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1 UVOD
Aldehyddehydrogenasovda (ALDH) nadrodina slucuje enzymy, které se podileji na

detoxikaci organismu pireménou reaktivnich aldehydd na pfislusné karboxylové
kyseliny (Yoshida et al. 1998; Brocker et al. 2013). Mezi nové objevené patii ALDH
rodiny 22 (ALDH22), poprvé potvrzena Kirchem et al. (2004), jez je pfitomna
u vodnich tas 1 suchozemskych rostlin, vyvinula se tedy pted pfechodem rostlin z vody
na sous (Zhang et al. 2012; Jimenez-Lopez et al. 2016b).

ALDH22 byva v rostlindch nejcastéji ptepisovana podle jednoho genu (Brocker et
al. 2013) ana zakladé signalni sekvence byva nejcastéji lokalizovana do
endoplazmatického retikula nebo sekrecni drahy (Gao a Han 2009; Jimenez-Lopez et al.
2010; Jimenez-Lopez et al. 2016b; Guo et al. 2017). Exprese ALDH22 byla potvrzena
ve vetSing rostlinnych pletiv, nejvice ve stonku a kvétu (Huang et al. 2008; Gao a Han
2009; Zhu et al. 2014; Gautam et al. 2019).

I kdyz Kirch et al. (2004) zjistil konstantni expresi ALDH22 béhem riznych
forem abiotického stresu, Zhang et al. (2012) a Tian et al. (2015) zaznamenali zménu
exprese, navic Huang et al. (2008) a Gautam et al. (2019) objevili v protomoru
ALDH?22 elementy responsivni na pfitomnost kyseliny abscisové (ABA)
a polyetylenglykolu (PEG).

Na zéklad¢€ experimentalni ¢asti je odhadovano, ze by se ALDH22 mohla ti¢astnit
fenylpropanoidové nebo lipoxygenasové drahy, navic relativné dobfe oxidovala
iisoprenoidni citral, acetaldehyd, produkt degradace cytokinini a nékteré
aminoaldehydy. V teoretické ¢asti je zpracovan metabolismus pifedpoklddanych
fyziologickych substrati ALDH22.

Fenylpropanoidova draha je pro rostliny dulezity mechanismus, ktery vyustuje
biosyntézou vonnych latek, antibiotik, pesticidl, signdlnich molekul a hlavné také
ligninu, ktery je nezbytny pro suchozemské rostliny (Heldt et al. 2011; Gleason
a Chollet 2012).

Pti lipoxygenasové reakci je do molekuly mastné kyseliny zabudovana molekula
kysliku, coz zpisobi jeji Stépeni. Lipoxygenasova draha je aktivovana pii mechanickém

poskozeni rostliny (Frankel 2005; Gleason a Chollet 2012).

10



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Aldehyddehydrogenasova nadrodina

ALDH tvofi nadrodinu enzymd, které pfeménuji Casto toxické aldehydy na ptisluSné
karboxylové kyseliny za soucasné redukce koenzymi NAD", piipadné NADP" (Yoshida
et al. 1998; Brocker et al. 2013). ALDH byly popsany u prokaryot, bakterii, hub, rostlin
i zivocichii (Sophos et al. 2001). Nékteré jsou uzce specifické, jiné preménuji Siroké
spektrum substrat (Lindahl 1992). Exprese ALDH genii se zvySuje v odpovédi na rizné
formy stresu jako teplo, vysoka salinita ¢i hypoxie (Tian et al. 2015; Gautam et al.
2019).

Jednotlivé ALDH rodiny slucuji enzymy, které se shoduji v primarni struktuie
alesponl ze 40 % a oznacuji se arabskou ¢islici; ALDH podrodiny pak slu€uji enzymy,
které se v primarni struktute shoduji alesponi ze 60 % a oznacuji se pismenem; poradi,
v jakém byla ALDH v ramci podrodiny objevena, je umisténo za ozna¢enim podrodiny
a je znaceno arabskou ¢islici (Vasiliou et al. 1999).

ALDH nadrodina slucuje 24 ALDH rodin. U Zivocichli jsou pfitomny rodiny
ALDHI1, ALDH2, ALDH3, ALDH4, ALDHS, ALDH6, ALDH7, ALDH8, ALDH9,
ALDHI10, ALDH16 a ALDHI18. U rostlin jsou pak pfitomny rodiny ALDH2, ALDH3,
ALDHS, ALDH6, ALDH7, ALDH10, ALDHI11, ALDHI12, ALDHI18, ALDHI9,
ALDH21, ALHD22, ALDH23 a ALDH24 (Marchitti et al. 2008; Brocker et al. 2013).

Monomery ALDH se skladaji z oligomerizacni, NAD" vazebné a katalytické
domény (Kotchoni et al. 2010). Katalytickym residuem v aktivnim mist¢ ALDH byva
cystein, ktery nukleofiln¢ napadé elektronové chudy atom uhliku karbonylové skupiny
substratu (Hempel et al. 1999; Wymore et al. 2004)

Spolu s dalsimi organickymi slou¢eninami, jako jsou alkoholy, thioly, ketony nebo
kyseliny, se aldehydy podileji na charakteristické vini pfirodnin jako ovoce, maso,
mlécné vyrobky, pivo nebo dievo (Schilling 2017).

2.2 Aldehyddehydrogenasy rodiny 22

ALDH22 jsou nové objevend enzymova skupina, kterd nebyla zatim dostate¢né
prozkoumana, a experimentalni ¢lanky o ni nepfinaseji jednotné informace; poprvé byla
potvrzena Kirchem et al. 2004. ALDH22 je piitomna u fas i suchozemskych rostlin,
takze se vyvinula jiz pted ptfechodem rostlin z vody na sou$ (Zhang et al. 2012;

Jimenez-Lopez et al. 2016b).
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ALDH22 byva v rostlindich vétSinou biosyntetizovana piepisem jednoho genu
(Brocker et al. 2013; Tian et al. 2015; Jimenez-Lopez 2016a), usdji byly zjistény
4 ¢lenové rodiny ALDH22 (Wang et al. 2017) au jablka 2 ¢lenové (Li et al. 2013).
ALDH22 u husenicku rolniho (4rabidopsis thaliana; AtALDH?22), kukufice seté (Zea
mays; ZmALDH22) aryze set¢ (Oryza sativa;, OsALDH22) vzajemné vykazuji
vysokou podobnost (Kirch et al. 2004).

ALDH22 ma ptibuznou sekvenci s dalsimi nové objevenymi rostlinnymi
rodinami, ato ALDH23 a ALDH24 (Wood a Duff 2009). V ramci fylogenetickych
stromtl riznych krytosemennych rostlin byva ALDH22 casto zafazena mezi ALDH3
a ALDHI11, naptiklad u lupiny uzkolist¢ (Jimenez-Lopez et al. 2016b), husenicku
rolniho, topolu chlupatoplodého (Tian et al. 2015), béru italského, kukutice seté nebo
ryze seté (Zhu et al. 2014).

Huang et al. (2008) odhaduji hmotnost monomeru ZmALDH22 na 65,62 kDa;
Gautam et al. (2019) na 65,75 kDa. Monomer OsALDH?22 se sklada nejvice z a-helixa,
jeho oligomerizacni doména je oproti ostatnim ALDH delsi, takze jeji a-helix se sklada
ptes sebe a stejné jako nékteré dalsi ALDH vaze NAD" hloubéji, ¢imz je NAD -kruh
vice chranény (Kotchoni et al. 2010). ALHD22 z lupiny téz vykazuje oproti ostatnim
ALDH odlisnou strukturu (Jimenez-Lopez 2016a).

Na zéklad¢ signdlni sekvence je ZmALDH22 predikovana do plastidd,
nejpravdépodobnéji do chloroplastii, coz bylo ovéieno i experimentdlné (Huang et al.
2008). Dong et al. (2017) lokalizuji ALDH22 z bavlniku do cytoplazmy stejné jako Hou
a Bartels (2015) AtALDH22 a Zhu et al. (2014) ALDH22 z béru. Podle Gao a Hana
(2009); Jimenez-Lopez et al. (2010); Jimenez-Lopeze et al. (2016b) a Gua et al. (2017)
je OsALDH22, ZmALDH22, bavlnikovd ALDH22, raj¢atovd ALDH22 soucasti
sekrecni drahy aendomembranového komparmentu. Tian et al. (2015) zjistili
konsistentni expresi ALDH22 u topolu napfi¢ rliznymi organelami.

OsALDH?2?2 je exprimovana podobné¢ v mladém kofeni imladém listu, vice
v kvétech a nejvice ve stonku (Gao a Han 2009). V mladém listu byla zji§téna mira
exprese ZmALDH?22 ptiblizné¢ dvakrat vyssi oproti zralému listu a vyrazné nejvyssi
exprese byla zaznamendna ve stoncich a v zrnu sazenic — pfiblizné pétkrat vyssi nez
u kotent. Exprese ZmALDH22 probiha podobné v koteni, zralém listu, kukufi¢nych

vlasech a mladém embryu (Huang et al. 2008). U brukve byla zjiSténa nejvyssi exprese
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ALDH?22 v kvétu a plodu, kde byla dokonce druhou nejzastoupené€jsi ALDH; relativné
nizka exprese byla zaznamendna v listu a kofeni (Gautam et al. 2019). U béru byla
nejvyssi exprese ALDH?2?2 zjisténa v kofeni, méné pak ve stonku a témet viibec v listech
(Zhu et al. 2014).

Exprese ALDH v organismech byva ovlivnéna stresovymi podminkami (Tian et
al. 2015; Gautam et al. 2019). Kirch et al. (2004) zjistili, ze AtALDH2?2 se exprimuje
v kofeni a téle rostliny konstitutivné, nebot mira jeji transkripce nebyla zménéna
v odpovédi na osmoticky stres ve formé nedostatku vody, zvySené koncentrace ABA
nebo chloridu sodného. Diky tomu navrhuji Wood a Duff (2009) zaradit ALDH22 mezi
zékladni ALDH, dilezité pro rostliny.

Podle Huanga et al. (2008) byla naopak zvySena tirovein mRNA genu ZmALDH?2?2
v kofenech sazenic po vystaveni nedostatku vody, vysoké koncentraci ABA nebo
chloridu sodného. Autofi ¢lanku piipravili transgenni tabdk nadexprimujici vlozeny gen
ZmALDH?2, ktery vykazoval vyrazné vy$si toleranci rostliny na ptitomnost manitolu,
malondialdehydu, tudiz se Hung et al. (2008) domnivaji, Ze by mohla byt ALDH22
zapojena v odpovédi na exogenni iendogenni pfitomnost ABA; domnénka byla
potvrzena analyzou promotoru ZmALDH?22, ktery obsahuje sekvenci responzivni na
pritomnost ABA.

V brukvi byla zjisténa téZ zvySena exprese ALDH?22 v kotfeni a ve vyhoncich pfti
odpovédi na salinitni stres, navic ina zvySenou pfitomnost peroxidu vodiku
a ptitomnost PEG — v promotoru genu ALDH?22 byl zjis§tén element zodpovédny za
zvyseni exprese v piitomnosti PEG (Gautam et al. 2019).

Zvyseni exprese pii ptitomnosti PEG a peroxidu vodiku bylo potvrzeno i u béru,
pfi salinitnim stresu pak uroven ALDH22 narostla vyrazné. Pii teplotnim stresu
dochazelo ke snizeni exprese jak pii chladu, tak pii teple (Tian et al. 2015). I exprese
ALDH?22 ve vinné révé byla snizena chladovym stresem pii 5 °C, navic vSak i pii
salinitnim stresu a dlouhotrvajicim vodnim deficitu (Zhang et al. 2012). Exprese
OsALDH?2?2 byla vyrazn¢ redukovana v listech po vystaveni ryze nedostatku vody (Gao
a Han 2009).

2.3 Mozné prirozené substraty aldehyddehydrogenasy 22

Na zéklad¢ experimentdlni ¢asti je odhadovéno, ze ALDH22 by se mohla ucastnit
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fenylpropanoidové nebo lipoxygenasové drahy, navic relativné dobfe oxidovala

1 isoprenoidni substrat, produkt degradace cytokinini a n¢které aminoaldehydy.

2.3.1 Produkty aldehyddehydrogenasy rodiny 22 jako soucast
fenylpropanoidové drahy

Fenylalanin je pro rostlinu vyznamna aminokyselina, kterd je prekurzorem mnohych
aromatickych latek, na néz je preménovana v fenylpropanoidové draze (Obr. 1).
Fenylpropanoidova drédha vede k biosyntéze antibiotik, pfirodnich pesticidi, signalnich
molekul, atraktantl, protektanti, vonnych latek jako vanilin nebo myriscin, pfirodnich
produktt specifickych pro jednotlivé rostliny a hlavné také stavebnich jednotek ligninu,
druhého nejzastoupenéjsiho biopolymeru na planet¢ (Heldt et al. 2011; Gleason
a Chollet 2012). Fenylpropanoidovd draha byla potvrzena u hub, bakterii, nizSich
1 vyssich rostlin a patfi obecné k sekundarnimu metabolismu, nicméné jelikoz vrcholi
pravé biosyntézou ligninu, mize byt pro suchozemské rostliny fazena k primarnimu
metabolismu (Gleason a Chollet 2012).

Enzymy fenylpropanoidové drdhy jsou asociované s rtiznymi bunéénymi
kompartmenty, naptiklad endoplazmatickym retikulem, cytosolem (Hrazdina a Wagner
1985; Achnine et al. 2004) nebo chloroplasty (Gestetner a Conn 1974).

V Sikimatové draze vznikd pro ¢lovéka esencialni aminokyselina fenylalanin pfi
nekolikastupnové pfeméné pies Sikimat a chorismat z fosfoenolpyruvatu, ziskaného pti
glykolyze, a erytrosy-4-fosfatu, ziskané pti pentosovém cyklu (Gleason a Chollet 2012;
Kodicek et al. 2015).

Fenylalanin v pfitomnosti fenylamoniaklyasy (EC 4.3.1.5) podléhé deaminaci za
vzniku kyseliny trans-skotficové (Gleason a Chollet 2012). Skoficova kyselina mize byt
redukovana na hydroskotficovou kyselinu (Chamkha et al. 2001).

Kyselina trans-skoticova je hydroxylovana enzymem cinnamat-4-hydroxylasou
(EC 1.14.13.11) na p-kumarovou kyselinu za soucasné¢ oxidace NADPH na NADP".
Analogové mulZe vznikat p-kumarova kyselina pfeménou tyrosinu enzymem
tyrosinamoniaklyasou (EC 4.3.1.23), coz bylo potvrzeno u nékterych trav (Heldt et al.
2011); obecné vSak tyrosin neni prekurzor vétSiny fenolitickych latek (Buchanan et al.
2015).

Kyselina p-kumarova je spolu s koenzymem A za hydrolyzy dvou molekul ATP

preménéna p-kumarat:CoA-ligasou (EC 6.2.1.12) na p-kumaroyl-CoA. Ten je pfeménén
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Obr. 1 Fenylpropanoidova drdha. Hlavnim prekurzorem fenylpropanoidové drdhy je
fenylalanin, tyrosin byl jako prekurzor potvrzen pouze u nékterych rostlin (Gleason et al.
2012).  Vysvétlivky:  h-CCSQ-HCT =  hydroxycinnamoyl-CoA-Sikimat:kvinat-
hydroxycinnamoyl-transferasa; kum-ALDH = kumaroylaldehyddehyrogenasa; p-k:CoA-1
= p-kumarat:CoA-ligasa; p-k-CoA-red = p-kumaroyl-CoA- reduktasa
SAM = S-adenosylmetionin; SAH = S-adenosylhomocystein; TAL =
tyrosinamoniaklyasa. Obrazek byl vytvofen podle Gleasona a Cholleta (2012).

na kafeoyl-CoA a vodu za katalyzy enzymem

hydroxycinnamoyl-CoA-Sikimat:kvinat-hydroxycinnamoyl-transferasou (EC 2.3.1.133),
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soucasn¢ probiha stépeni molekuly kysliku a oxidace koenzymu NADPH. Kafeoyl-CoA
je  metylovdin enzymem  kafeoyl-CoA/5-hydroxyferuoyl-3-O-metyltransferasou
(EC 2.1.1.68) na feruoyl-CoA, donorem metylové skupiny je S-adenosylmethionin,
znéhoz vznikd S-adenosylhomocystein. Feruloyl-CoA muze byt téZ hydroxylovan
ferulat-5-hydroxylasou (EC 1.14.14.B13) v pfitomnosti molekuly kysliku na
5-hydroxy-feruloyl-CoA za soucasné oxidace NAPDH. 5-hydroxy-feruoyl-CoA je
kafeoyl-CoA/5-hydroxyferuoyl-O-metyltransferasou metylovan na sinapoyl-CoA.

