999; Zheng et al., 2013). Tetramerni uspofadani bylo téZ pozorovano
u cytosolické PpALDH21, ktera na zaklad¢ vytesené krystalové struktury tohoto proteinu
vytvaii homotetramery (Kope¢na et al., 2017). Oproti ostatnim, NADP*-dependentni
GabD sukcinyl-semialdehyddehydrogenasa z E. coli vytvafi homodimery (Donelly
a Cooper, 1981).

Pro porovnani rozdili mezi NAD'-dependentnimi PpALDH5A, PpALDHS5B
a NADP*-dependentni PpALDH21 bylo na zakladé struktury hALDHS5 vygenerovano
sekvencni logo ALDHS5 enzymi. Na vazb¢ sukcinyl-semialdehydu do vazebné domény
pro substrat se u obou rodin podileji dvé guanidinové skupiny argininil vytvarejici solné
mustky s karboxylovou skupinou SSAL a jedna hydroxylova skupina serinu, respektive
tyrosinu. Koenzym-vazebna doména je u obou rodin v oblasti vazby nikotinamidribotidu
i bisfosfatu tvofena vysoce konzervovanymi aminokyselinovymi residui. Vyznamny
rozdil je v uspotfadani oblasti pro vazbu adenosinu, kde je glutamatové residuum

nahrazeno serinem interagujicim spolu s guanidinovym residuem s 2’-fosfatovou
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skupinou NADP*. Namisto tohoto argininu se v sekvenci ALDH5 nachazi residuum
nepolarniho alaninu (Kopeéna et al., 2017). Pro pfesné ur¢eni rozdil mezi strukturami
isoforem PpALDHS5A, PpALDH5B a PpALDH21 by vsak bylo potieba znat
i krystalovou strukturu mitochondrialnich enzymu, ktera vSak doposud neni vyfeSena.
Sukcinyl-semialdehyd dehydrogenasy se fadi mezi zakladni ALDH vyskytujici se
V témét vSech zivych organismech. Piitomnost riznych isoforem SSADH ma v nékterych
organismech i nepifimy vliv na zdkladni funkce vcetné¢ rozmnozovani. Hnéda tasa
Scytosiphon lomentaria obsahuje ve svych samiéich gametach specifickou
mitochondrialni SSADH, jejiz genova exprese se vlivem piechodu do fertilizacni faze
vyrazné zvysi po dobu nasledujicich 48 hodin. Po oSetfeni samcich i samic¢ich gamet
GABA doslo ke zméné genové exprese jak u samicich, tak u samcich gamet, pficemz oba
druhy gamet vykazovaly patologicky vyvoj a ztratu pohyblivosti (Han et al., 2014).
Ve vyssich rostlinach se ALDHS podili na spravné polarité rastu listd (Toriba et al.,
2010). Mutanti Arabidopsis s vyfazenym ALDH5 genem vykazovaly trpasli¢i vzrist
s malymi listy (Toyokura et al., 2011). U téchto mutantti byl navic pozorovan vyrazny
nartst koncentrace markerti oxida¢niho stresu, jakymi jsou napiiklad ROS. S t€mito
zavéry koreluje studie Nayyar et al. (2014) zamétujici se na vliv GABA na ochranu
sazenic ryze seté (Oryza sativa L.) proti teplotnimu stresu, kdy tyto sazenice po oSetieni
exogenni GABA vykazovaly vys$si odolnost proti teploté v kombinaci s lepSim rtstem.
Po ptfidani GABA se v rostlinach zvysila hladina osmoprotektantti, coZ vedlo ke zvySeni
buné&¢ného turgoru. Mimo ALDH5 byly z hlediska osmoprotektivni funkce studovany
i enzymy zrodiny ALDH21. Transformanti tabdku a bavlny se zaclenénym genem
SCALDH21 z mechu Syntrichia caninervis vykazovali oproti kontrolnim rostlinam vyssi
podil germinace semen s delSimi kofeny a vys§i hmotnosti. Tyto rostliny obsahovaly také
vys§i koncentrace osmoprotektivniho prolinu, niz8$i koncentrace malondialdehydu
a zvySenou aktivitu enzymu antioxidac¢niho systému. U transformovanych rostlin tabaku
byly tyto zavéry potvrzeny i v ptipad¢ jejich péstovani na poli, kde se zaroven potvrdila
jejich zvysena tolerance vuci suchu (Yang et al., 2012; Yang et al., 2015; Yang et al.,
2016). SSADH enzymy stejné jako ostatni enzymy podilejici se na metabolismu GABA
maji v rostlinach velky vyznam, jejich dalsi vyzkum ma tudiz do budoucna jak védecky,

tak i biotechnologicky ¢i agronomicky potencial.
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6 ZAVER

