UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

N-acetylaminotransferasa z mechu Physcomitrella

patens
BAKALARSKA PRACE
Autor: Jan Tancer
Studijni program: B1406 Biochemie
Studijni obor: Biochemie
Forma studia: Prezenc¢ni
Vedouci prace: Mgr. David Kopecny, Ph.D.

Rok: 2021



ProhlaSuji, Ze jsem bakalafskou praci vypracoval samostatné s vyzna¢enim vsech
pouzitych pramenil a spoluautorstvi. Souhlasim se zvefejnénim bakalaiské prace podle
zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych skolach, ve znéni pozdé¢jSich predpist. Byl jsem
sezndmen s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona

¢. 121/2000 Sb., autorsky zédkon, ve znéni pozdéjsich predpisti.

V Olomouci dne 10.5.2021
Jan Tancer



Velmi rad bych podékoval vedoucimu své prace Mgr. Davidu Kopeénému, Ph.D. za
jeho odborné vedeni, trpélivost a rady pii zpracovani bakalaiské prace. Dale bych rad
podékoval Mgr. Martiné Kopecné¢, Ph.D. za pomoc a rady pii zpracovani

experimentalni ¢asti této prace.



Bibliograficka identifikace

Jméno a pfijmeni autora Jan Tancer

Nazev prace N-acetylaminotransferasa z mechu Physcomitrella patens
Typ prace Bakalarska

Pracovisté Katedra biochemie

Vedouci prace Mgr. David Kopec¢ny, Ph.D.

Rok obhajoby prace 2021

Abstrakt

Tato bakalaiska prace je vénovana N-acetylaminotransferase (NATA) z mechu
Physcomitrella patens. V teoretické Casti je popsan metabolismus polyamint, jejich
syntéza a degradace se zaméfenim na acetylaci a zndmé enzymy u rostlin a savcu.
V experimentalni ¢asti byl klonovan gen PpNATA do expresniho vektoru pET-28a.
Expresi genu v bunikach E.coli byl ziskan rekombinantni protein obsahujici histidinovou
kotvu umoziujici purifikaci afinitni chromatografii. Pomoci metody SDS-PAGE byla
ovéfena produkce proteinu, ¢istota a metodou nano-diferencialni skenovaci fluorimetrie
bylo ovéfena stabilita proteinu a stabilizace vazbou na acetyl-COA. Pomoci
bioinformatickych postupt byla predikovana sekundarni a terciarni struktura proteinu
na zéklad¢ dostupnych struktur savéi N-acetylaminotransferasy a dale bylo analyzovéano

vazebné misto pro vazbu acetyl-CoA v modelu PpNATA.

Klic¢ova slova acetylace, heterologni exprese, Physcomitrella patens,
polyaminy, transferasa

Pocet stran 67
Pocet ptiloh 0

Jazyk Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and Jan Tancer

suriname

Title N-acetylaminotransferase from moss Physcomitrella
patens

Type of thesis Bachelor

Department Department of biochemistry

Supervisor Mgr. David Kopeény, Ph.D.

The year of presentation 2021
Abstract

This bachelor thesis is focused on the N-acetyl aminotransferase (NATA) from
the moss Physcomitrella patens. The theoretical part describes the metabolism of
polyamines, their synthesis and degradation with a focus on acetylation and known
enzymes in plants and mammals. In the experimental part, the PpPNATA gene was
cloned into the expression vector pET-28a. The gene was expressed in E. coli cells
yielding a recombinant protein comprising a histidine-tag allowing the affinity
chromatography purification. The protein production and purity were verified by
SDS-PAGE, and protein stability and the effect of acetyl-CoA binding was analyzed by
the nano-differential scanning fluorimetry. Bioinformatic approaches were used to
predict the secondary and tertiary structure of the protein was predicted based on the
available structural data of N-acetyl aminotransferases, and the binding site for
acetyl-CoA in the PpNATA model was further analyzed.