Ferulolyl-CoA nebo sinapoyl-CoA jsou redukovany za oxidace NAPDH na
koniferylaldehyd nebo sinapylaldehyd p-kumaroyl-CoA-reduktasou (EC 1.2.1.44),
soucasn¢ molekulu opousti koenzym A. Koniferylaldehyd a sinapylaldehyd jsou pak
redukovany kumaroylaldehyddehydrogenasou (EC 1.1.1.195) na koniferylalkohol nebo
sinapylalkohol, prekurzory ligninu (Heldt et al. 2011; Gleason a Chollet 2012;
Buchanan et al. 2015).

Koniferylalkohol, sinapylalkohol a p-kumarova kyselina jsou transportovany
mimo bunky, kde jsou lakcasami (EC 1.10.3.2) a peroxidasami (EC 1.7.11.7)
zpolymerizovany na lignin. Kyselina p-kumarova je vyznamna vychozi slouc¢enina pro
biosyntézu mnohych rostlinnych metaboliti (Heldt et al. 2011).
2.3.1.1 Benzaldehyd

Benzaldehyd je molekula s vyraznou vini, kterd se podili na aroma rostlin a pfirodnich
produktti. Benzaldehyd je hlavni slozka esencidlniho oleje z jader hoikych mandli,
merunék, Svestek, tiesni (Butzenlechner et al. 1989) nebo tieba z listli broskvoni (Verma
et al. 2017). Pfitomnost benzaldehydu byla také potvrzena v olivovém oleji (Vichi et al.
2007), dynovém oleji (Matsui et al. 1998) nebo sezamovém oleji, kde byl dokonce
vyrazné zastoupen (Shimoda et al. 1997). Benzaldehyd se vyrazné podili na vini tfesni
(Girard a Kopp, 1998) abroskvi (Horvat et al. 1990), v mensi mife je piitomen
v bortivkach (Rohloff et al. 2009) nebo naptiklad jahodach (Jouquand et al. 2008), je
také ptitomen v kaveé arabice (Bertrand et al. 2012). Benzaldehyd mé antifungdlni
ucinky (Xie et al. 2017).

Benzaldehyd se podili na viini kvétin, naptiklad petinii, pchace, pétiprstky nebo
jasminu. Petinie vylucuji benzaldehyd hlavné v noci, pétiprstky vonné naopak ve dne.
U pchéace rolniho lakal benzaldehyd opylovace i florivory, které pfitahoval ze vSech

zkoumanych volatilnich latek nejvice (Boatright et al. 2004; Huber et al. 2005; Theis
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Obr. 2 Benzaldehyd vznika z meziproduktu fenylpropanoidové drahy, kyseliny trans-skoficové,
ktera je hydroxylovana a jeji produkt 3-hydroxy-3-fenylpropionova kyselina podléha
retroaldovému $tépeni. Vysvétlivky: B2H = benzoat-2-hydroxylasa. Pievzato a upraveno
podle Boatright et al. (2004).

2006; Edris et al. 2008).

Hydrataci trans-skoticové kyseliny vznika 3-hydroxy-3-fenylpropionova kyselina,
kterd miize byt pfi nasledném retro-aldolovém Stépeni pfeménéna na benzaldehyd
a acetat. Benzaldehyd je nasledné oxidovan na benzoovou kyselinu za souc¢asné redukce
NAD" (Obr. 2; Boatright et al. 2004; Long et al. 2009). Benzoova kyselina muze
z trans-skoficové kyseliny také vznikat B-oxidaci postranniho fetézce aromatického
kruhu, u této cesty neni v§ak meziproduktem benzaldehyd (Jarvis et al. 2000). Kyselina
benzoova je jednim z moznych prekurzort kyseliny salicylové — kyselina benzoova
muize byt hydroxylovana na kyselinu salicylovou enzymem benzoat-2-hydroxylasou
(EC 1.14.12.10) za ucasti molekuly kysliku (Leon et al. 1995).

Benzaldehyd vznikd také vjadrech merunék nebo tfeSni hydrolytickym
enzymatickym Stépenim amygdalinu B-glukosidasou (EC 3.2.1.21) pies prunasin
a (R)-mandelonitril a hydroxynitrillyasou (EC 4.1.2.37) za soucasn¢ho uvolnéni
kyanidovodiku (Poulton 1988).

Benzoova kyselina vznika pfi degradaci ligninu bakteriemi (Gutierrez et al. 1994).
2.3.1.2 Fenylacetaldehyd
Fenylacetaldehyd se podili na vini kvétin, napiiklad petunii, pchafe rolniho nebo
petiprstky. Petlinie a pétiprstka vonna vylucuji fenylacetaldehyd hlavné v noci,

u pétiprstky byl nejvice vyluCovanou vonnou latkou. U pchace rolniho Ilékal

17



- o
o |
I
(o]
PAAS
0, co,
HO  HO,

fenylalanin NH3  fenylacetaldehyd

NH; o] (o]
OH ‘ OH
9] (8]
transaminace
H,O NH, Co,

fenylalanin fenylpyrohroznova kyselina fenylacetaldehyd

Obr. 3 Dva zplusoby vzniku fenylacetaldehydu =z fenylalaninu.  Vysvétlivky:
PAAS = fenylalanintransamisana. Pfevzato a upraveno podle Boatright et al. (2004)
a Kaminaga et al. (20006).

fenylacetaldehyd spiSe opylovace nez florivory (Boatright et al. 2004; Huber et al. 2005;
Theis 2006).
Fenylacetaldehyd je také ptitomen v kaveé arabice (Blank et al. 1992), viné
(Sarrazin et al. 2007) a araSidovém nebo dynovém oleji (Matsui et al. 1998).
Fenylacetaldehyd vznika pfimo z L-fenylalaninu enzymem
fenylacetaldehydsyntasou (EC 2.6.1.58; EC 4.1.1.53), coz je bifunkéni enzym, ktery
L-fenylalanin soucasn¢ dekarboxyluje a deaminuje za uvolnéni peroxidu vodiku
(Kaminaga et al. 2006). Boatright et al. (2004) navrhuje i1 opacny sled reakci, a to
nejprve  zbaveni amonného iontu L-fenylalaninu fenylalanintransaminasou
(EC 2.6.1.58) za vzniku fenylpyrohroznové kyseliny, ze které naslednou dekarboxylaci
vznika fenylacetaldehyd (Obr. 3). Fenylacetaldehyd tedy nevznika z benzaldehydu.
Fenyloctovd kyselina vznikd z fenylacetaldehydu pii degradaci ligninu nebo
styrenu bakteriemi, vyuzivajicimi enzym fenylacetaldehyddehydrogenasu (EC 1.2.1.39;
Gutierrez et al. 1994; Bestetti et al. 2004).
2.3.1.3 m-anisaldehyd a p-anisaldehyd
Aromaticky p-anisaldehyd je ptirodni latka s vyraznym aroma piipominajici vanilin
(Schilling 2017) aje soucasti anyzového esencidlniho oleje ziskdvaného z bedrniku
anyzového, kde tvofi neceld 2 % (Rodrigues et al. 2003). Podili se vyrazn& na viini

kvétin, naptiklad pchace (Theis 2006) nebo orchideji, unichz byla potvrzena

18



1 pfitomnost p-anisové kyseliny (Dormont et al. 2014). I kdyz tvoti u pchace rolniho jen
0,5 % vonnych latek, je absolutné nejvice atraktivni latkou pro opylovace, navic se laka
1 florivory (Theis 2006).

I kdyz €lenovce tfasnénku zapadni velmi pfitahovala viin€ p-anisaldehydu, jeho
strukturné blizky izomer m-anisaldehyd neovliviioval jeji chovani ani pfi
desetitisicnasobné koncentraci oproti p-anisaldehydu, ktery jiz pii nizké koncentraci
vabil hmyz (Koschier et al. 2000). Aplikace p-anisaldehydu na brouky ruSniky
diviznovité zvySovala jejich atraktivitu pro druhé pohlavi, mirné zvySeni atraktivity
zpusobil i m-anisaldehyd (Imai et al. 2002). Naopak hmyz Megoura viciae ptitahuje
vun¢ m-anisaldehydu oproti p-anisaldehydu ptiblizn€ ze 80 % (Visser a Piron 1995).

Ptitomnost p-anisaldehydu dava aroma i houbam (Rapior et al. 2002) aje také

pfitomen v kavé arabice (Blank et al. 1992).

Prekurzorem p-anisaldehydu je tyrosin (Okamoto et al. 2002) i fenylalanin
(Mester et al. 1997). Odstranénim hydroxylové skupiny z tfiuhlikatého vedlejsiho
tetézce koniferylalkoholu vznikd karbokation, ktery je stabilizovan rezonanci mezi
svymi dvéma konformacemi, ato propenylkationtem a allylkationtem. Redukce
propenylového kationtu a nasledna dehydratace vedou k trans-anetolu (Obr. 4a; Gleason
a Chollet 2012). U bakterii Arthrobacter aurescens a Pseudomonas putida
p-anisaldehyd vznikd pfi degradaci frans-anetolu trans-anetoloxidasou (EC 1.13.99.6)
na p-anisaldehyd za tucasti molekuldrniho kysliku a vody, kdy dochdzi ke zkraceni
postranniho fetézce aromatického kruhu. p-anisaldehyd je pfeménovan na p-anisovou
kyselinu, kterda mize byt dale degradovéna (Obr. 4b; Shimoni et al. 2002; Han et al.
2012a). U Pseudomonas putida byl objeven gen pro p-anisaldehyddehydrogenasu, ktery
se nachazi v klastru s trans-anetoloxidasou, a exprimovany protein je pak schopny
pfeménovat i veratraldehyd, vanilin a piperonal (Han et al. 2012b).

p-anisaldehyd vznika také z p-anisalkoholu, jehoz mnozstvi se citeln¢ snizilo, jak
v hlivé rostlo mnozstvi p-anisaldehydu. p-anisaldehyd je také spolu s dalSimi
aromatickymi latkami produkt degradace ligninu (Gutierrez et al. 1994).

p-anisaldehyd ma antimikrobidlni ucinky. U lidského patogenu Pseudomonas
aeruginosa snizuje piidavek p-anisaldehydu transkripci nékterych enzymt glykolyzy
nebo dychaciho fetézce, naruSuje integritu povrchu a zvySuje produkci chaperonil

a heat-shock proteinti (Adewunmi et al. 2020). Antimikrobialni aktivita byla potvrzena
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upraveno z Gleasona a Cholleta (2012) a Hana et al. (2012a).

1 vici Saccharomyces cerevisiae (Yu et al. 2010). Byla potvrzena i antimikrobialni
aktivita u p-anisové kyseliny (Prasad et al. 2014).
23.14 trans-cinnamaldehyd a hydrocinnamaldehyd
Trans-cinnamaldehyd tvofi hlavni slozku esencidlniho oleje ze skotficovniku (Tung et al.
2010). Esencidlni olej zklry skoficovniku se skladd jednoznaéné nejvice ze
cinnamaldehydu, zastoupen je vSak i hydrocinnamaldehyd; v oleji zkotene, listd
aplodu jsou cinnamaldehyd ahydrocinnamaldehyd zastoupeny v malé mife
(Paranagama et al. 2001). Cinnamaldehyd se podili lehce na viini pétiprstky (Huber et
al. 2005) a orchideji (Dormont et al. 2014), trans-cinnamaldehyd je atraktivni pro
opylovace (Andrews et al. 2007).

Cinnamaldehyd mé vyrazné antibakteridlni (Moleyar a Narasimham 1992),

dokéazén 1 jeho antihyperglykemicky a antiobezitni u¢inek (Camacho et al. 2015).
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Obr. 5 Obecny mechanismus lipoxygenasové drahy, mozného producenta substratil
aldehyddehydrogenasy rodiny 22. Mastné kyseliny mohou byt timto mechanismem
degradovany i bez Gcasti enzymii. Pfevzato a upraveno podle Heldta et al. (2011).

2.3.2 Lipoxygenasova draha jako producent substrati

aldehyddehydrogenasy rodiny 22
Obecny mechanismus lipoxygenas (EC 1.13.11.x) zahrnuje nejprve zabudovani
molekuly kysliku do mastné kyseliny v poloze C9 nebo C13 za vzniku substitu¢niho
hydroperoxyderivatu mastné kyseliny, volného radikdlového meziproduktu, jenz je
nasledné $tépen hydroperoxylyasou (EC 4.2.99.x) na oxokyselinu. Oxokyselina je
nestabilni a spontanné se rozkladd na mens$i molekuly (Obr. 5; Heldt et al. 2011).
Mastné kyseliny mohou byt takto degradovany isamovolné bez ucasti enzymu
(Frankel 2005).

Takto vznikd z 13-hydroxyperoxylinolenové kyseliny trans-2-hexenal, ktery je
v rovnovaze s trans-3-hexenalem (Obr. 5; Heldt et al. 2011); z 13-hydroperoxylinolové
kyseliny pentanal, pentanova kyselina, hexanal 1ihexanovéd kyselina (Obr. 6)
a z 9-hydroperoxylinolové kyseliny heptanal, heptanova kyselina, oktanova kyselina

anonenal (Obr. 6; Keszler et al. 2000). Oktanal vznika stejnym zpiisobem z oleové
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Obr. 6 Linolova kyselina jako prekurzor moznych substratti aldehyddehydrogenasy rodiny 22.

Ptevzato a upraveno podle Frankela (2005).

kyseliny (Frankel 2005). Hexanal a heptanal vznikaji také oxidaci konjugati olejové

kyseliny (Garcia-Martinez et al. 2009). Obecné pii lipoxygenasové reakci vznikaji

1 trans-alkeny a trans,trans-alkdieny (Frankel 2005).

Neékteré produkty lipoxygenas proptijcuji rostlin€ travnatou vini, kterd se vyrazné

uvoliiuje pi1 mechanickém poskozeni listd, napiiklad pii napadeni rostlin bylozravci,

a 1aka tak hmyz, jiz se na byloZravcich Zivi (Gleason a Chollet 2012).

2.3.2.1 pentanal, hexanal, heptanal, oktanal, nonanal

Jejich pfitomnost byla potvrzena v rtiznych pfirodnich produktech bohatych na tuky,

22



jako je naptiklad olivovy olej (Vichi et al. 2007) nebo sezamovy olej (Shimoda et al.
1997), u fermentovanych klobéasek se podileji nejvyraznéji na chuti (Olivares et al.
2009). Jsou také ptitomny v hovézim mase (Rochat a Chaintreau 2005) a mizou se
uvolnovat z dievénych vyrobkii (Baumann et al. 2000). Pentanal, hexanal, heptanal,
oktanal a nonanal mtzou byt pouzity jako biomarkery lipidové peroxidace (Ghorbani
Gorji et al. 2019).

Tyto aldehydy se podili na i viini rostlin a jejich ploda. Pfitomnost pentanalu byla
potvrzena u tfeSni. Hexanal se vyrazné¢ podili na vini tfeSni (Girard a Kopp
1998) a broskvi (Horvat et al. 1990); jeho pfitomnost byla také potvrzena v jablkach
(Plotto et al. 1998), pomerancich (Bai et al. 2009), jahodach (Schulbach et al. 2004)
a bortivkach (Rohloff et al. 2009). Navic jsou hexanal a hexanova kyselina piitomny
v kav¢ arabice (Bertrand et al. 2012). Heptanal se podili na viini bortivek (Rohloff et al.
2009) a tiesni (Girard a Kopp 1998); oktanal pomeranct (Bai et al. 2009) nebo bortivek
(Rohloff et al. 2009) a nonanal mandarinek (Tietel et al. 2011), jahod (Jouquand et al.
2008), tresni (Girard a Kopp 1998) aboriivek (Rohloff et al. 2009). Nonanal je
1 uvolnovan z kvéth orchideji (Dormont et al. 2014).

Pfitomnost pentanové, hexanové, heptanové, oktanové nebo nonanové kyseliny
byla potvrzena napiiklad v sezamovém oleji (Shimoda et al. 1997), jahodéach (Jouquand
et al. 2008) nebo susené Sunce (Lopez et al. 1992); samotnd hexanova je pak vyrazné
zastoupena v liskoofiSkovém oleji (Matsui et al. 1998).

Hexanal by mohl byt pouzivan jako biomarker metabolismu Streptococcus
pneumoniae v dechu pacienti (Filipiak et al. 2012). Pfitomnost heptanalu byla zjiSténa
v dechu pacienta trpicich rakovinou prsu (Phillips et al. 2006). Pfitomnost oktanalu
a nonanalu byla potvrzena i na lidské kizi (Ruzsanyi et al. 2012).
2.3.2.2 trans-2-hexenal a trans, trans-2,4-hexadienal
Trans-2-hexenal podili vyrazné na vini a chuti nékterého ovoce nebo zeleniny, a to
tteSni (Girard a Kopp 1998), broskvi (Horvat et al. 1990), jahod (Jouquand et al.
2008) a je druhou nejzastoupenéjsi latkou v olivovém oleji (Vichi et al. 2007). Tvofi
také v mensi ¢asti viini bortivek (Rohloff et al. 2009) a mandarinek (Tietel et al. 2011).