Teoreticka Cast této diplomové prace byla zaméfena na vypracovani literarni reSerSe na
téma metabolismu sukcinyl-semialdehydu ve spojenim s metabolismem y-aminomaselné
kyseliny se zaméfenim na jeji vyznam V rostlindch. Druhd cast literarni reSerSe byla
vénovana charakterizaci nadrodiny aldehyddehydrogenas =z hlediska pravidel
nomenklatury jednotlivych rodin a podrodin, reak¢niho mechanismu ALDH enzym1,
substratové specifity jednotlivych rodin a vyznamu jejich rostlinnych zastupct. Pro
navaznost s nasledujici ¢asti je zde rovnéz rozebran ivod a historie vyzkumu rodiny
ALDHS.

Prakticka c¢ast byla vénovéana popisu metod pouzitych pro ziskdni pozadovanych
konstrukt, expresi rekombinantnich proteini PpALDH5A, PPALDH5B a AHVALDHS5
v expresnich bunkach E. coli, jejich purifikaci pomoci afinitni chromatografie
a charakterizaci z hlediska kinetickych parametrt, stability a sekundarnich struktur.

Konstrukty PPALDHS5A/pET28b a PPALDHSB/pET28b byly Gspésné pripraveny. Po
transformaci do expresnich bunék a expresi rekombinantnich proteinit PpALDH5A,
PpALDH5B a AHVALDHS byly proteiny purifikovany. VSechny proteiny se dale
podafilo charakterizovat z hlediska kvartérni struktury a nésledné stanovit jejich pH
optima, substratové specifity a preference koenzymu, kinetické parametry Km, Viim Keat,
inhibi¢ni konstanty pro substrat a vliv riznych ¢initelti na stabilitu. Proteiny PpALDH5B
a AHVALDHS byly navic podrobeny CD-spektroskopii pro analyzu procentualnich

zastoupeni sekundarnich struktur.
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Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan

TWEEN20 polyoxyethylensorbitanmonolaurat
AY?HVALDH5  ALDHS5F1 isoforma z Hordeum vulgare L.
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9 PRILOHY

9.1 Priloha 1 —sekvence cDNA studovanych ALDH5

Nasledujici sekvence byly vyhledany pomoci algoritmu BLASTN v online databazi
Phytozome 13. PpPALDH5A (Pp3c26_10950V3.1.p), PPALDH5B (Pp3c26_10958V3.1.p)
AY32HVALDH5F1 (HORVUGHr1G031480.3).

10 20 30 40 50
PpALDH5A ATGGTGCAGC TGAACGAAGC GGGATTGTTC AAATCGCAGG GGCTTATTGG
PpALDH5B ATGGGCACAA TGGTGCAGCT GAACGAAGCG GGATTGTTCA AATCGCAGGG

AHVALDH5F1 ATGGGCAGCG TGGACGCGGG CGCGGCGATG GAGAAGATCC GGGCGGCGGG

60 70 80 90 100

PpALDH5A TGACAAGTGG GTCGATGCTG AAAACGGCCA CACTCTCCCA GTTAACAATC
PpALDH5B GCTTATTGGT GACAAGTGGG TCGATGCTGA AAACGGCCAC ACTCTCCCAG

AHVALDH5F1 GCTGCTCAGG ACGCGCGGCC TCATCGGCGG CAAGTGGGTC GACGCCTACG

110 120 130 140 150

PpALDH5A CTGCCACGGG AGAGATCCTC ACGTCTGTGC CATTTATGGG TAAGCGAGAA
PpALDH5B TTAACAATCC TGCCACGGGA GAGATCCTCA CGTCTGTGCC ATTTATGGGT

AHVALDH5F1 ACGGGAAGAC CATCGAGGTG CAAAATCCAG CAACTGGCGA GGTCCTTGCA

160 170 180 190 200

PpALDH5A GCAGAGAAGG CGATCGCTGC AGCATCTCAG GCTTTTACAT CTTGGAGTAA
PpALDH5B AAGCGAGAAG CAGAGAAGGC GATCGCTGCA GCATCTCAGG CTTTTACATC