Keywords acetylation, heterologous expression, Physcomitrella

patens, polyamines, transferase
Number of pages 67
Number of appendices 0

Language Czech



Obsah

I UVOD s 8
2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY ....covmivimmrimriieiieniieniissisesessesseeseeons 9
P R o 1Y 12 1 Y2 SRS 9
2.2. BioSYNtZa POLYAIMINTL......veviiieiriiieeiie st n e sn e nr e ne s 11
2.3, OX1daCE POLYAMINTL ....e.veeuviieieiiitiiie sttt sttt bbbt n e bt sbeebee b 12
2.4, Arylamin-N-acetyltransferasy ... 14
2.4.1. Lidské N-acetyltransferasy (NAT) ..o 16
2.4.2. Spermidin/spermin-N-acetyltransferasa (SSAT) ....cccvvveeiiiiicii e 17
2.4.3. N-acetyltransferasy (NATA) vV 10StHNACH ......ccoviiiiiiiici e 23

2.5, ACELYI CO-A ..o e e e re e re e 25
2.6. Prenos acetylu — acetylace NiStONU.........ccoiiieeiiirieiirese e 26
2.6.1. Penos acetylu - histonacetyltransferasa ...........ccoovvvverencreiniissese e 26

2.7. Rodina enzymil GNAT ..ot 27
2.8. PhySCOMILrElla PALENS ......ocveeiicciecicce ettt st sre e 28

3 EXPERIMENTALNI CAST ...t 30
31 MALETIAL ... 30
3.1.1. PouZity biologicky Material ..........cccciirieriiirie i 30
3.1.2. POUZIité ChemMIKAIIE .......coiuiiiiiiiiiiii et 30
3.1.3. POUZItE Kity @ NAVOAY ....eerveevieiiiiieiieite ettt 31
3.1.4. POUZILE PIISIIOJE .veeuveereetiesiitaiie et ettt sttt ettt ettt ettt sbe e sbe e seeesnne e 31

I |V 11 (oo | OSSP PRPTRTPRN 32
3.2.1. Polymerazova Fet€ZOVA TEAKCE ........ccvreeiiitiiie sttt 32
3.2.2. Elektroforeticka separace DNA a purifikace ............cccoveeriiiiiniiniieiee e 33
3.2.3. Klonovani cDNA do vektoru pET-28a ..........ccooiiieiiiiniiiiicen e 33
3.2.4. Transformace bakterialnich bunék Escherichia Coli..........cccoovvviiiniiiiinineneicinn 34
3.2.5. Purifikace plasmidové DNA a screening KIont ...........cccceevirieiininiininienc e 35
3.2.6. Produkce rekombinantniho proteinu...........ccocverineeieiineesenceesese s 35
3.2.7. Extrakce rekombinantniho proteinu PPNATA........cccooiiiiiiiiiiiine e 36
3.2.8. Purifikace afinitni chromatografii............ccoooiriiiii e 36
3.2.9. SDS — PAGE ...t e 37
3.2.10. Nano-diferencialni skenovaci fluorimetrie (nano-DSF) .............ccocoviiiiiiiicinnn 38

3.3. BioinformatiCk€ SEIVEIY ........couiiiiiiiiiiieie sttt 39
KT TR0 01V (07 1 1= T PSSRSO 39
B.3.2  UNIPIOL ... s 39
B33 PRYIE 2 bbbt 39
3.3.4. PSIPRED/DISOPRED .......coiiiiiiieiieeeee et 39

4 VYSLEDKY ..cooouiiiimiiieiieeiieeesessissesessss s 40

O 1 410 )72 ) o ¥ F TSRS RRTRRRTRRRRRPRRRR 40



4.2. Produkce a purifikace rekombinantniho proteinu............coceoevveiireiinineseneseeesese 42

4.3. Stanoveni stability ProteINU ........c.eiiviiiiiiiiiiiiie e 44
4.4. Porovnani sekvenci savéich a rostlinnych N-acetyltransferas ...........c.ccocvevvieiiicinnn 45
4.5. Predikce sekundarni struktury (PSIPRED) ......ccooiiiiiiiiiiii e 48
4.6. Predikce sekundarni struktury (DISOPRED) .......ccooiiiiiiiiiiieeee e 50
4.7. Predikce sekundarni struktury (Phyre 2)......ccocoviiiiiiiiienieeee e 51
4.8. Predikce terClarni SITUKLUTY ......coiviieeiiieeie e e 52
4.9. Vazba acetyl-CoA v lidské a rostlinné N-acetyltransferase...........cccoccovveveviiievcnneinenn, 55
5  DISKULZE ...ttt bbbttt b e 57
6 ZAVER ..ottt 60
7 LITERATURA Lot 61

8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ......cvoveeeeeeeeeeeeeeeeerererererereresesereesenens 66