Ptitomnost trans,trans-2,4-hexadieanalu byla potvrzena v olivovém oleji (Vichi et

al. 2007) a hovézim mase (Rochat a Chaintreau 2005).
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23.23 trans-2-nonenal

Trans-2-nonenal byl potvrzen v kavé arabice (Blank et al. 1992), liskootiskovém oleji
aoleji zdynovych seminek, navic i mirné v araSidovém oleji (Matsui et al. 1998)
a olivovém oleji (Vichi et al. 2007).

Trans-2-nonenal vznika také pii oxidaci polynenasycenych kyselin. Linolova
kyselina je zkracena enzymy [-oxidace, enoyl-CoA-isomerasou (EC 5.3.3.8),
acyl-CoA-dehydrogenasou (EC 1.3.99.3) a 2,4-dienoyl-CoA-reduktasou (EC 1.3.1.34)
pfeménén na trams-3-nonenal-CoA, ktery je enoyl-CoA-isomerasou pieménén na
trans-2-nonenal-CoA, jenz je béhem B-oxidace pfeménén na acetyly-CoA (Berg et al.

2002).
2.3.3 Citral

Citral je smés dvou stereoisomert geranialu (cis-isomer) a neralu (trans-isomer)
(Akhila 1985), jez maji vyraznou vuni a podileji se na aroma esencidlnich olejl,
zejména z citronovniku, limetky (Lota et al. 2002), citronové travy (Chanthai et al.
2012) nebo medunky (Pino et al. 1999); v mensi mife se podileji také na vini perily (Ito
et al. 1999) nebo zazvoru. Mnozstvi citralu se v zazvoru béhem skladovani zvysilo
spolu s poklesem jejich prekurzoru (Sekiwa-Iijima et al. 2001). Citral také funguje jako
poplasny feromon u rozto¢t (Shimizu et al. 2004) a ma antibakteridlni a antifungalni
ucinky (Kakarla a Ganjewala 2009). Pfitomnost citralu u semen pSenice inhibovala
jejich vyvoj (Dudai et al. 2000).

Citral je C10 monoterpen, skladajici se ze dvou isoprenoidnich jednotek, jez maji
puvod v glukose; je to tedy produkt metylerytriol-4-fosfatové drahy (Liiddeke et al.
2012; Gupta a Ganjewala 2015). Vznika z geranyl-difosfatu postupnou pfeménou pies
geraniol za ucasti enzymil geraniolsyntasy (EC 4.2.3.8) a geranioldehydrogenasy
(EC 1.1.1.183; Sato-Masumoto a Michiho 2014). Geranioldehydrogenasa u roztocu,
bakterii, rostlin a hlavné také citronové travy je NAD"-dependentni a vykazuje vysokou
specifitu pro geraniol, ktery pfeménuje na geranial; neral vznikd pouze isomeraci
geranialu, nebot’ neni substratem geranioldehydrogenasy (Singh-Sangwan et al. 1993;
Noge et al. 2005; Hassan et al. 2012; Liiddeke et al. 2012). Pfitomnost
geranioldehydrogenasy byla potvrzena také u zazvoru, u néjz jako koenzym vyuzivala
NADP"® (Sekiwa-lijima et al. 2001) a pfeménovala s podobnou uc¢innosti geraniol

a nerol na citral (Obr. 7; lijima et al. 2014).
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Obr. 7 Biosyntéza a degradace citralu. Citral je i prekurzorem dalSich vonnych latek citronellu
a citranellalu. Vysvétlivky: A = trans-3,7-dimetyl 2,6-oktandienova kyselina; B =
cis-3,7-dimetyl-2,6-oktandienova kyselina; C =
3-hydroxy-3,7-dimetyl-6-oktendikarboxylova kyselina; D =
3,7-dimetyl-6-oktendikarboxylova kyselina.

U semen pSenice byl citral katabolizovan na geraniovou kyselinu, nerovou
kyselinu, geranial aneral; semena pSenice katabolizovala citral, ikdyz zadné
monoterpeny neobsahovala (Dudai et al. 2000). U bakterii byl také za ucasti ALDH
pfeménén na monokarboxylové kyseliny, navic je mozna pfemeéna citralu na citronellal
a citronellol enoatreduktasou (EC 1.3.1.31) a alkoholdehydrogenasou (EC 1.1.1.1),
pfipadné na sulkaton citrallyasou (EC 4.1.2.61) za odsStépeni acetaldehydu; cesta
z citralu na citronellol muze vést i pfes nerol/geraniol (Hall et al. 2006). U kralika
a krys je citral také metabolizovan na geraniovou a nerovou kyselinu, ty jsou pak déle
pfeménény na 3-hydroxy-3,7-dimetyl-6-oktendikarboxylovou kyselinu a 3,7-dimetyl-6-
oktendikarboxylovou kyselinu (Akhila 1985; Ishida et al. 1989).

2.3.4 3-metyl-2-butenal

Molekula 3-metyl-2-butenalu vznika degradaci cytokininu
N°-(A*-isopentenyl)-adenosinu, ktery je degradovan oxidaénim §tépenim postranniho

isoprenoidniho fetézce cytokininoxidasou/dehydrogenasou (EC 1.5.99.12) za soucasné
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Obr. 8 Vznik 3-metyl-2-butenalu pfi oxida¢nim Sté€peni cytokininu isopentenyladeninu
enzymem cytokininoxidasou/dehydrogenasou (CKX/CKDH). Pfevzato a upraveno podle
Buchanana et al. (2015).

redukce FAD. Vznikd iminovy meziprodukt, ktery je vzapéti hydrolyzovan na adenin
a 3-metyl-2-butenal (Obr. 8; Buchanan et al. 2015). 3-metyl-2-butenal vznikd také
degradaci xylenu bakteriemi Bougainvillea buttiana (Sangthong et al. 2016).

Zvysené mnozstvi 3-metyl-2-butenalu bylo zjiSt€éno urajéat po napadeni
houbovym patogenem Alternaria alternata, takze mize byt biosyntentizovan ve vyssi
mife v odpovédi na pfitomnost patogent (Encinas-Basurto et al. 2017).

Je to t€kava sloucenina a jeji pfitomnost byla detekovana ve vafeném mase (Le
Guen et al. 2000), chilli paprickach (Quijano a Pino 2010) nebo ostruzinach
(Georgilopoulos a Gallois 1987). 3-metyl-2-butenal byl potvrzen ina lidské kazi
(Ruzsanyi et al. 2012).

2.3.5 3-aminopropionaldehyd a 4-aminobutyraldehyd
3-aminopropionaldehyd (APAL; Yu et al. 2004) a 4-aminobutyraldehyd (ABAL; Wood
et al. 2007) jsou cytotoxické a vznikaji pfi katabolismu polyaminti (Buchanan et al.
2015).

APAL vzniké pfi oxidaci sperminu na spermidin nebo pii oxidaci spermidinu na
putrescin riznymi isoenzymy polyaminoxidasy (EC 1.5.3.11) za pfitomnosti molekuly
kysliku a vody a soucasného uvolnéni peroxidu vodiku (Obr. 9; Buchanan et al. 2015).
APAL muze byt 3-aminopropionaldehyddehydrogenasou (EC 1.2.1.87) pfeménén na
3-aminopropanovou kyselinu neboli B-alanin (Awal et al. 1995), ktery je vyznamnou
sloZzkou kosterniho svalu karnosinu (Hill et al. 2007) nebo vitaminu Bs (Ottenhof et al.
2004).

KdyZz je termindlni (primarni) aminoskupina putrescinu podrobena oxidativni

deaminaci diaminoxidasou (EC 1.4.3.22), vysledkem je spole¢ny vznik ABALu,
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Obr. 9 Aminoaldehydy 3-aminopropionaldehyd a 4-butyraldehyd vznikaji pti katabolismu
polyaminti. Vysvétlivky: DAO = diaminoxidasa; PAO = polyaminoxidasa. Pfevzato a
upraveno podle Buchanana et al. (2015).

peroxidu vodiku a amoniaku. Oxidaci sekundarni aminoskupiny spermidinu formuji
polyaminoxidasy peroxid vodiku, 1,3-diaminopropan a ABAL. Vznikajici ABAL
spontanné  cyklizuje na 1-pyrrolin  (Buchanan et al. 2015), ktery je
pyrrolindehydrogenasou (EC 1.2.1.19) pfeméiovan na kyselinu 4-aminobutanovou
(y-aminomaselnou, GABA) za soucasné redukce NAD™ (Obr. 9; Flores a Filner 1985;
Schieberle 1990).

Vznikla GABA muze vstoupit do mitochondrie, kde je transaminovana na
sukcinatsemialdehyd, ktery je sukcinatsemialdehyddehydrogenasou (EC 1.2.1.16)
oxidovan na sukcinat, jenz se ucastni Krebsova cyklu (Berg et al. 2002).

Akumulace GABA v rostlindch byla potvrzena v odpovédi na stres, napiiklad na
zvySenou teplotu (Mayer et al. 1990) i nizkou teplotu (Cholewa et al. 1997), salinitni
stres (Bolarin et al. 1995). U lidi je GABA nejdilezit&jsi inhibi¢ni neurotransmiter
v centralni nervoveé soustave, jejim prekurzorem je glutamat (Koolman a R6hm 2012).

APAL 1 ABAL jsou spolu sdal§imi aminoaldehydy pfeménovany
aminoaldehyddehydrogenasou (EC 1.2.1.19), ktera patii do rodiny ALDH10; ALDH10
z rajCete vykazovala s ABALem nejvyssi aktivitu (Kopecny et al. 2013).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a chemikalie

3.1.1 Biologicky material
Vedouci prace byly dodany bakterie transformované plazmidem nesouci konstrukt
ZmALDH22 (Tab. 1; u ZmALDH22 nebyla vyjmuta signalni sekvence, u dZmALDH22
byla vyjmuta ¢ast signalni sekvence au 2dZmALDH22 byla vyjmuta znacna Cést
signalni sekvence). Geny byly do plazmidi v expresnich buinikach klonovéany tak, aby
po spusténi exprese nesly proteiny ALDH22 na N-konci histidinovou kotvu (ze 6
histidintl). Klonovani ZmALDH22 probihalo stejnym zplisobem jako klonovani
HvALDH22, kter¢ bylo provedeno v ramci diplomové prace.
Primery pro HvALDH22? byly navrzeny Mgr. Radkou Koncitikovou, Ph.D.
a Mgr. Davidem Kope¢nym, Ph.D.; forward primer byl navrzen dvakrit a béhem
exprerimentalni ¢asti byla porovnana jejich specifita.
Dalsi biologicky material:
*  Escherichia coli, NEB 5-a (New England Biolabs, Hitchin, UK)
* Escherichia coli, BL 21(New England Biolabs, Hitchin, UK)
* semena je¢mene seté¢ho, odriida Golden Promise
* semena kukufice seté, odruda Celux225
* plazmid pET28a (New England Biolabs, Hitchin, UK)
* plazmid pET32b (New England Biolabs, Hitchin, UK)

Tab. 1 Prehled dodanych bunck transformovanych plazmidem nesouci gen pro kukufi¢nou
aldehyddehydrogenasu rodiny 22 (ZmALDH22). V tabulce je uveden kmen expresnich
bakterii Escherichia coli, ptislusny plazmid, ktery byl pouzit, a antibiotikum, na néZ nese
plazmid resistenci. U ZmALDH22 nebyla vyjmuta signélni sekvence, u dZmALDH22
byla vyjmuta ¢ast signalni sekvence a u 2dZmALDH?22 byla vyjmuta zna¢na Cast signalni

sekvence.
Typ ZmALDH22 Kmen Escherichia coli Plazmid Antibiotikum
ZmALDH22 BL21 pET32b Ampicilin
dZmALDH22 Rosetta pCDFDuet-1 Streptomycin
dZmALDH22 BL21 pCDFDuet-1 Streptomycin
dZmALDH22 BL21 pET32b Ampicilin
2dZmALDH22 Rosetta pET32b Ampicilin
2dZmALDH22 BL21 pET32b Ampicilin
2dZmALDH22 BL 21 pTYBI12 Ampicilin
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3.1.2 Pouzité chemikalie a soupravy

3.1.2.1 Chemikalie

AccuPrime Pfx SuperMix (Invitrogen, USA)

acetaldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

agarosa (Sigma-Aldrich, USA)

akrylamid (Bio-Rad, USA)

4-aminobutyraldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

3-aminopropionaldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

ampicilin (Sigma-Aldrich, USA)

m-anisaldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

p-anisaldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

benzaldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

bis(akryloamino)metan (Bio-Rad, USA)

borita kyselina (AMRESCO, USA)

B-PER™ Bacterial Protein Extraction Reagent (Thermo Fischer Scientific,
USA)

butyraldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

citral (Sigma-Aldrich, USA)

citronova kyselina (Sigma-Aldrich, USA)

Comassie Brilliant Blue (Thermo Fischer Scientific, USA)

cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Thermo Fischer
Scientific, USA)

Color Prestained Protein standard (10-250 kDa) (New England Biolabs, UK)
CutSmart® Buffer (New England Biolabs, UK)

D-arabinosa (Sigma-Aldrich, USA)

dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, USA)

D-glukosa (Sigma-Aldrich, USA)

D-glyceraldehyd-3-fosfat (Sigma-Aldrich, USA)

D,L-glyceraldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

dithiotreitol (Sigma-Aldrich, USA)

DNA-free voda (New England Biolabs, UK)

DNasa (TopBio, CR)
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dodecylsiran sodny (Bio-Rad, USA)

DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo Fischer Scientific, USA)
D-ribosa (Sigma-Aldrich, USA)

dusi¢nan amonny (Sigma-Aldrich, USA)

dusi¢nan draselny (Sigma-Aldrich, USA)

dusi¢nan vapenaty, pentahydrat (Sigma-Aldrich, USA)

etanol (Sigma-Aldrich, USA)

etidium bromid (Top-Bio, CR)

etylendiamintetraacetat sodny, dihydrat (Sigma-Aldrich, USA)
fenylacetaldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

forward a reverse T7 primer

GeneRuler 1 kbp DNA Ladder (New England Biolabs, UK)
glutaraldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

glycin (Sigma-Aldrich, USA)

glycerol (Lach-Ner, CR)

Goat anti-mouse IgG (H+L) — cross adsorbed, horseradish peroxidase conjugate
(Thermo Fisher Scientific, USA)

4-guanidinobutyraldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

heptanal (Sigma-Aldrich, USA)

hexanal (Sigma-Aldrich, USA)

HindIII (New England Biolabs, UK)

6x-His Tag Monoclonal antibody (Thermo Fisher Scientific, USA)
hydrocinnamaldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

hydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, CR)
hydrogenfosforeénan sodny (Lach-Ner, CR)

hydroxid draselny (Lach-Ner, CR)

hydroxid sodny (Lach-Ner, CR)
4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinethansulfoniova kyselina (HEPES; Sigma-Aldrich,
USA)

chlorid hotec¢naty (Sigma-Aldrich, USA)

chlorid manganaty, tetrahydrat (Sigma-Aldrich, USA)

chlorid sodny (Sigma-Aldrich, USA)
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chlorovodikova kyselina (Lachema, SRN)

imidazol (Sigma-Aldrich, USA)

isobutyraldehyd (Sigma-Aldrich, USA)
isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid (Thermo Fischer Scientific, USA)
kanamycin (Sigma-Aldrich, USA)

Laemmliho vzorkovaci pufr (Bio-Rad, USA)
L-glyceraldehyd-3-fosfat (Sigma-Aldrich, USA)
Luria-Bertani agar (Sigma-Aldrich, USA)

Luria-Bertani médium (Roth, SRN)

lysosym (Sigma-Aldrich, USA)

malondialdehyd (Sigma-Aldrich, USA)

metanol (Sigma-Aldrich, USA)

2-metylbutyraldehyd (Sigma-Aldrich, USA)
3-metylbutyraldehyd (Sigma-Aldrich, USA)
3-metyl-2-butenal (Sigma-Aldrich, USA)

mléko suSené (Regilait, Francie)

moc&ovina (Lach-Ner, CR)

molybdan sodny, heptahydrat (Sigma-Aldrich, USA)
2-(N-morpholino)-ethansulfoniova kyselina (MES; Sigma-Aldrich, USA)
n-butanol (Sigma-Aldrich, USA)
nikotinamidadenindinukleotid (Sigma-Aldrich, USA)
nikotinamidadenindinukleotid fosfat (Sigma-Aldrich, USA)
nonanal (Sigma-Aldrich, USA)