AHVALDH5F1 AATGTAGCCT GCATGGGCAA CAGAGAAACA GCTGATGCAA TAGCTTCTGC

210 220 230 240 250

PpALDH5A GCGAACGGCT AATGACAGGA GCAAAATTCT ACGACAGTGG TTTAACTTAC
PpALDHS5B TTGGAGTAAG CGAACGGCTA ATGACAGGAG CAAAATTCTA CGACAGTGGT

AHVALDH5F1 TCACACTACA TTTTATACTT GGAGCAAACT CACTGCAAGT GAAAGGAGCA

260 270 280 290 300

PpALDH5A TCATAAAGAA TAAAGATGAC CTTGGGAAGC TCATTGTCTT GGAACAAGGA
PpALDH5B TTAACTTACT CATAAAGAAT AAAGATGACC TTGGGAAGCT CATTGTCTTG

AHVALDH5F1 AGGCACTAAG AAAATGGCAT GACCTACTTA TGTCACACAA GGAAGAACTT

310 320 330 340 350

PpALDH5A AAGCCACTCG CTGAAGCAGT CGGAGAGGTA ATCGTATATG GTGCAGCCTT
PpALDH5B GAACAAGGAA AGCCACTCGC TGAAGCAGTC GGAGAGATCG TATATGGTGC

AHVALDH5F1 GCGCTTCTTA TGACACTGGA ACAGGGGAAG CCTATGAAAG AAGCCCTTGG
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PpALDH5B
AHVALDH5F1

PpALDH5A
PpALDHS5B
AHVALDH5F1

PpALDH5A
PpALDH5B
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AHVALDH5F1

PpALDH5A
PpALDH5B
AHVALDH5F1

PpALDH5A
PpALDHSB
AHVALDH5F1

PpALDH5A
PpALDH5B
AHVALDHSF1

PpALDH5A
PpALDHS5B
AHVALDH5F1

B T T L e e e
360 370 380 390 400
TGTAGAGTAT TATGCGGAAG AGGCAAAACG AGTTTACGGT GACATAATTC
AGCCTTTGTA GAGTATTATG CGGAAGAGGC AAAACGAGTT TACGGTGACA
GGAGGTGAAC TATGGTGCAA GTTTCATAGA ATTTTTTGCT GAGGAAGCAA

T T L T

410 420 430 440 450
CCTCTCCTTT CCCAGAGAAA CGAATGCTCG TGATGAAACA ACCAGTTGGA
TAATTCCCTC TCCTTTCCCA GAGAAACGAA TGCTCGTGAT GAAACAACCA
AGCGTGTGTA TGGTGATATT ATTCCCCCAA CTCTAGCTGA TCGCAGACTA

B T T L e e e
460 470 480 490 500
GTAGTAGCTG CCATAGCACC TTGGAATTTT CCTCTGGCCA TGATTACTCG
GTTGGAGTAG TAGCTGCCAT AGCACCTTGG AATTTTCCTC TGGCCATGAT
TTGGTTCTGA AGCAGCCTAT TGGGGTAGTT GGAGCTATTA CACCATGGAA

T T e e I

510 520 530 540 550
CAAGGTCCCT CCAGCGTTAG CAGCAGGGTG CACTGTCGTT ATAAAGCCTT
TACTCGCAAG GTAGCTCCAG CGTTAGCAGC AGGGTGCACT GTCGTTATAA

TTTTCCTTTA GCAATGATAA CCAGAAAGGT TGGACCAGCA TTGGCTTGTG

560 570 580 590 600
CAGAGCTTAC TCCTTTGACG GCGTTAGCTG CTGCAGAACT TGCCCTGCAA
AGCCTTCAGA GCTTACTCCT TTGACGGCGT TAGCTGCTGC AGAACTTGCC
GATGCACAGT TGTTGTCAAG CCATCAGAGT TCACACCTCT GACAGCATTA

B e I e L I e e
610 620 630 640 650
GCAGGCATTC CTCCTGGTGT TGTGAACGTT GTGATGGGAG ATGCAAAGGG
CTGCAAGCAG GCATTCCTCC TGGTGTTGTG AACGTTGTGA TGGGAGATGC
GCTGCAGCAG ACCTTGCTCT TCAAGCTGGA ATACCAGCTG GTGTACTAAA

e T e e I
660 670 680 690 700
AATTGGGGAT GCGATGCTAG ACAGCACAGA GGTTCGTAAA ATTACTTTCA
AAAGGGAATT GGGGATGCGA TGCTAGACAG CACAGAGGTT CGTAAAATTA
TGTTGTGATG GGTAATGCTC CTGAGATAGG TGATGAACTA ATGCAGAGCA

D e e o I
710 720 730 740 750
CTGGCTCAAC AGGAGTTGGT AAAATGCTCT TGGCTGGGGC GGGAAAGACT
CTTTCACTGG CTCAACAGGA GTTGGTAAAA TGCTCTTGGC TGGGGCGGGA
CACAGGTCAG AAAGATTACG TTCACGGGTT CAACAGCTGT TGGCAAAAAA
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760 770 780 790 800
GTTAAAAAGG TTTCCTTAGA GCTTGGTGGT AACGCACCGT GCATCGTTTT
AAGACTGTTA AAAAGGTTTC CTTAGAGCTT GGTGGTAACG CACCGTGCAT
CTGATGGCTG GATCAGCAAA CACCGTGAAA AAGGTTTCTT TGGAGCTTGG

B T T L e T
810 820 830 840 850
TGATGATGCT AATTTGGACG TTGCTGTTAA AGGAGTGTTG GCCGGCAAGT
CGTTTTTGAT GATGCTAATT TGGACGTTGC TGTTAAAGGA GTGTTGGCCG
TGGGAATGCA CCTTGCATTG TTTTCGATGA TGCAGATATT GATGTTGCCG

B L T e T T
860 870 880 890 900
ACAGGAACTC TGGCCAAACT TGTGTTTGCA TCAACAAAAT TTTTGTGCAA
GCAAGTACAG GAACTCTGGC CAAACTTGTG TTTGCATCAA CAAAATTTTT
TTAAAGGCAG TCTTGCTGCC AAGTTTCGGA ACAGTGGACA GACATGTGTA

B I T L I T e
910 920 930 940 950
GATGGCATCT ACGACAAGTT TGCGGAGGCT TTTGCAAAAG CAGTGTCAGG
GTGCAAGATG GCATCTACGA CAAGTTTGCG GAGGCTTTTG CAAAAGCAGT
TGTGCAAACA GGATATTGGT GCAAGAAGGT ATCTACGAAA AATTCGCAAG

B T e e I
960 970 980 990 1000
ATTACGCGCA GGGAATGGCC TAGAACCAGG CATAACTCAG GGACCATTGA
GTCAGGATTA CGCGCAGGGA ATGGCCTAGA ACCAGGCATA ACTCAGGGAC

TGCATTTGTC AAGGCTGTTC AGAGCTTGCA AGTCGGTAAT GGGCTAGAAG

T T e I
1010 1020 1030 1040 1050
TTAATGAGAC AGCACTCGAA AAGGTTGAGA GGCACGTACA AGACGCAGTG
CATTGATTAA TGAGACAGCA CTCGAAAAGG TTGAGAGGCA CGTACAAGAC
AGAGTACATC ACAGGGTCCT CTAATCAATG AAGCTGCCGT TCAAAAGGTA

1060 1070 1080 1090 1100
TCCAAGGGAG CGAAAGTGCT TGTAGGTGGC AAACGGCATA GTTTAGGTCG
GCAGTGTCCA AGGGAGCGAA AGTGCTTGTA GGTGGCAAAC GGCATAGTTT
GAGAAGTTTG TAGGTGATGC TACTTCAAAG GGAGCCAACG TCATGCTCGG

1110 1120 1130 1140 1150
CACATTCTAT GAACCAACTA TTCTCGGCAA CGCTAGTGAC GAAATGCTTA
AGGTCGCACA TTCTATGAAC CAACTATTCT CGGCAACGCT AGTGACGAAA
TGGTAAAAGA CACAGCCTCG GGATGACCTT TTATGAGCCA ACTGTGGTAG