N, N, N’, N'-tetramethylethylendiamin (Bio-Rad, USA)
octova kyselina (Lach-Ner, CR)

oktanal (Sigma-Aldrich, USA)

pentanal (Sigma-Aldrich, USA)

persiran amonny (Sigma-Aldrich, USA)

Phosphate Buffer Saline pH 7,2 (Thermo Fischer Scientific, USA)
Polyvinylpyrrolidon-40 (Sigma-Aldrich, USA)
propionaldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

Protein Ladder (10-250 kDa) (New England Biolabs, UK)
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6x Purple Loading Dye (Sigma-Aldrich, USA)
RNA-free voda (New England Biolabs, USA)
RNase (TopBio, CR)

Sacl (New England Biolabs, UK)

semialdehyd aminoadipatu (Sigma-Aldrich, USA)
siran hotecnaty, heptahydrat (Sigma-Aldrich, USA)
siran méd’naty (Sigma-Aldrich, USA)

siran zine¢naty, heptahydrat (Sigma-Aldrich, USA)
siran Zeleznaty, heptahydrat (Sigma-Aldrich, USA)
sirova kyselina (Lach-Ner, CR)

SOC médium (New England Biolabs, UK)
streptomycin (Sigma-Aldrich, USA)

T4 DNA Ligase (Promega, USA)

T4 DNA Ligase Buffer (Promega, USA)

TAE pufr (tris-acetat-EDTA; Sigma-Aldrich, USA)
trans-2-hexenal (Sigma-Aldrich, USA)
trans,trans-2-hexandienal (Sigma-Aldrich, USA)
trans-2-nonenal (Sigma-Aldrich, USA)
trans-cinnamaldehyd (Sigma-Aldrich, USA)
4-(trimetylamin)-butyraldehyd (Sigma-Aldrich, USA)
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich, USA)
Tween-20 (Sigma-Aldrich, USA)

Xhol (New England Biolabs, UK)

3.1.2.2 Pouzité soupravy

GeneJET Gel Extraction Kit, katalogové ¢. K0692 (Thermo Fischer Scientific,
USA)

GeneJET Plasmid Miniprep Kit, katalogové ¢. KO0503 (Thermo Fischer
Scientific, USA)

Pierce™ Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit, katalogové ¢. 23236 (Thermo
Fischer Scientific, USA)

RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit, katalogové ¢. K1632
(Thermo Fischer Scientific, USA)
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RNAqueous™ Total RNA Isolation Kit, katalogové ¢. AM1912 (Thermo Fischer
Scientific, USA)

SERVALight Polaris CL HRP WB Substrate Kit, katalogové ¢. 42584 (Serva,
SRN)

TagMan™ Gene Expression Assay, katalogové ¢. 4331182 (Thermo Fischer
Scientific, USA)

Pristrojové vybaveni

analytické vahy (Sartorius, SRN)

centrifuga 5430R (Eppendorf, SRN)

centrifuga Benchtop 4-16 k (Eppendorf, SRN)

elektromagneticka michacka (IKA, SRN)

elektroforeticka komiirka (Bio-Rad, USA)

laminarni box (Schoeller, CR)

kapalinovy chromatograf pro stiednétlakou chromagrafii BioLogic Duo Flow
(Bio-Rad, USA)

mikrocetrifuga BLUE (Labnet, SRN)

One Shot desintegrator (Constant Systems, UK)

PCR termocycler (Eppendorf, SRN)

pH-metr (XS Instruments, Italie)

rotaéni tfepacka (IKA, SRN)

RT-PCR termocycler StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific, USA)

skener Umax U9908- HARO (Amersham Bioscience Corp, USA)
spektrofotometr UV-VIS s (Agilent, USA)

spektrofotometr LightWave II UV-Vis II diode array UV/Visible (Biochrom
WPA, UK)

termoblok (Labnet, USA)

termostat (Labnet, USA)

Trans-Blot Turbo (Bio-Rad, USA)

ttepacka RCT basic (IKA, SRN)

UV transluminator (East Port, Francie)

vortex (Stuart, UK)
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* vahy (Ohaus, USA)

* zobrazovaci systém Amersham Imager 600 (Cytiva, USA)
3.3 Pouzité programy

* BioEdit7.2

* BioLogic DuoFlow 2.0

* BioVia Draw 2008

* Dendroscope 3

* GraphPad 8.4.1

* Inscape 0.92.4

* ImageMaster

* kancelafsky balik MS Office 2010

*  Muscle online verze (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/)

*  Phyml online verze (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/)

*  QuantStudioMT Design & Analysis software

* Spectra Manager

3.4 Metody
3.4.1 Fylogeneticka analyza

Pro vytvoteni fylogenetického stromu byly stazeny aminokyselinové sekvence pro
vSechny ALDH22 z dostupnych organismu na
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html vyhleddvanim pomoci zndmé proteinové
sekvence AtALDH22 a OsALDH22 (Brocker et al. 2013); byly také stazeny proteomy
na https://www.uniprot.org/ azoly karolinské a Klebsormidia nitens, odkud byly
proteiny ALDH22 vyfiznuty. Sekvence byly zpracovany v softwaru BioEdit ana
zaklad¢ vzajemnych podobnosti byly rozdéleny do podrodin. Fylogeneticky strom byl
vytvofen  pomoci  online  softwarG  https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
a http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/, kde byla hodnota bootstrapu nastavena na 100,
a nasledné¢ graficky upraven v softwarech Dendroscope a Inscape.

Pro analyzu ALDH nadrodiny v je¢meni, kukufici a ryZi byly vyhledany a stazeny
sekvence proteini ALDH na https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?”PAGE=Proteins a
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html na zaklad¢ dfive rozclenénych ALDH
z riznych organismt podle Brokera et al. (2013) s vyjimkou roz¢lenénych rodin pro

kukufici a ryzi. Z databazi byl zjiStén i pocet aminokyselin, exontl a ¢islo chromozomtl,
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Tab. 2 Priprava Hoaglandova roztoku ze zésobnich roztokii jednotlivych sloucenin, roztok byl
doplnén na 1 1 destilovanou vodou.

Zasobni roztok slouceniny (koncentrace) Mnozstvi zasobniho roztoku slouc¢eniny na
ptipravu 1 1 Hoaglandova roztoku roztoku
Roztok KNO; (101 g-I'") + Ca(NOs), 4 H,O 5,0 ml
(226 g-1I'") + NH4NOs (16 g17)
Roztok Fe-EDTA 1,0 ml
MgSO,-7 H,O (247 g-1") 2,0 ml
KH,PO, (136 g-1™) 0,5 ml
Roztok mikroprvka 0,5 ml

kde se gen nachazi.
3.4.2 Klonovani aldehydedehydrogenas rodiny 22

3.4.2.1 Kultivace jeémene a kukurice
Nejprve byl namichan Hoaglandlv roztok podle Tab. 2 a roztok Fe-EDTA byl pfipraven
rozpusténim 56,1 g KOH ve 920 ml vody, pH roztoku bylo pomoci H,SO. upraveno na
hodnotu 5,5 anakonec bylo pfidano 11,45 g Na,EDTA-2 H,O a 7,8 g FeSO4:7 H,O
a roztok byl doplnén na objem 1 1. Roztok KH,PO, byl upraven KOH na pH 6,0. Roztok
mikroprvkll byl pfipraven rozpusténim 2,86 g H;BO, 0,045g MgCl:-4 HyO;
ZnSO4 7 H,0; 0,051 g CuSO4 a 0,12 g Na;MoO4-7 H,O v 1 1 vody. Hoaglandiiv roztok
byl pfed pouZitim sterilizovan.

Ttidenni klicky je¢mene a kukufice byly kultivovany ve fytotronu v kontaktu
s Hoaglandovym roztokem béhem 7 dnl za rezimu 16 h svétlo a 8 h tma a poté byly
sklizeny.
3.4.2.2 Izolace RNA

RNA byla izolovana pomoci kitu RNAqueous Pfenol-free RNA Isolation. Listy
a kofeny byly rozdrceny v tekutém dusiku. Ke 100 mg vzorku byl pfiddn 1 ml Lysis
Binding Solution asmés byla sto¢ena (16000g, 5 min.,, 10 °C). Byl odebran
supernatant, ke kterému byl pfidan stejny objem 64% (v/v) etanolu, smés byla po 700 pl
pridavana na kolonu s filtrem a sto¢ena (10000 g, 30 s, 4 °C). Filtr byl dvakrat promyt
500 pul Wash Solution #2/3 a zcetrifugovan (10000 g, 30 s, 4 °C). RNA byla eluovana
60 ul anasledn¢ 40 ul Elution Solution, vytemperovaného na 80°C, =za
soucasné centrifugace (10000 g, 30 s, 4 °C).

Smés byla poté osetiena DNasou, k 90 ul vypurifikované RNA bylo ptidano 10 pl
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DNA Turbo Buffer; 3 ul DNasy Turbo a smés byla zahiivana 45 min. na 37 °C, nacez
byly pfidany 2 pl DNasy Turbo asmés byla zahfivana znova 45 min. na 37 °C.
Nasledné¢ byla DNasa inaktivovana 10 min. pti 70 °C.

Ke 100 pl smési oSetfené RNA bylo pfidano 50 pl vychlazeného LiCl Precipite
Solution a smés byla stocena (16000 g, 20 min., 4 °C). Pelet byl promyt 200 pl
vychlazeného 70% (v/v) etanolu a smés byla opét sto¢ena (16000 g, 20 min., 4 °C).
Pelet byl rozpustén ve 20 ul RNA-free vody a koncentrace RNA byla ur¢ena pomoci
stanoveni A a pomoci vztahu:

c(ng-ul"')=40 -A, -Fedéni rovnice 1.

34.2.3 Reverzni transkripce
RNA byla prepsana na ¢cDNA pomoci kitu RevertAid H Minus First Strand ¢cDNA
Synthesis Kit. Ke 2 pg RNA byl piidan 1 pl Oligo dT primeru, smés byla doplnéna do
12,5 ul DEPC-oSetfenou vodou a smés byla zahfivana 1 min. na 65 °C. K ochlazené
smeési byly pridany 4 pl 5x Reaction Buffer; 0,5 ul Thermo Scientific RiboLock RNase
Inhibitoru; 2 ul ANTP a 1 pl RevertAid H Minus Reverse Transcriptase.

Reak¢éni smés byla na termocycleru zahtivana 1 h na 42 °C a inaktivovéna pfi

70 °C na 10 min. cDNA byla skladovana pfti -20 °C.
3.4.2.4 Real-Time PCR

Byla nachystana kalibra¢ni fada 2dZmALDH22 v pCDFDuetu-1 postupnym fedénim
1:1 ptvodni koncentrace 1 ng-ul'. RT-PCR byla provedena pomoci kitu TagMan™
Gene Expression Assay, sekvence primerti jsou uvedeny v Tab. 3. Reakéni smés na
mikrotitracni desti¢ce se skladala ze 2,5 ul cDNA nebo plazmidu (z kalibracni fady);
4x zfedéného MyTaq Mixu; ROX (¢ = 312,5 nmol-1"); 250nmol-1" proby; 300nmol-1"!
paru primerd a na objem 10 pl byla doplnéna RNA-free vodou. Jako house-keeping gen
byl zvolen elonga¢ni faktor EFla a B-aktin. Desti¢ka byla stocena (5000 g, 1 min.,
20 °C) a byla spusténa RT-PCR — smés byla 2 min. zahtivana na 50 °C, poté 10 min. na

Tab. 3 Nukleotidové sekvence primerd pouzitych pii Real-Time PCR s aldehyddehydrogenasou

rodiny 22.
Primer Nukleotidova sekvence
Forward 5'-GTCATTCGCGACGGTGTCT
Reverse 5'-GCTGCCCTGCACAAAATTCT

5' [FAM]TTTCAGGTTCCAGCCCAGCGGA[TAMRA]
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95 °C, nacez probihalo 40 cykli 15s 95 °C a reakce byla ukoncena zahtatim 1 min.
60 °C.

Diky znamé velikosti a koncentraci plazmidu byl vypocitdn pocet molekul
plazmidu v jednotlivych jamkach a ze zavislosti hodnoty prahu (Cr) na poctu molekul
plazmidu byla ur€ena rovnice zavislosti. Z primérnych hodnot Cr vzorkid byl pomoci
rovnic 2 a3 stanoven pocet kopii genli v jednotlivych vzorcich pletiv jeCmene

a kukufice.

C'r —p
10 ° .
N iontrola= rovnice 2
CCDNA
N .»Crlkontrola) —C;(elongacni faktor)
N — " kontrola ro l’liCC 3
vzorek — 2CT (vzorek) —C,(elongacni faktor ) V.

3.4.2.5 PCR amplifikace
Reakéni smés se skladala z 1,5pul cDNA; 22,5pul  AccuPrime Pfx SuperMix
a 200nmol 1" paru primert (nukleotidové sekvence jsou uvedeny v Tab. 4). Smés byla
nejprve denaturovana 2 min. pii 95 °C, poté nasledovalo 35 cykla 20 s pii 95 °C — 30 s
pti 59,5 °C — 90 s pii 68 °C. Amplifikace byla ukoncena zahiatim na 68 °C béhem
5 min, pak smés byla ochlazena na 4 °C.
3.4.2.6 Agarova elektroforéza a purifikace DNA z gelu
1% (w/v) agarosa v TAE pufru byla nalita do elektroforetické komurky a bylo ptidano
50 ul 0,07% (w/v) etidium bromidu. V piipad€ nasledné purifikace DNA z gelu byla
pouzita 0,8% (w/v) agarosa. Do ztuhlého gelu byly naneseny vzorky obarvené
6x Purple Loading Dye, standard GeneRuler 1 kb DNA Ladder a elektroforéza bézela
pii 100 V. Pésy na gelu byly pozorovany pomoci UV transluminatoru.

Pro izolaci DNA z gelu byl pouZit GeneJET Gel Extraction Kit. Pasy se vzorky
byly vyfiznuty z gelu, zvazeny, byl pfidan Binding Buffer (k 1 g byl pfidan 1 ml pufru)

a smes byla zahtivana pii 60 °C 10 min. nebo déle do tplného rozpusténi. Smés byla

Tab. 4 Nukleotidové sekvence primert, pouzitych pti PCR amplifikaci aldehyddehydrogenasy

rodiny 22.
Primer Nukleotidova sekvence
Forward 1 5'-AACGAGCTCGATGGAGGTCGACGCCT
Forward 2 5'-GAGGTCGACGCCTCCGACGTGATGG
Reverse 5'-AATCTCGAGTCACCGGCTTTTCCTCCTG
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nanesena na GeneJET purifikac¢ni kolonku a sto¢ena (12000 g, 10 min., 10 °C). Bylo
pfidano 100 pl Binding Buffer na kolonku, ktera byla znova sto€ena (12000 g, 10 min.,
10 °C), poté bylo ptidano 700 pul Wash Buffer a kolonka byla sto¢ena (12000 g, 10 min.,
10 °C). Na kolonku bylo pfiddno 50 pl Elution Buffer a eluat byl jiman do nové
kolonky béhem staceni (12000 g, 10 min., 10 °C).

3.4.2.7 Kultivace plazmidi a jejich purifikace

K 10 ml Luria-Bertani (LB) média s pfislusSnym antibiotikem podle Tab. 5 bylo pfidano
5 pul zamrazeného plazmidu (-20 °C). Kultura byla kultivovana pfes noc za stalého
tiepani (160 g, 37 °C).

Dalsi den byly plazmidy z bakterii purifikovany pomoci setu GeneJET Plasmid
Miniprep Kit. Nejprve byla kultura stocena (12000 g, 10 min., 10 °C). Pelet byl
resuspendovan ve 250 pul Resuspension Solution, bylo pfidano 250 pl Lysis Solution
asmés byla  promichdna  Sestinasobnym  pievracenim.  Bylo  pfidano
350 pl Neutralization Solution, smés byla opét nékolikrat prevracena a nakonec stoena
(12000 g, 30 min., 10 °C). Supernatant byl nanesen na kolonku, kterd byla stocena
(12000 g, 1 min., 10 °C). Bylo dvakrat pfidano 500 pl Wash Solution a kolonka byla
stocena (12000 g, 1 min., 10 °C). Kolonka byla znova sto¢ena (12000 g, 1 min., 10 °C)
abylo pfidano 50 pul Elution Buffer vytemperovaného na 70 °C, eluat byl po
dvouminutové inkubaci pfi pokojové teploté jiman do nové mikrozkumavky pfti staceni
(12000 g, 2 min., 10 °C).
3.4.2.8 Restrikcni Stépeni a ligace
Koncentrace DNA insertu i plazmidu byla stanovena podle vztahu:

c(ng -ul")=50 -A,g -Fedéni rovnice 4.

Reakeéni smés pro restrikéni St€épeni HVALDH22 se skladala z 1 ug DNA, 5 ul
CutSmart Buffer, 1 pl restrikénich enzyml Sacl a Xhol abyla doplnéna vodou na
50 pl. Smés byla 1 h inkubovana pii 37 °C a poté inaktivovana 20 min. pii 65 °C.

Reakeéni smés pro restrikéni $tépeni plazmidu se skladala z 45 pl plazmidu; 5,5 pl

Tab. 5 Tabulka plazmidt, pouZzitych pii klonovani aldehyddehydrogenasy rodiny 22 z je¢mene,
a prislusnych antibiotik, na néz nese plazmid resistenci.

Plazmid Antibiotikum
pET28a Kanamycin
pET32b Ampicilin
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CutSmart Buffer a 1,5 pl restrikénich enzyma HindIll, Sacl a Xho a byla doplnéna
vodou na 55 pl. Smés byla pies noc inkubovana pii 37 °C a poté inaktivovana 20 min.
pti 80 °C.

Reake¢ni smés na ligaci o objemu 20 pl se skladala ze 100 ng linearni vektorové
DNA; 86 ng insertu DNA; 2 ul 10x T4 DNA Ligase Buffer; 0,5 ul T4 DNA Ligase a
vody. Smés byla inkubovana 1 h pfi pokojové teploté a nasledné¢ inaktivovéna 5 min. pti
65 °C.
3.4.2.9 Transformace a jeji kontrola
K 5 ul liga¢niho produktu bylo pfidano 50 pl kompetentnich bunék Escherichia coli,
NEB 5-a0 a smés byla chlazena 30 min. na ledu, poté byla zahtivana 30 s na 42 °C
a nasledn¢ chlazena 5 min. na ledu. Bylo pfiddno 200 pl SOC-média a smés byla
inkubovéna 60 min. pii 37 °C. 100 ul smési bylo rozetfeno na plotnu s LB-agarem
a prislusnych antibiotikem podle Tab. 5 a plotny byly nechany pies noc pii 37 °C ve
tme&. Druhy den byla pomoci PCR se specifickymi T7 primery ovéfena uspéSnost
transformace.

Pro PCR ovéfeni byla ddna polovina vybrané kolonie do 20 ul DNA-free vody,
povafena 10 min. a sto¢ena (12000 g, 10 min., 10 °C). Reakéni smés pro PCR se
skladala z 12,5 ul supernatantu; po 0,5 pl paru T7 primeru a 12,5 ul DreamTaq Green
PCR Master Mixu. Reakéni smés byla nejprve zahtivana 2 min. na 95 °C poté probéhlo
35 cykli 15s pii 95°C — 30s pii 50 °C — 2 min. pfi 72 °C a smés byla nakonec
ochlazena na 4 °C. S PCR produkty byla provedena agarova elektroforéza a podle
standardu byla ovéfena uspésnost klonovani. Byl-li pfitomen ve vzorku pés o ocekavané
velikosti, byl pfipraveny plazmid podroben Stépeni restrikénimi endonukleasami
a v piipad¢ pozitivniho vysledku poslan na sekvenaci. Na restrikéni analyzu byly
pouzity enzymy Sacl a Xhol. Smés plazmidu a restrikénich enzymi byla 1h
inkubovana pifi 37 °C apoté inaktivovana 20 min. pii 65 °C. Pro ovéfeni Stépeni
plazmidu byla provedena agarosova elekforéza.

Ukézalo-li sekvenovani plazmidu, ze do n€j byl vlozen spravné gen ALDH?22, byl
plazmid transformovan do T7 expresnich bakterii Escherichia coli (kmen BL 21)
stejnym zpusobem jako do kompetentnich. Transformované expresni builkky byly

uchovany pii -80 °C.
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3.4.3 Purifikace rekombinantnich proteinii a kineticka méreni

3.4.3.1 Exprese rekombinantnich proteinta v Escherichia coli

Prvni den pozdé€ji odpoledne bylo 20 ml LB-médium s pfisluSnym antibiotikem podle
Tab. 1 nebo Tab. 5 naockovano 5 pl bakterie nesouci ADLH22 a prekultura byla
inkubovéna pies noc za stalého trepani (200 g, 37 °C).

Druhy den byly prekultury stoceny (6000g, 5 min., 10°C), pelet byl
resuspendovan ve vétSim objemu LB-média (30 ml pii optimalizacich exprese nebo
400 ml pii produkci proteinu) s prisluSnym antibiotikem podle Tab. 1 nebo Tab. 5.
Kultura byla inkubovéna za stalého tfepani (200 g, 37 °C), dokud jeji optickd densita
ODgo nebyla v rozmezi 0,6-1; pii optimalizacich byla inkubace pti 37 °C ukoncéena pfi
ODe¢oo = 0,8. Byl odebran 1 ml bunétné kultury pro SDS-PAGE elektroforézu jako
vzorek ,,pfed indukci®.

Exprese ALDH?2?2 byla spusténa ptiddnim isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosidu
(IPTG; finalni koncentrace 0,5 mmol-1") a kultura byla inkubovana bud’ 4 h pii 30 °C,
nebo pies noc pii 20 °C. Po skonceni exprese byly odebrany vzorky pro SDS-PAGE
elektroforézu a zbytek kultury byl stocen v 50ml centrifugacnich zkumavkach (6000 g,
5 min., 10 °C), pelet byl promyt ve 20 ml 0,9% (w/v) NaCl a zamrazen na -20 °C, nebo
bylo dale pokracovano v extrakci.
3.4.3.2 Extrakce a purifikace rekombinantnich proteint
Bakterialni pelet Escherichia coli byl resuspendovan v resuspendacnim pufru
(50mmol-I"  MES pH®6,5 nebo fosfatovy pufr pH7,0 nebo HEPES
pH 7,5/pH 8,0/pH 8,5 nebo Tris-HCl pH 7,5/pH 8,0/pH 8,5 podle vysledki
optimalizace; 10mmol-1" MgCl,; 50 ul cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail) a bakterie byly rozbity na One Shot desintegratoru za pouziti tlaku 27 kpsi
nebo 33 kpsi. V zavislosti na optimalizaci purifikace mohl byt pfidan lysosym (finalni
koncentrace 0,4 mg-ml").

Bakterialni lyzat byl inkubovan 10 min. pii pokojové teplot¢ s 1 ml B-PER™
Bacterial Protein Extraction Reagent. Poté bylo pfiddno 10 pl DNasy (zasobni roztok
10 ug'ml™) al0ul RNasy (zasobni roztok 10 U-ml'). Smé&s byla promichana
pétindsobnym pievracenim a inkubovana 30 min. pii 37 °C. Byl pfiddn NaCl (findlni
koncentrace 300 mmol-1") a glycerol (findlni koncentrace 5 % (w/w)). Smés byla

sto¢ena (12000 g, 30 min., 4 °C). Z peletu byly odebran vzorek ,,inkluzni téliska®“, ze
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supernatantu byl odebran vzorek ,,rozpustna faze®.

ALDH22 byla purifikovdna pomoci afinitni chromatografie na kolonkach
s imobilizovanymi Co*" ionty (His selected cobalt gel; Sigma-Aldrich, USA). Kolonky
byly nejprve ekvilibrovany tfikrat 5 ml ekvilibraéniho pufru (50mmol-1" pufr, ktery byl
pouzit i v resuspendaénim pufru; 300 mmol-1" NaCl; 5% (w/w) glycerol; 10mmol-1"
nebo 20mmol-1" imidazol) minimalné 30 min. pii pokojové teploté. Poté byl na kolonky
nanesen supernatant z purifikace a rotacni tfepacka (100 g) s kolonkami byla na 1 h
umisténa do chladové mistnosti (4 °C). Kolonky byly poté stoceny (300 g, 30 s, 10 °C)
a byl odebran vzorek ,,flow-trough frakce* (tj. proteiny, které¢ se nezachyti na kolonce).
Kolonky byly ttikrat promyty 5 ml ekvilibracniho roztoku.

Byly naneseny 4 ml (pii prvni eluci) a 3 ml (pii druhé eluci) elu¢niho roztoku
(50mmol-I" pufr, ktery byl pouZit i v resuspendaénim pufru; 300 mmol-1" NaCl; 5%
(w/w) glycerol; 200mmol-1" imidazol) a kolonky byly na rota¢ni tfepaéce (100 g)
umistény na 40 min. do chladové mistnosti (4 °C). Eluce z jedné kolonky byla sbirdna
do stejné centrifugacni zkumavky.

Roztok eluovaného proteinu byl zakoncentrovan na patroné Centricon (30 kDa,
Centricon, Millipore, USA) za soucasného promyvani promyvacim roztokem
(50mmol-1"' puft, ktery byl pouzit i v resuspendaénim pufru; 5% (w/w) glycerol), dokud
nebyla koncentrace imidazolu niz$i nez 1 mmol-1". Po zakoncentrovani byl odebran
vzorek ,,eluce® a byl pfidan dithiotreitol (DTT; finalni koncentrace 20 mmol-17).

Vzorek ALDH22 pro stanoveni specifické aktivity byl nasledné piecistén pomoci
iontomenicové chromatografie v stiednétlakém uspotadani. Na kolonu Resource Q (GE
Healthcare, USA) byl nejprve nanesen pufr A (50mmol-1"" HEPES pH 8), poté vzorek
rekombinantniho proteinu, ktery byl nasledné eluovan pufrem B (50mmol-1" HEPES
pH I; Imol-1" NaCl). Analyza probihala pfi tlaku 87 psi a pritokové rychlosti
1 ml'min”, objem smyc¢ky byl 0,5 ml. Proteiny byly detekovany pii vinové délce
280 nm. Byly sbirany frakce vzorku v rtiznych casovych intervalech podle naristu
absorbance, pfitomnost rekombinantnich proteini byla ovéfena také pomoci
SDS-PAGE.

3.4.33 SDS-PAGE
Vzorky odebrané¢ v prubéhu extrakce a purifikace byly dale analyzovany pomoci

SDS-PAGE. Vzorky byly stoceny (5000 g, 5 min., 10 °C), pelety byly resuspendovany
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ve 60 pl 8mol 1" mocoviny, bylo pfidano 20 pl Laemmliho vzorkovaciho pufru a smés
byla zahtivana 20 min. na 80 °C.

Gely do skel byly nality podle Tab. 6, persiran amonny byl vzdy pfidan tésn¢ pred
nalévanim gelt. Po naliti elektrodového pufru (0,025mol-1" Tris-HCl pH 8,3;
0,025mol-1" glycin; 0,1% SDS) byly naneseny vzorky a standard Protein Ladder
(10-250 kDa); v ptipadé nasledného blottingu na membranu byl pouzit standard Color
Prestained Protein Standard (10-250 kDa). Elekroforéza bézela pii 110V, dokud
nepiesly vzorky na rozhrani gell, poté bézela pti 130 V.

Po dobéhnuti byl gel ponofen do barviciho roztoku (0,025% (w/v) Coomassie
Brilliant Blue; 40% (v/v) metanol; 7% (v/v) octova kyselina) za stalého tfepani. Druhy
den byl gel ponofen do odbarvovaciho roztoku (5% (v/v) metanol; 7% (v/v) octova
kyselina) a oskenovan, na zéklad¢ past standardu byla odectena piibliznd molekulova

hmotnost past vzork.
3434 Semi-dry western-blotting a imunodetekce se sekundarni

protilatkou

Polyvinilidendifluoridovd (PVDF) membrana o rozmérech 7x8,5cm byla na
5 min. ekvilibrovédna v denaturovaném 96% (v/v) etanolu, poté 3 min. v destilované
vodé a nakonec 10 min. v blotovacim pufru (48mmol-1" Tris; 192mmol-1" glycin; 20%
(v/v) etanol; 1,3mmol 1" SDS; pH 9,2). Ctyii Whatmanovy papiry (tloustka 0,8 mm)
byly také namoceny na 10 min. do blotovaviho pufru.

Na dno blotovaci komirky byly naskladany dva Whatmanovy papiry — PVDF
membrana — SDS-PAGE gel — dva Whatmanovy papiry. Valeckem byly odstranény
vzduchové bubliny a blotting probihal pfi 1 A a 25 V béhem 30 min. Membrana byla na

Tab. 6 Slozeni zaostfovaciho a déliciho gelu pro SDS-PAGE, objemy jsou uvedeny pro piipravu
2 geld. Vysvétlivky: AA = akrylamid; APS = persiran amonny; BIS =

bis(akryloamino)methan; SDS =  dodecylsiran  sodny; TEMED =
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin.
AA Tris-HCl H,O SDS APS TEMED
(w=0,3) (c=1,5mmoll" (w=0,1) (w=0,1)
BIS pH 8,8)
(w=0,08)
Zaostrovaci 0,65 ml 1,25 ml 2,95 ml 0,10 ml 0,06 ml 0,01 ml
gel (12%)
Delici gel 4,00 ml 2,50 ml 3,20 ml 0,10 ml 0,05 ml 0,01 ml
(4%)
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noc umisténa do blokovaciho pufru (2% (w/v) polyvinylpyrrolidon-40 (PVP-40); 10x
Phosphate Buffer Saline pH 7,2; 0,1% Tween 20) za stalého tfepani.

Druhy den byla 1 h inkubovana s primarni protilatkou s mySim anti-His-tagem
(6xHis Tag Monoclonal antibody), poté tfikrat promyta 10 ml 2% (w/v) PVP-40 na
10 min. a inkubovadna 1h se sekundarni protilatkou v konjugétu s peroxidasou (Goat
anti-mouse IgG (H+L) — cross adsorbed, horseradish peroxidase conjugate) v roztoku s
mlékem (5% (w/v) mléko; 10x Phosphate Buffer Saline pH 7,2; 0,1% Tween 20).
Membrana byla pétkrat promyta 10 ml 2% (w/v) PVP-40 na 10 min. Vizualizace byla
provedena pfidanim 1 ml luminolu.
3.4.3.5 Stanoveni koncentrace proteinti Bradfordovou metodou
Koncentrace celkovych proteinli byla stanovena Bradfordovou metodou pomoci kitu
Pierce™ Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit. Koncentracni fada standardii hovéziho
sérového albuminu (BSA) byla namichana podle pfilozeného navodu. K 1,5 ml
Coomassie Plus Reagent bylo pfidano 50 pl standardu (nebo vzorku), smés byla
inkubovéna 10 min. pfi pokojové teploté a absorbance smési byla zmétena pti 595 nm.
Byla vytvofena zavislost Ass na koncentraci standardii BSA, na zéklad¢ niz byla
odecitana koncentrace vzorkd.
3.4.3.6 pH optimum
Hodnota pH optima ALDH22 byla stanovovana v rozmezi pH pufrt 6,0 — 9,6. Pro pH
6,0 — 7,2 byly pouzity fosfocitratové pufry namichané podle Tab. 7; pro pH 6,8 — 8,1 byl
pouzity pufry Tris-HCl nebo HEPES a pro pH 8,6 — 9,6 byly pouZity glycin-NaOH
pufry namichané podle Tab. 8. Kinetickd mé&feni probihala v pfitomnosti 75mmol-1".
pufru; 1,5mmol-1" NAD"; 500 pmol-1" p-anisaldehydu. pH optimum bylo vyhodnoceno

v GraphPadu pomoci funkce Gaussian distribution.

Tab. 7 Tabulka pro piipravu fosfocitratového pufru, pouzitého na stanoveni optima.

pH V (0,2mol-1"! V (0,2mol-1" citrat) V (H,0)
Na,HPO,)

6,0 9,63 ml 5,37 ml 15 ml

6,6 10,38 ml 4,62 ml 15 ml

6,8 12,27 ml 2,73 ml 15 ml

7,0 13,08 ml 1,95 ml 15 ml

7,2 13,5 ml 2,0 ml 15 ml
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Tab. 8 Tabulka pro piipravu glycin-NaOH pufru, pouzitého pro stanoveni pH optima.

pH V (0,2mol-1" glycin) V (0,2mol 1" NaOH) V (H,0)
8,6 7,5 ml 2,0 ml 15,5 ml
8,8 7,5 ml 3,0 ml 14,5 ml
9,0 7,5 ml 4,4 ml 13,1 ml
9,2 7,5 ml 6,0 ml 11,5 ml
9,4 7,5 ml 8,4 ml 8,6 ml
9,6 7,5 ml 9,4 ml 8,1 ml
3.4.3.7 Substratova specifita a kineticka méreni

Pfi stanovovani substratové specifity a kinetickych meéteni byla byla do kyvety
o tloustce 1 cm napipetovana reakéni smés o objemu 2 ml. Jako slepy vzorek byla
pouzita reakéni smés bez enzymu. Po pfidani enzymu byla v pravidelnych ¢asovych
intervalech sledovana zména As4, nebot’ Ize pii ni detekovat mnozstvi NAD(P)H, ktery

vznika jako produkt reakce ALDH a pfi 340 nm ma absorb¢éni maximum (Pingoud et al.
2002). Béhem reakce byla reakéni smés zahiivana na 30 °C a interval méfeni zmény
Az byl 10 s.