1160 1170 1180 1190 1200
TCTTCAGGGA GGAAGTATTT GGGCCAGTTG CACCCCTTGT GCGATTTAAC
TGCTTATCTT CAGGGAGGAA GTATTTGGGC CAGTTGCACC CCTTGTGCGA
GGAACGTAAG CAATGATATG CTTCTTTTCA GGGAAGAAGT TTTTGGTCCA
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e T T T e I
1210 1220 1230 1240 1250
ACAGATGAGG AAGCAATCAA GTTGGCCAAT AATTCAGAAT TTGGCCTGGC
TTTAACACAG ATGAGGAAGC AATCAAGTTG GCCAATAATT CAGAATTTGG
GTTGCACCAC TTATACCATT CAAAACTGAG GAGGAAGCAA TCCATCTAGC

1260 1270 1280 1290 1300
TGCATACGCT TTTACTGAGA ATATTACTCG AGGTTGGCGT GTAGCCGAGT
CCTGGCTGCA TACGCTTTTA CTGAGAATAT TACTCGAGGT TGGCGTGTAG
AAACGACACC AATGCAGGCT TAGCTGCATA CATGTTTACA AAGAGCATAG

1310 1320 1330 1340 1350
CACTTGAGTT TGGCATGGTT GGCCTAAATG AAGGCCTCAT TTCAACTGAG
CCGAGTCACT TGAGTTTGGC ATGGTTGGCC TAAATGAAGG CCTCATTTCA
CCCGGTCATG GCGTGTTTCC GAAGCTCTTG AGTACGGGCT TGTCGGTGTG

1360 1370 1380 1390 1400
GTGGCACCTT TCGGAGGTAT GAAGCAATCT GGACTGGGTC GTGAAGGCTC
ACTGAGGTGG CACCTTTCGG AGGTATGAAG CAATCTGGAC TGGGTCGTGA
AATGAGGGAT TGATTTCCAC AGAGGTGGCG CCATTCGGTG GGGTTAAGCA

1410 1420 1430 1440 1450
CAAGTATGGT CTTGACGAAT ACCTTGAGAT GAAGTACGTG TGTCTTGGCA
AGGCTCCAAG TATGGTCTTG ACGAATACCT TGAGATGAAG TACGTGTGTC
GTCTGGCCTT GGGCGGGAAG GATCAAAATA TGGCATGGAT GACTTCCTGG

1460 1470 1480

ACATGGCACA ACCCGTCGGT TGA....... .....
TTGGCAACAT GGCACAACCC GTCGGTTGA. .....
AGATTAAGTA TGTATGCATG GGCAACCTGG GTTGA
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9.2 Priloha 2 — sekvence primeri

Tab. 11 Sekvence primeri pouzité pro klonovani genit PPALDH5A a PpALDH5 pomoci PCR.
PP — posmérny primer, RP-reverzni primer, Ta — teplota annealingu [°C].

Primer Ta [°C] Sekvence (52> 37)
PpALDH5A_Ndel PP 63,6 CACTCATATGGGGTTTGCGCAAGTTGGT
PpALDH5A_Sall RP 66,5 CACGTCGACTCAGCACATGAAGGGTTGCT
PpALDH5B_Ndel PP 63,4 CACTCATATGGGCACAATGGTGCAGC
PpALDH5B_Sall RP 65,0 CATGTCGACTCAACCGACGGGTTGTG
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9.3 Priloha 3 — chromatografické zaznamy afinitni FPLC chromatografie
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Obr. 41 Chromatogram proteinii PpALDHSB (Eervend) a AHVALDHS (zelena). Pro afinitni chromatografii bylo vyuzito grandientu eluéniho pufru. Cerna barva
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Konduktivita [mS-cm™]

znazortiuje procento eluéniho pufru obsahujiciho imidazol o koncentraci 500 mmol-I* (B). Proteiny byly detekovany na zékladé spektrofotometrického

méteni absorbance pfi vinové délce 280 nm.
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9.4 Priloha 4 — chromatograficky zaznam gelové permeacni chromatografie

2020-11-18 dHVALDHS
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AHVALDH5
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Obr. 42 Piiklad chromatografického zaznamu gelové permeacni chromatografie. Eluovany protein AHVALDHS je zobrazen oranzovou barvou. Pomoci
kalibra¢ni zavislosti byla z ode¢teného elu¢niho objemu vypocitana molekulova hmotnost jednotlivych frakci analyzovanych proteint. Proteiny byly
detekovany na zakladé spektrofotometrického métfeni absorbance pfi vinové délce 280 nm.
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