Pracovni roztoky aldehydu, které byly v zdsobnim roztoku ve formé diacetalu,
byly pfipraveny ve 0,2mmol-1" HCl asmési byly 10 min. povafeny; v pfipadé
zbyvajicich alifatickych a aromatickych aldehydii byly pracovni roztoky pfipraveny
v 96% (v/v) etanolu a cukry v pufru, v némz probihalo métent.

Substratova specifita byla méfena v reakéni smési 75mmol-1" pufru HEPES (pH
bylo zvoleno podle stanoveného pH optima); 1,5mmol-1' NAD" nebo NADP’;
500 umol-1" aldehydu.

Satura¢ni kfivka NAD" byla méfena v reakéni smési 75mmol-1" pufru (pH bylo
zvoleno podle stanoveného pH optima); NAD® vrozmezi 1 — 2000 pmol-1"
a 500 pmol-1I" p-anisaldehydu. Saturaéni kiivky vybranych substrati byly méfeny
v reakéni smési 75mmol 1" pufru HEPES pH 8,1 pro HYALDH22 nebo pH 8,3 pro
ZmALDH22; 1,5mmol-I" NAD" a aldehydu v rozmezi 0,01 — 1500 umol-1", tak aby
byly zméieny specifické aktivity pro alesponn 3 riizné koncentrace aldehydu pod
hodnotou K.

Z linearnich ¢éasti zavislosti Assp na cCase byla odectena smérnice vzniku

NAD(P)H. Specifické aktivity byly stanoveny pomoci rovnice 5, kde V je objem
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reakéni smési (2 ml), m je hmotnost pfidaného enzymu ALDH22, & je moldrni
absorbéni koeficient NAD(P)H pfi 340 nm (£340=6220 I-mol™-cm™). Hodnoty K a Viim
byly vyhodnoceny pomoci softwaru GraphPad Prism za vyuziti funkce
Michaelise-Menten model (rovnice 6), kdyz satura¢ni kiivka spliiovala kinetiku
Michaelise-Mentenové, nebo pomoci funkce Substrate inhibition (rovnice 7), kdyz
dochézelo k inhibici substratem.

smérnice -V [l] 10" rovnice 5

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

Vlim+[s] :
v=———— rovnice 6
K, +[S]
Vlim+[s] .
v= rovnice 7

K, +[S] ~(1+1[_|_SI]<i)
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4 VYSLEDKY
4.1 Fylogeneticka analyza

Fylogeneticka analyza ukazala, ze rodina ALDH?22 se nachazi v podiisi zelené rostliny
u vyvojovych vétvi zelené fasy, mechy a vyssi rostliny, piesnéji u oddéleni zelené fasy,
mechy, plavuné, kapradiny, jednodélozné a dvoud€lozné rostliny; byla potvrzena
i u hospodaisky vyznamnych plodin jako je pSenice, sdja nebo brambor (Obr. 10).

ALDH22 zvyvojovych vétvi mechorosty a vysSi rostliny byly zatazeny do
podrodiny ADLH22A, u zelenych tas byly ALDH22 rozdéleny do dvou podrodin, a to
ALDH22B a ALDH22C. Z fylogenetické mapy byla odstranéna ALDH22 pro mrkev,
nebot’ tato proteinova sekvence byla vyrazné del$i nez ostatni ALDH22 a v ramci
fylogenetického stromu byla vyrazné vzdalena od ostatnich ALDH22.

V ramci fylogenetického stromu je pozorovatelné rozclenéni nejen podle
vyvojovych vétvi a oddéleni, ale vétSinou i v rdmci jednotlivych celedi — napiiklad
u ¢eledi lipnicovité, kam patii bér, Cirok, je¢men, kukufice, oropedium, ozdobnice,
pSenice, proso aryze; nebo u Celedi razovité, kam patii broskvon, jabloil a jahodnik.
Vyjimku tvoii naptiklad cizrna berani, patfici do Celedi bobovité, ktera byla v ramci
fylogenetického stromu zafazena mezi ¢leny celedi brukvovité.

Je¢men sety (Tab. 9), kukufice setd (Tab. 10) i ryze setd (Tab. 11) obsahuji stejné
ALDH rodiny; kukufice obsahuje 21 rodin, ryZe 20 rodin a je¢men 16 rodin. Nejdelsi
ALDH byla ALDHI18 (krom HVALDHI18B1, ktera mohla byt Spatné¢ osekvenovana).
U je¢mene byly nalezeny 2 vyrazné krat§i ALDH (HVALDH3F1 a HYALDH3EL1), tyto
proteiny nejsou téz pravdépodobné osekvenované celé.

ALDH stejnych rodin a podrodin leZi u je¢mene, kukufice aryZe vétSinou na
ruznych chromozomech, nicméné v poctu aminokyselin se ALDH podrodiny relativné
shoduji (u ALDHI1A3, ALDHI0AS a ALDH2CI1 ve vysoké mife) stejné¢ jako v poctu

exont, kde byla podobnost jesté vyssi. Obecné se vice podobaji udaje o kukufice a ryzi.
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Chlamydomonas reinhardftii, 22B1
— Volvox carteri, 22B1
———— Dunaliella salina, 22C1
100 Chromochloris zofingiens, 22C1
——163 ——————— Coccomyxa subellipsoidea, 22C1
Ostreococcus lucimarinus, 22CA1
Klebsormidium nitens, 22C1
raselinik kfivolisty, 22A1
100 Selaginella moellendorffii (vraneéek), 22A1
azola karolinska, 22A1
——Amborella trichopoda, 22A1
—orlicek velkokvéty, 22A1
5 - merlik Cilsky, 22A1
laskavec Cervenoklasy, 22A1
fazol obecna, 22A1
P soja lustinata, 22A1
jetel luéni, 22A1
21 tolice pobfezni, 22A1
s jahodnik obecny, 22A1
‘@roskvoﬁ obecna, 22A1
jablor domaci, 22A1
okurka seta, 22A1
100 brukev fepak, 22A1
Eutrema salsugineum, 22A1
husenicek rolni, 22A1
52 cizrna beranni, 22A1
Boechera stricta, 22A1
kokos$ka Cervena, 22A1
sko€ec obecny, 22A1
maniok jedly, 22A1
papaja obecna, 22A1
vrba nachova, 22A1
topol chlupatoplody, 22A1
kakaovnik pravy, 22A1
% bavinovnik chlupaty, 22A1
balvnovnik stromovy, 22A1
len sety, 22A1
ledvinovnik vychodni, 22A1
57 ) mandarinka klementina, 22A1
pomerancovnik ¢insky, 22A1
Kalanchoe laxiflora, 22A1
Eucalyptus grandis, 22A1
——vinna réva, 22A1
L kavovnik arabsky, 22A1
100 —slunecnice ro¢ni, 22A1
locika seta, 22A1
10— kejklitka skvrnita, 22A1
" rlilek rajce, 22A1
lilek brambor, 22A1
zavitka mnohokofenna, 22A1
vocha morska, 22A1
chrest lékarsky, 22A1
bananovnik zakrsly, 22A1
ananasovnik chocholaty, 22A1
Oropetium thomaeum, 22A1
bér italsky. 22A1
proso prutnaté, 22A1
® kukufice seta, 22A1
¢irok dvoubarevny, 22A1
ozdobnice ¢inska, 22A1
ryze seta, 22A1
3 pSenice seta, 22A1
je€men sety, 22A1

Obr. 10 Fylogeneticka mapa aldehyddehydrogenasy rodiny 22 z organismi pievazné
dostupnych na https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html; proteiny byly roz¢lenény do
podrodin A, B a C na zaklad¢ vzajemné podobnosti. Mechy jsou fialové, zelené fasy
zelené, kapradorosty hnéd€, jednod€lozné rostliny cervené a dvoud€lozné rostliny
modre. Proteiny, s nimiz bylo pracovano v ramci diplomové prace, jsou tu¢né. Hodnoty
bootstrapu nikdy nebyly celych sto procent, ¢isla byla zaokrouhlena na cela ¢isla.
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Tab. 9 Aldehyddehydrogenasovda (ALDH) nadrodina v jeCmeni (Hordeum vulgare). Proteinové sekvence ALDH byly stazeny na
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins  a https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html, odkud bylo iodecteno mnozstvi
aminokyselin, ¢islo chromozomu a pocet exonil. Sekvence byly porovnany v BioEditu a rozdéleny do rodin podle Brockera et al. (2013); pii

roz¢letiovani nebyly pouzity ALDH pro kukufici a ryZi.

Rodina Nazev genu Phytozome ID NCBI ID Pocet AMK Cislo chromozomu Pocet exonti
ALDH2 ALDH2B7 HORVU6Hr1G072830 BAB62757.1 513 6 7
ALDH2C1 HORVU7Hr1G085120 BAKO05811.1 558 7 8
ADLH2C2 HORVUI1Hr1G068020 BAJ87654.1 499 1 9
ALDH2C4 HORVU3Hr1G092680 BAJ87654.1 525 3 7
ALDH3 ALDH3E3 HORVUG6Hr1G061220 BAJ96457.1 357 6 3
ALDH3F1 HORVU2Hr1G092530 BAJ86301.1 361 2 7
ALDH3H?2 HORVU4Hr1G017450 BAKO01937.1 489 4 10
ALDHS5 ALDH5ALI HORVUG6Hr1G031480.8 - 526 6 11
ALDHG6 ALDH6B1 HORVU2Hr1G107550 BAJ94980.1 580 2 19
ALDH7 ALDH7B6 HORVUS5Hr1G062090 BAJ87483.1 572 5 13
ALDHI10 ALDH10AS HORVU2Hr1G080970 BAB62847.1 506 2 15
ALDHI11 ALDHI11A3 HORVU2Hr1G036110 - 496 2 9
ALDHI12 ALDHI2A1 HORVU1Hr1G080320 AAL70106.1 551 1 15
ALDHI18 ALDHI18BI HORVUI1Hr1G072780 DAA80496.1 496 1 19
ALDH18B2 HORVU3Hr1G085760 BAKO07077.1 826 3 20
ALDH22 ALDH22A1 HORVU2Hr1G016040 BAKO01829.1 564 2 14
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Tab. 10 Aldehyddehydrogenasova (ALDH) nadrodina v kukufici (Zea mays). Proteinové sekvence ALDH byly staZzeny na https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi?PAGE=Proteins a https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html, odkud bylo i odecteno mnozstvi aminokyselin, ¢islo chromozomu
a pocet exonll. Sekvence byly porovnany v BioEditu a rozdéleny do rodin podle Brockera et al. (2013); pfi roz¢leiiovani nebyly pouzity ALDH
pro kukufici a ryzi.

Rodina Nazev genu Phytozome ID NCBI ID Pocet AMK Cislo chromozomu Pocet exont
ALDH2 ALDH2B1 GRMZM2G058675 T02 NP _001105891.1 549 9 11
ALDH2B5 GRMZM2G125268 TO1 AAL99614.2 550 4 9
ALDH2C1 GRMZM2G071021_TO1 PWZ30284.1 502 3 7
ALDH2C2 GRMZM2G122172 TO1  XP _008649134.1 516 6 8
ALDH2C2 GRMZM2G097706_T03  NP_001105047.1 511 3 8
ALDH3 ALDH3EI GRMZM2G169458 TO01 AAR21278.1 485 5 10
ALDH3E2 GRMZM2G155502 T04 NP _001151141.1 452 10 8
ALDH3H1 GRMZM2G103546 T02 NP _001152171.1 420 10 8
ALDH3H?2 GRMZM2G060800 TO1 ~ NP 001355011.1 487 4 10
ALDH3H3 GRMZM2G118800 TO1 NP _001168661.1 487 2 10
ALDHS5 ALDHS5F1 GRMZM2G128114 T03  XP 008643578.1 493 5 19
ALDHS5F2 GRMZM2G119482 T01  XP_020407172.1 527 4 11
ALDH6 ALDH6BI1 GRMZM2G001898 TO1  NP_001142146.1 400 7 13
ALDH7 ALDH7B6 GRMZM2G130440 T02 ACN34604.1 509 2 14
ALDHI10 ALDHI10AS5 GRMZM2G135470_TO1 ACF87737.1 506 10 15
ALDHI10A9 GRMZM2G016189 _T01  NP_001105781.2 506 1 15
ALDHI11 ALDHI11A3 GRMZM2G035268 T0O3 NP 001105589.2 498 4 9
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Tab. 10 Aldehyddehydrogenasova (ALDH) nadrodina v kukufici (Zea mays). Proteinové sekvence ALDH byly stazeny na https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi?PAGE=Proteins a https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html, odkud bylo i odecteno mnozstvi aminokyselin, ¢islo chromozomu
a pocet exonll. Sekvence byly porovnany v BioEditu a rozdéleny do rodin podle Brockera et al. (2013); pfi roz¢leiiovani nebyly pouzity ALDH
pro kukufici a ryzi (pokracovani).

Rodina Nazev genu Phytozome ID NCBI ID Pocet aminokyselin ~ Cislo chromozomu  Poéet exontl
ALDHI12 ALDHI12A1 GRMZM2G090087 T03 XP_008649934.1 457 6 12
ALDHI18 ALDHI18BI1 GRMZM2G375504 TO1 NP _001306625.1 717 8 20

ALDH18B2 GRMZM2G028535 TO1 AQK99427.1 731 8 21
ALDH22 ALDH22A1 GRMZM2G135341_TO1 NP_001106059.2 593 7 15

Tab. 11 Aldehyddehydrogenasova (ALDH) nadrodina v ryzi (Oryza sativa). Proteinové sekvence ALDH byly stazeny na https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi?PAGE=Proteins a https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html, odkud bylo i odecteno mnozstvi aminokyselin, ¢islo chromozomu
a pocet exontll. Sekvence byly porovnany v BioEditu a rozdéleny do rodin podle Brockera et al. (2013); pfi roz¢lefiovani nebyly pouzity ALDH
pro kukufici a ryzi.

Rodina Nazev genu Phytozome ID NCBI ID Pocet aminokyselin  Cislo chromozomu  Poget exont

ALDH2 ALDH2B1 LOC 0s06g15990 XP_015643334.1 549 6 11
ALDH2BS5 LOC 0s02g49720.1 XP 015625448.1 583 2 9
ALDH2C1 LOC_0Os01g40860 XP_015618943.1 502 1 8
ALDH2C2 LOC 0Os01g40870 XP_015621533.1 507 1 9
ALDH2C3 LOC 0s06g39230 XP 015641595.1 423 6 8

ALDH3 ALDH3E1 LOC 0s02g43194 XP_015623875.1 487 6 10
ALDH3E2 LOC Os04g45720 XP_015635925.1 499 4 9
ALDH3E3 LOC_0s02g43280 XP_015623591.1 491 2 10
ALDH3HI LOC Os12g07810 XP 015618174.1 484 12 10
ALDH3H2 LOC Os11g08300 XP 015617047.1 482 11 10
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Tab. 11 Aldehyddehydrogenasova (ALDH) nadrodina v ryzi (Oryza sativa). Proteinové sekvence ALDH byly staZzeny na https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi?PAGE=Proteins a https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html, odkud bylo i odecteno mnozstvi aminokyselin, ¢islo chromozomu
a pocet exonll. Sekvence byly porovnany v BioEditu a rozdéleny do rodin podle Brockera et al. (2013); pfi roz¢leiiovani nebyly pouzity ALDH
pro kukufici a ryzi (pokracovani).

Rodina Nazev genu Phytozome ID NCBI ID Pocet aminokyselin  Cislo chromozomu Pocet exont
ALDH5 ALDHS5F1 LOC _0s02g07760 XP 015627266.1 527 2 20
ALDHG6 ALDH6B1 LOC 0Os07g09060 XP 015647227.1 534 7 19
ALDH7 ALDH7B6 LOC_0s09g26880 XP 015611835.1 509 9 14

ALDHI10 ALDHI0AS LOC _0Os04g39020 XP _015637091.1 505 4 15
ALDHI10A9 LOC 0Os08g32870 XP_015650889.1 503 8 15
ALDHI11 ALDHI11A3 LOC Os08g34210 XP_015650252.1 499 8 9
ALDHI12 ALDHI2A1 - XP_015639257.1 550 5 -
ALDHI8 ALDHI18BI LOC 0Os05g38150 XP 015640176.1 716 5 19
ALDH18B2 LOC 0Os01g62900 XP 015622203.1 735 1 20
ALDH22 ALDH22A1 LOC Os07g48920 XP 015647804.1 597 7 14
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4.2 Klonovani je¢cmenné aldehyddehydrogenasy rodiny 22
Teplota annealingu pti amplifikaci HvALDH22 byla stanovena na 59,5 °C pro forward
primer 1 a 59,6 °C pro forward primer 2.

Uspé&snost transformace kompetentnich bunék plazmidem pET28a s insertem
HvALDH?2?2 byla provedena pomoci PCR reakce se specifickymi T7 primery, s produkty
PCR reakce byla provedena agarosova elektroforéza (Obr. 11). Nebot je pfiblizna
velikost insertu HvALDH22 1,5 kbp, vzorky kolonii, jez obsahovaly pasy s touto
velikosti, byly poslany na osekvenovani (byly vybrany kolonie 1, 3, 5, 7 a 9). Forward
primer 1 se ukazal jako 1épe navrzeny, tedy vice specificky a plazmidy s HvALHD22
amplifikované pomoci n¢j castéji obsahovaly spravné zaligovany insert. Forward
primer 2 méné Casto poskytoval pasy v oblasti 1,5 kpb, plazmid se ¢asto uzaviral na

prazdno.

4.3 Optimalizace exprese a purifikace je¢menné

aldehyddehydrogenasy rodiny 22
Exprese HvALDH2? (obsahujici signdlni sekvenci) se vyrazné nespustila ani pii
kultivaci 4 h na 30 °C, ani pii 20 °C pfes noc, tyto transformované bunky tedy nelze
pouzit pro produkci proteinu.

Rekombinantni proteiny byly detekovany az po odstranéni signdlni sekvence, tedy
u vzorkit dHVALDH?22. Pii pouziti pufru Tris-HCI pH 8 probé¢hla exprese dHvALDH?2?2
nejlépe pii inkubaci pii 20 °C ptes noc (Obr. 12). Jelikoz zlstavala stile znacna Cast

dHVALDH22 v inkluznich téliskach, byl pii dalSich purifikacich pro jejich rozbiti

1 2 3 4 5 M

Obr. 11 Elektroferogram na ovéfeni uspeSnosti vlozeni je¢menné aldehyddehydrogenasy
rodiny 22 (HvALDH22) do kompetentnich bunék Escherichia coli NEB 5-a. Uspé&$nost
transformace byla ovéfena pomoci PCR se specifickymi T7 primery (pro plazmid)
s vybranymi koloniemi. Pii PCR amplifikaci HvALDH22 v cDNA byl pouzit forward
primer 1, ktery oproti forward primeru 2 Castéji poskytoval spravné zaligovany insert.
Ocekavana velikost insertu je asi 1,5 kpb. Vysvétlivky: M = marker.
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Obr. 12 Elektroferogram a membrana po nasledném Western-blottu optimalizace exprese
aldehyddehydrogenasy rodiny 22 z jecmene (HvALDH22); pfedpokladand molekulova
hmotnost ALDH22 je asi 80 kDa. Vzorky ptfed spusténim exprese jsou oznaceny ,,pl*,
vzorky po spusténi exprese ,,po“. Po spusténi exprese byly kultury inkubovany bud’ 4 h
pti 30 °C, nebo ptes noc (ON) pii 20 °C. Pfi purifikaci byly sbirany vzorky inkluznich
télisek (IB), rozpustné faze (R, tedy to, co bylo naneseno na kolonku), flow-trough
frakce (FT, tedy to, co se nezachytilo na kolonce) aeluce (E, tedy roztok
vypurifikovaného proteinu). Pfi purifikaci byl pouzit pufr Tris-HCI pH 8. Vysvétlivky:
dHvALDH22 = aldehyddehydrogansa rodiny 22 s vyStipnutou casti signalni sekvence;
HvALDH?22 = aldehyddehydrogenasa se signalni sekvenci.

navolen na One Shot desintegratoru vyssi tlak (misto 27 kpsi navoleno 33 kpsi) a poté
byl pfidan lysosym.

Navic byl Tris-HCl pH 8 nahrazen pufrem HEPES pH 8,5, nebot’ v jeho
pfitomnosti bylo uvolnéno vice dHVALDH22 do rozpustné faze, odkud mohl byt
purifikovan. Preference pufrt HEPES pH 8,5 a8,0 byla ovéfena ipomoci
Western-blottu. I kdyz byla specifickd aktivita proteinu dostate¢na, znacnou Cést se
nepodafila zachytit na kolonce — kolonka bud’ nebyla dostatecné ekvilibrovana, nebo se
protein Spatn¢ skladdal a ne vSechen His-tag se tak dostal do kontaktu s mobilizovanymi
Co” ionty.

Pti stanovovani specifické aktivity byl protein pieciStén pomoci iontoménicové
chromatografie, frakce byly sbirany v riznych ¢asovych intervalech a byla ovéfena
jejich aktivita. NejvysSsi aktivitu vykazovala frakce opoustéjici kolonu s elu¢nim

objemem 38 — 40 ml (Obr. 13).
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Obr. 13 Tontoménicova chromatografie pro precisténi zakoncentrovaného eluovaného roztoku
aldehyddehydrogenasy rodiny 22 zje¢mene (dHvALDH22) nebo kukufice
(2dZmALDH?22). Piitomnost ALDH22 byla detekovana métenim absorbance pii 280 nm,
SDS-PAGE a ovéfenim aktivity vzorkl s riiznym elu¢nim objemem. Gradient iontové sily
byl vytvofen pomoci NaCl, v grafu je vynesena zména konduktivity, charakterizujici
uvoliiovani NaCl z kolony. Nejvyssi aktivitu v ramcei sbiranych vzorki vykazovaly ty
s elu¢nim objemem 38 — 40 ml.

4.4 Optimalizace exprese a purifikace kukufri¢né

aldehyddehydrogenasy rodiny 22

Nejprve byla ové&fena uspé&$nost spusténi exprese piidavkem 0,5mmol-1" IPTG ke
kulturam dodanych transformovanych bunék (Tab. 1). K nejvyraznéjsi expresi
ZmALDH?22 dos§lo u 2dZmALDH22 v pET32b (kmen E. coli BL21), k dobré expresi
pak také udZmALDH22 v pCDFDuetu-1 (kmen E. coli BL21) a2dZmALDH2?2
v pET32b (v Rosetach).

Kdyz byl soucasti resuspendacniho pufru pii extrakci Tris-HCI pH 8, vétSina
ALDH?22 zistala v inkluznich téliskach, proto byl ovéten vliv dalSich pufrt na extrakci,
a to MES pH 6,5; fosfatovy pufr pH 7 a HEPES pH 8,5. Nicmén¢ u téchto pH ztistavalo
v inkluznich téliskach témé&f vSe, proto byl pii extrakei a purifikaci pouzit pufr Tris-HCI
pH 8.

Pro ovéteni produkce rekombinantniho proteinu ZmALDH22 byly vzorky
detekovany pomoci Western-blott analyzy, byla pouzita primarni protilatka s mySim

anti-His-tagem a sekundarni protilatka s anti-my$§im IgG (Obr. 14). Exprese
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Obr. 14 Elektroferogram a membrana po nasledném Western-blottu optimalizace exprese
aldehyddehydrogenasy rodiny 22 z kukutice (ZmALDH?22); ptredpokladana molekulova
hmotnost ALDH22 je asi 80 kDa. Vzorky pfed spusténim exprese jsou oznaceny ,,pl*,
vzorky po spusténi exprese ,,po*“. Po spusténi exprese byly kultury inkubovany bud’ 4 h
pti 30 °C, nebo pies noc (ON) pti 20 °C. Pfi purifikaci byly sbirany vzorky inkluznich
télisek (IB), rozpustné faze (R, tedy to, co bylo naneseno na kolonku), flow-trough frakce
(FT, tedy to, co se nezachytilo na kolonce) a eluce (E, tedy roztok vypurifikovaného
proteinu). Pii purifikaci byl pouzit pufr Tris-HCI pH 8 a byly pouzity transformavé buiiky
E. coli kmen BL21. Vysvétlivky: 2dZmALDH22 = aldehyddehydrogansa rodiny 22
s vyStipnutou vétSinou signdlni sekvence; HvVALDH22 = aldehyddehydrogenasa se

signalni sekvenci.

vvvvv

u obou zplsobu ziistdvala vyrazna ¢ast v inkluznich téliskdch. Na koloné se podafilo
zachytit pouze ¢ast proteinu, je mozné Ze ne vSechen protein se skladal spravné, coz
mohlo negativné ovlivnit dostupnost histidinové kotvy. Navic protein nebyl pfili§
stabilni, béhem eluce a zakoncentrovani na patronach Centricon dochazelo k jeho
rozpadu, piesto byl pfi kinetickych pouzivan pfi méfeni aktivity, nebot’ vykazoval
dostatecnou aktivitu.

Pti stanovovani specifické aktivity 2dZmALDH22 byl vzorek piecistén pomoci
iontoménicové chromatografie. Stejn¢ jako u dHVALDH?22 nejvyssi aktivitu vykazovala

frakce opoustéjici kolonu s eluénim objemem 38 — 40 ml (Obr. 13).

4.5 Real-Time PCR
Nejvyssi mira exprese ZmALDH?22 byla zaznamenana v embryu a v plodu, kde klesala

v Case. Priblizné pétinova exprese byla zjiSténa ve stonku a v kvétu (Obr. 15).

4.6 pH optimum
Hodnota pH optima byla pro dHvVALDH22 stanovena na 8,13 +0,042 apro
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Obr. 15 Expresni profil genu pro aldehyddehydroganasu rodiny 22 z kukufice (ZmALDH22),
izolovaného z riznych pletiv rostliny. Hodnoty prahu (Cr) byly stanoveny porovnanim
s elonga¢nim faktorem EFla afp-aktinem. Jako chybova usecka je vynesena
+ 1 smérodatna odchylka z méfeni v triplikatu. Vysvétlivky: DAG = dny po vykliceni (day
after germination); DAP = dny po opyleni (day after pollination).
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Obr. 16 Stanoveni pH optima pro aldehyddehydrogenasu rodiny 22 z jecmene (dHVALDH22)
a kukutice (2dZmALDH?22). Hodnota pH optima byla pro dHvALDH22 stanovena na
8,13+£0,042 apro 2dZmALDH22 na 8,33 £0,046. Relativni hodnoty aktivit jsou
vyneseny vzhledem k absolutni aktivit¢ v hodnoté pH optima; absolutni hodnoty v bodé
pH optima jsou pro dHVALDH22 17,7 nkat-mg" a pro 2dZmALDH22 9,35 nkat-mg.
Pro pH 6,5 — 7,2 byly pouzity fosfocitratové pufry; pro pH 6,8 — 8,1 pufry Tris-HCI a pro
pH 8,6 — 9,1 pufry glycin-NaOH. pH optimum bylo stanovovano v reakéni smési
75mmol-I" pufru; 1,5mM NAD" a 500pumol-1" p-anisaldehydu. Jako chybova tsecka je
vynesena £+ 1 smérodatna odchylka z méfeni v triplikatu.
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Obr. 17 Porovnani preference koenzyml aldehyddehydrogenasou rodiny 22 (ALDH22) (a)
asaturaéni  kiivka NAD® sALDH22 zjeémene (dHvVALDH22) a kukufice
(2dZmALDH22). Substratova specifita pro koenzymy byla stanovovana v reakéni smeési
75mmol 1" pufru (HEPES pH 8,1 pro dHvALDH22 nebo HEPES pH 83 pro
2dZmALDH22); 1,5mM NAD(P)" a 500umol-1" p-anisaldehydu. Satura¢ni kfivka NAD*
byla méfena za stejnych podminek s vyjimkou koncentrace NAD', ktera byl zvolena
v rozmezi 1 —2000 umol-1". Jako chybova tsecka je vynesena = 1 smérodatna odchylka
z méteni v duplikatu.

2dZmALDH22 na 8,33 + 0,046 (Obr. 16). Pti hodnotach pH menSich nez 6,5 a vysSich
nez 9,1 dochazelo ke kaleni reak¢éni smési, tyto hodnoty tedy nemohly byt zméteny;
pravdépodobné dochézelo ke sraZeni enzymu nebo substratu.

Porovnanim aktivity rekombinantniho enzymu v pufru Tris-HCl a HEPES byl
pozorovan vzestup aktivity o 25 % pii pouziti HEPES pH 8,1 nebo 8,3; proto byl pfi
dalsich kinetickych métenich pouzivan HEPES. Na zaklad¢ méteni pH optima byl pii
stanovovani specifické aktivity pro dHVALDH22 pouzivan pufr HEPES pH 8,1 a pro
2dZmALDH22 HEPES pH 8,3.

4.7 Substratova specifita

Substratovd specifita byla stanovovdna s aminoaldehydy, alifatickymi aldehydy,
aromatickymi aldehydy a cukry (Obr. 18). Pro vétSinu substrati byl pozorovan podobny
trend aktivit pro oba enzymy, aktivity v piitomnosti 500pmol-1" substratu se vyrazné

lisily naptiklad pro fenylacetaldehyd, 3-metyl-2-butenal nebo nonanal. 2dZmALDH22
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Obr. 18 Stanoveni substratové specifity pro aldehyddehydrogenasu rodiny 22 z jeCmene
(dHvALDH?22) a kukufice (2dZmALDH22). Relativni hodnoty aktivit jsou vyneseny
vzhledem k absolutni aktivit¢ s p-anisaldehydem. Absolutni hodnoty aktivit ALDH22
s p-anisaldehydem jsou pro dHvALDH22 17,7 nkat-mg' apro 2dZmALDH22
9,35 nkat'mg™'. Substratova specifita byla stanovovana v reakéni smési se 75mmol 1"
pufrem (HEPES pH 8,1 pro dHVALDH22 nebo HEPES pH 8,3 pro 2dZmALDH22);
1,5mM NAD" a500umol-I' substritem. Jako chybovd tsetka je vynesena
+ 1 smérodatnd odchylka z méfeni v duplikatu.

preferovala aminoaldehydy vyraznéji nez dHvVALDH22. Jako koenzym preferuje
ALDH22 jednozna¢né NAD' (Obr. 17a).

Na zakladé substratové specifity byly pH optimum a satura¢ni kiivka NAD"

stanovovany s 500pmol-1" p-anisaldehydem.

4.8 Kineticka méreni

Ze saturaéni kiivky NAD" (Obr. 17b) byly stanoveny kinetické parametry pro
dHVALDH22 K, = (292 £29) umol‘I"  a Vim = (20,61 £0,72) nkat-mg”;  pro
2dZmALDH22 pak Ky, = (197 £27) umol-1" a Vi = (10,7 + 0,44) nkat-mg'.

Na zéklad¢ substratové specifity (Obr. 18) byly zméteny saturacni kiivky pro
4-butyraldehyd jako zastupce aminoaldehydi; acetaldehyd, citral, 3-metyl-2-butenal,
trans-2-hexenal a frans-2-nonenal ajako zastupce aromatickych aldehydi také
p-anisaldehyd (Obr. 19). Nebyla méfena saturacni kiivka pro zadny cukerny substrat,
nebot’ aktivity pfi riznych koncentracich D-ribosy s dHVALDH22 byly pfili§ nizké.

Stanové kinetické parametry uvedeny v Tab. 12.
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Obr. 19 Satura¢ni kiivky aldehyddehydrogenasy rodiny 22 zje¢mene (dHvVALDH22)
a kukufice (2dZmALDH?22) s vybranymi substraty. Saturacni kfivky byly méfeny
v reakéni smé&si 75mmol-1" pufru (HEPES pH 8,1 pro dHvALDH22 nebo HEPES pH 8,3
pro 2dZmALDH22); 1,5mM NAD" asubstratu v rizné koncentraci tak, aby byly
zmeéfeny specifické aktivity pfi alesponi 3 riznych koncentracich substratu pod hodnotou
K, Jako chybova usecka je vynesena + 1 smérodatnd odchylka z méfeni v duplikatu
nebo triplikatu.

Tab. 12 Tabulka vyhodnocenych kinetickych parametri pro aldehyddehydrogenasu rodiny 22
zje¢mene (dHVALDH22) a kukufice (2dZmALDH22). Substraty byly vybrany na
zaklad¢ substratové specifity s ohledem na 2dZmALDH?22, nebot’ byla méné aktivni. Ke
stanovenym hodnotdm je pfifazena = 1 smérodatna odchylka z méteni z duplikatu nebo

triplikatu.
dHvALDH22 2dZmALDH22
substrat Vi K. v K.
(nkat'mg™) (umol-1") (nkat'mg™) (umol-1")
acetaldehyd 15,4 +0,25 0,217 £0,013 10,9 £ 0,23 0,274 £ 0,021
4-aminobutyraldehyd 11,9 +£ 0,65 202 £32 8,80+ 0,51 53,3+8,3
p-anisaldehyd 16,9 +0,32 0,811 +0,22 10,4 +0,30 0,811+ 0,11
citral 15,1+0,17 0,206 + 0,013 8,11+0,14 0,512 +0,055
3-metyl-2-butenal 8,58 £0,12 0,206 = 0,17 12,2+ 0,30 2,78 £ 0,26
trans-2-hexenal 11,3+0,17 0,503 £ 0,049 8,62+ 0,20 0,201 +0,18
trans-2-nonenal 9,71 £0,15 0,134 +£0,13 6,75+ 0,096 2,60 £0,22
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5 DISKUZE

Pti fylogenetické analyze (Obr. 10) byly zjistény celkem tfi podrodiny ALDH22, které
respektuji rozdéleni podiiSe zelené rostliny. ALDH22 byla pii potvrzena u organismil
z teoretické casti, které byly dostupné v databazi, navic byly nalezeny vSechny
ALDH?22 podle Brockera et al. (2013), oproti naptiklad Woodovi a Duffovi (2009) byla
nalezena ALDH22 i u tasy Chlamydomonas reinhardii, coz ale mize souviset se starSim
datem clanku. Jelikoz byla ALDH22 zjisténa u zelenych fas i suchozemskych rostlin,
vyvinula se jiz pfed pfechodem rostlin z vody na sous, tedy minimalné¢ pfed 445 miliony
let (Archibalt 2017), coz potvrzuji i Wood a Duff (2009), Zhang et al. (2012), Jimenez-
Lopez et al. (2016b) nebo Jiang et al. (2019).

Nadrodina ALDH zatim nebyla v jeCmeni popsana, nicméné byly potvrzeny
vsechny vyznamné rostlinné rodiny (Tab. 9; Jimenez-Lopez et al. 2010; Brocker et al.
2013; Hou a Bartels 2015). Tabulka ALDH nadrodiny pro kukufici (Tab. 10) obsahuje
jiny pocet podrodin ZmALDH6 a ZmALDHI10 oproti Brockerovi et al. (2013). Tabulka
ALDH nadrodiny pro ryzi (Tab. 11) se shoduje s Jimenezem-Lopezem et al. (2010)
a Brockerem et al. (2013); oproti Kotchonimu et al. (2010) obsahuje mén¢ podrodin
OsALDHI11 a OsALDHI12. Jako nejdelsi ALDH pro tasy, kaprad’orosty i krytosemenné
rostliny nachazi Jimenez-Lopez et al. (2010) i Brocker et al. (2013) ALDH18, coz se
shoduje s probéhnutou analyzou. Je mozné, Ze ne vSichni ¢lenové rodiny ALDH byly jiz
popsani, tudiz se v budoucnu muze jejich pocet zménit.

Nejvyssi exprese ALDH2?2 byla zjisténa v embryu a v plodu; Huang et al. (2008)
vysokou expresi ALDH22 v embryu nepozoroval, u pylu ovSem ano a vysokou expresi
ALDH?22 v plodu zaznamenal i Gautam et al. (2019). Tieti nejvy$s$i exprese byla
zaznamenana v kvétu a stonku, kde ji ve vyss$i mife zjistil i Huang et al. (2008), Gao
a Han (2009), Zhu et al. (2014) nebo Gautam et al. (2019); oproti vysledkim Huanga et
al. (2008) a Gaa a Hana (2009) je zjisténa exprese ALDH?2?2 ve stonku nizké. Na zakladé
experimentalné ziskanych dat by se tedy mohla ALDH22 podilet na metabolickych
procesech diilezitych pfi embryogenezi a produkty jeji reakce by mohly byt diilezité pro
plod a kvét.

Hodnoty pH optima byly stanoveny na 8,13 = 0,042 pro je¢men a 8,33 &+ 0,046
pro kukufici (Obr. 16), podobné vysokd hodnota pH byla ur€ena pro matrix

mitochondrie jako 8,1 ¢i pro peroxisom jako 8,4 (Shen et al. 2013), kam ovSem
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ALDH?22 na zéklad¢ signalni sekvence nebyla zatim predikovana, nebo také stroma
chloroplastu jako 8,0 (Hauser et al. 1995). Do plastidiit nebo chloroplastii predikuji
ALDH22 Huang et al. (2008) a Tian et al. (2015). Na zaklad¢ analyzy signalni sekvence
je ALDH22 nejc¢astéji predikovdna do endoplazmatického retikula a sekre¢ni drahy
(Gao a Han 2009; Jimenez-Lopez et al. 2010; Jimenez-Lopez et al. 2016b; Guo et al.
2017); pH samotného endoplazmatického retikula je 7,4 +0,2; Golgiho aparatu
6,2 £ 0,4 a zralych sekre¢nich granul 5,5+ 0,4 (Wu et al. 2001). ALDH22 by tedy mohla
byt pfitomna v endoplazmatickém retikulu, kde by dosahovala pfiblizné¢ 70-80 %
stanovené maximalni aktivity. Dong et al. (2017), Hou a Bartels (2015) a Zhu et al.
(2014) lokalizuji ALDH22 do cytoplazmy, kde je pH pfiblizn€ 7,3 (Chan a Warwicker
2009).

ALDH22 je NAD"-dependentni enzym (Obr. 17b), jez ma Sirokou substratovou
specifitu (Obr. 18) podobné jako ALDH1 (Wang et al. 2009) nebo ALDH2 (Koncitikova
et al. 2015). Preference p-anisaldehydu oproti ostatnim substratim byla u dHVALDH22
vyraznéj$i, protoze u jeji saturacni kiivky s p-anisaldehydem oproti saturacni kiivce
2dZmALDH?22 s p-anisaldehydem nebyla pozorovana inhibice substratem. I kdyZ byly
s p-anisaldehydem stanoveny nejvyssi specifické aktivity mezi 500umol 1" substraty,
z poméru Vin/Kn vyplyva, ze acetaldehyd, trams-2-nonenal, citral a 3-metyl-2-butenal
jsou pro ALDH22 vyrazné lepsi substraty (Tab. 13). dHVALDH22 ma nejvyssi afinitu
k trans-2-nonenalu a p-anisaldehyd pifeménuje nejrychleji; 2dZmALDH22 ma

Tab. 13 Pomér Vim/Km pro jednotlivé aldehydy, s nimiz byly stanovovany kinetické parametry
s aldehyddehydrogenasou  rodiny 22  zjeCmene (dHVALDH22) a kukufice
(2dZmALDH22). Pomér Vim/Knm odrazi katalytickou ucinnost, s niz je substrat ALDH22
preméinovan. Jako referencni substrat byl zvolen p-anisaldehyd, vic¢i némuz byla
porovnana i substratova specifita a s nimz vykazovaly enzymy nejvyssi akvitivu mezi
500umol-1" substraty.

substrat dHvALDH22 2dZmALDH22

acetaldehyd 3,40 3,88
4-aminobutyraldehyd 0,00283 0,00340

p-anisaldehyd 1,00 1,00
citral 3,54 3,07
3-metyl-2-butenal 2,00 4,58
trans-2-hexenal 1,08 1,33
trans-2-nonenal 3,48 3,91
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nejvyssi afinitu k 3-metyl-2-butenalu a nejrychleji pfeménuje trans-2-hexenal. ALDH22
neni vyrazn€ zapojena v metabolismu aminoaldehyda nebo cukri, 1 kdyz je schopna je
v mensi mife preménovat.

U aminoaldehydii, 3-metyl-2-butenalu, nonanalu nebo frans-2-nonenalu byly
rozdily v aktivité vyrazné. Jelikoz jsou zkoumané ADLH22 ze dvou organismil, nemusi
byt jejich substratové specifity v prekryvu, podobné jako tomu je u ALDHI10 z rajcete
a kukutice (Kopec¢ny et al. 2013) anapiiklad rtzné isoformy ALDH2 dokonce
vykazovaly riiznou substratovou specifitu mezi sebou (Koncitikova et al. 2015). Pouze
acetaldehyd byl inhibovan HvALDH22 i ZmALDH22.

U saturacnich kiivek byla ¢asto pozorovéna inhibice substratem (Obr. 19), coz je
nekompetitivni typ reversibilni inhibice, ktera je zplisobena vazbou druhé molekuly
substratu ke komplexu enzym-substrat (Bisswanger 2008). I kdyz ji Cook a Cleland
(2007) pritazuji spise reakcim, které nejsou fyziologické, substratova inhibice je jednou
zmoznych regulaci aktivity enzymt (Bisswanger 2008; Cornish-Bouwden 2012),
potvrzenych u fady fyziologickych procestu (Nakashima et al. 1999; Svedruzi¢ a Reich
2005; Colletier et al. 2006). 2dZmALDH22 byla substraty castéji inhibovéna nez
dHVALDH22, coz mize byt zpisobeno rozdilnosti organismi, z nichz byla ALDH22
klonovana.

Ponévadz ALDH22 s vysokou specifitou pieménovala aromatické substraty,
fenylpropanoidové drahy je lignin, v jeho biosyntéze by mohla byt v mensi mife
zapojena ALDH22, nebot je exprimovana ve stonku. Aldehydické produkty
fenylpropanoidové drahy maji vétSinou vyrazné aroma a podili se tak na vini.
Vyznamna exprese ADLH22 byla potvrzena v plodech a kvétech, ALDH22 by tak
mohla byt zapojena v regulaci viin€ rostliny (Heldt et al. 2011; Gleason a Chollet 2012).
Je pravdépodobné, ze transkripce ALDH22 (Obr. 15) klesd v Case v plodu, aby nebyly
degradovany vonné¢ latky, které vznikaji béhem dozravani.

ALDH22 uéinné preméinovala rtizné produkty lipoxygenasové drahy jako
trans-2-hexenal, heptanal nebo nonanal (Obr. 18), navic trams-2-nonenal s velmi
vysokou katalytickou uc¢innosti (Obr. 19). Exprese lipoxygenas béhem kli¢eni (Melan et
al. 1994) mize vysvétlovat zvySenou expresi ALDH22 v embryu. Aldehydy vzniklé

reakci lipoxygenas s mastnymi kyselinami jsou pfitomny v mnohych plodech a podileji
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se na jejich vuni (Plotto et al. 1998; Jouquand et al. 2008; Rohloff et al. 2009), vysoka
exprese ALDH?22 byla zjiSténa 1 v plodech kukufice a jecmene. Lipoxygenasy jsou mj.
lokalizovany i v cytoplazmé (Tranbarger et al. 1991) nebo chloroplastech (Feussner et
al. 1995), kam je ALDH22 predikovdna podle signalni sekvence (Huang et al. 2008;
Dong et al. 2017).

ALDH obecné podileji na detoxifikaci organismu preménou aldehydii na piislusné
karboxylové kyseliny (Yoshida et al. 1998; Brocker et al. 2013) a ALDH22 by mohla
byt zapojena v oxidaci toxického acetaldehydu vznikajiciho pfi etanolovém kvaSeni
v cytosolu, vysoce aktivnim u kli¢icich zrn (Mellema et al. 2002; Kodicek et al. 2015).
Acetaldehyd se vaze na dulezité proteiny, a tim je inhibuje, embryo je na acetaldehyd
obecné citlivéjsi nez dospéla rostlina (Perata a Alpi 1991). Exprese ALDH22 byla
zjiSténa nejvyssi pravé v embryu, navic acetaldehyd byl preménovan s vysokou
katalytickou G¢innosti u obou ALDH22 (Tab. 13).

Zajimavé je, ze ALDH22 s vysokou katalytickou uc¢innosti (Tab. 13) pfeménovala
i citral, ktery sice v rostlinném embryu nebyva pfitomen, nicméné i1 on inhibuje vyvoj
semene (Dudai et al. 2000). JelikoZ vysokd mira exprese ALDH22 byla zaznamenana
u plodt kukufice (Obr. 15), ALDH22 by mohla byt zapojena v regulaci mnozstvi citralu
zejména v citrusovych plodech nebo citronové travé (Lota et al. 2002, Chanthai et al.
2012), kde byla ALDH22 potvrzena (Obr. 10). Podileni se na regulaci citralu je
podpoieno fakty, ze prekurzor citralu je biosyntetizovan v chloroplastech (Dong et al.
2013), kam je odhadovana pfitomnost ALDH22 podle pH optima, Schattat et al.
(2011) navic potvrzuje vyménu metabolith mezi chloroplasty a endoplazmatickym
retikulem, kam je naopak ALDH22 nejcastéji predikovana podle signalni sekvence
(Gao a Han 2009).

Pro 2dZmALDH22 byl nejlepSim substratem 3-metyl-2-butenal (Tab. 13),
vznikajici irreversibilni degradaci cytokini enzymem
cytokininoxidasou/dehydrogenasou (Buchanan et al. 2015), kterda je ve vétSin¢
organismu lokalizovana v sekre¢ni draze (Schmiilling et al. 2003), kam byva ALDH22
Casto predikovdna podle signalni sekvence (Gao a Han 2009). Cytokininy iniciuji
bunétné de€leni, kontroluji diferenci bunék, a ovliviiuji kveteni a tvorbu ploda
(Buchanan et al. 2015), coz koresponduje se zvySenou expresi ALDH22 v embryu,

plodu, kvétu a stonku.
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Jelikoz ALDH22 zatim nebyla potvrzena u bakterii (Riveros-Rosas et al. 2019), je
pravdépodobné, ze je specificka pro rostliny a nebude potvrzena u zivoc€ichl, nebot
ALDH bakterii alidi vykazuji vysokou podobnost (Yoshida et al. 1998; Vasiliou
a Nebert 2005). Toto tvrzeni je potvrzeno faktem, ze ALDH22 pifeménuje substraty
charakteristické pro rostliny, jako jako jsou prekurzory fenylpropanoidové drahy, citral

nebo produkty lipoxygenasové drahy.
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6 ZAVER

Byla vypracovéana literarni reSerSe se zameétfenim na ALDH22 a aldehydy, v jejichz
metabolismu by mohla byt ALDH22 zapojena. Byla provedena fylogenetick4 analyza
ALDH22 napfi¢ zelenymi fasami, mechorosty a vys$§imi rostlinami. Byla provedena
kvantitativni PCR pro ovéfeni exprese ALDH22 v raznych pletivech jeémene
a kukufice.

HvALDH22 byla Gspésné€ naklonovana a exprimovana, ZmALDH?22 byla uspésné
exprimovana. Rekombinantni protein byl purifikovan ve dvou krocich, a to pomoci
afinitivni chromatografie anasledné pomoci iontové vyménné chromatografie.
Rekombinantni ALDH22 byla déle charakterizovana; bylo ur¢eno pH optimum, byla
stanovena substratova specifita a kinetické parametry K, a Vim pro vybrané substraty.
Substratovd specifita i mira katalytické ucinnosti pro vybrané substraty se mezi
HvALDH22 a ZmALDH22 podobala.

Podle substratové specifity, katalytické ucinnosti pro vybrané substraty
a kvantitativni PCR je predpokladano, Ze ALDH22 podili na detoxikaci acetaldehydu
béhem embryondlniho vyvoje a ovliviiuje mnozstvi vonnych latek v kvétu a hlavné

v plodu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
2dZmALDH22 - aldehyddehydrogenasa rodiny 22 z kukufice seté (Zea mays),

neobsahuje znacnou ¢ast signalni sekvence

ABA — kyselin abscisova

ABAL — 4-aminobutyraldehyd

APAL — 3-aminopropionaldehyd

ALDH - aldehyddehydrogenasa

ALDH22 — aldehyddehydrogenasa rodiny 22

AtALDH22 - aldehyddehydrogenasa rodiny 22 z huseni¢ku rolniho (Arabidopsis
thaliana)

BSA — hovézi sérovy albumin

Cr — hodnota prahu

dHvALDH22 — aldehyddehydrogenasa rodiny 22 z jeCmene setého (Hordeum vulgare),
neobsahuje ¢ast signalni sekvence

dZmALDH22 — aldehyddehydrogenasa rodiny 22 z kukuftice seté (Zea mays),

neobsahuje ¢ast signalni sekvence

DTT — dithiotreitol

GABA — y-aminomadselna kyselina

IPTG — isopropyl-4-D-1-thiogalaktopyranosid

HvALDH22 — aldehyddehydrogenasa rodiny 22 z je¢mene setého (Hordeum vulgare),
obsahuje celou signalni sekvenci

LB - Luria-Bertani

OsALDH?22 — aldehyddehydrogenasa rodiny 22 z ryze seté (Oryza sativa)

psi — jednotka tlaku (,, pound per square inch*); 1 psi = 6894,76 Pa

PVDF — polyvinilidendifluorid

PVP-40 - polyvinylpyrrolidon-40

ZmALDH22 — aldehyddehydrogena rodiny 22 z kukufice seté (Zea mays)
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