CILE
Teoreticka ¢ast

e Vypracovani literdrni reSerSe na téma metabolismus polyamind, jejich syntézy

a degradace a dosavadnich poznatkt k funkci N-acetyltransferas
Experimentalni cast

e Klonovani a purifikace N-acetyltransferasy (NATA) z mechu Physcomitrella
patens, ovéfeni stability proteinu
e Porovnani sekvenci sav¢ich a rostlinnych N-acetyltransferas

e Predikce sekundérni a terciarni struktury mechové NATA



1 UVOD

N-acetyltransferasy (NAT) katalyzuji pfenos acetylové skupiny z acetyl-CoA na
arylaminy, arylhydraziny nebo N-hydroxyarylaminy. NAT katalyzuji tfi druhy reakeci.
Jedna se o N-acetylaci, O-acetylaci a N,O-acetylaci. Zejména N-acetylace hraje
dilezitou roli v buikach. Univerzalnim mechanismem se jevi ping pongovy bi-bi

mechanismus.

Enzymy NAT se vyskytuji u savct, bakterii, rostlin a hub. U lidi existuji tfi lokusy
NAT, z nichz jeden je pseudogen. Lidské NAT hraji vyznamnou roli pii metabolismu
1é¢iv nebo v piipad¢ riznych onémocnéni. V piipad¢ rostlin, NATA katalyzuji acetylaci
putrescinu, ornithinu a diaminopropanu. Acetylované substraty maji vliv na uzavirani

stomat listti nebo na akumulaci peroxidu vodiku v bunkach.

Prace je zaméfena na N-acetylaminotransferasu z mechu Physcomitrella patens
(PPNATA), ve které se nachazi pouze jeden gen pro tento protein. Cilem prace je
klonovani genu PPNATA, jeho nasledna exprese a purifikace rekombinantniho proteinu.
U ziskaného proteinu bude dale studovana jeho stabilita, a také predikovana sekundarni
a terciarni struktura pomoci bioinformatickych postupl. Ziskané poznatky pfisp&ji

k podrobngjsi charakterizaci tohoto enzymu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1. Polyaminy

Polyaminy jsou alifatické polykationtové slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti.
Nachazeji se v buiikach napfi¢ vSemi Zivymi organismy (Kusano et al., 2008).
Homeostazy polyaminii Vv bunice je dosazeno zejména regulaci jejich syntézy
a katabolismu. Vyskytuji se volné, konjugované nebo ve vazané formé s rlznymi
makromolekulami. Mezi nejvyznamnéjsi polyaminy vyskytujici se u zivocichu, rostlin
a bakterii se fadi diamin putrescin (Put; butan-1,4-diamin), diamin kadaverin (pentan-
1,4-diamin), tetraamin spermin (Spm; [N,N’-bis(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin])
a triamin spermidin (Spd; [N-(3 aminopropyl)butan-1,4-diamin]) (Obr. 1), (Cervelli et
al., 2014). V bakteriich, jako je E.coli, je putrescin nejzastoupenéj$im polyaminem,
zatimco U eukaryot jsou spermin a spermidin zastoupeny ve vé&tSich mnozstvich.
V houbach, jako je na piiklad Saccharomycotina subphylym, se spermin vibec
nevyskytuje (Gevrekci, 2017). Dalsim aminem je agmatin, dekarboxylovany arginin,
ktery je syntetizovan rostlinami, ale ne savci. Bylo prokazano, Ze agmatin funguje jako
neurotransmiter, ale nebylo doposud dokazano, zda je tato funkce fyziologicky dilezita
(Pegg, 2009). Dalsimi polyaminy jsou norsperdmidin, homospermidin, homospermin,
norspermin nebo thermospermin vyskytujici se u bakterii, fas nebo hub (Shaw et al.,
2010; Michael, 2016).
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Obr. 1 Nejvyznamnéj§i polyaminy vyskytujici se Zivo€ichi, rostlin a bakterii.
A — putrescin, B — kadaverin, C — spermidin, D - spermin



V rostlinnych buikach se polyaminy vyskytuji zejména v cytoplazmé, pak také
Vv chloroplastech, vakuolach nebo mitochondriich. Mnozstvi polyamind v rostlindch se
li$i v zavislosti na druhu rostliny, na daném organu, ale také na vyvojovém stadiu. (Pal

etal., 2019).

Mezi diaminy muazeme zafadit ornitin, tryptamin, diaminopropan nebo
ethylendiamin.  Ornithin  je neesencialni aminokyselina. Je meziproduktem
v mocovinovém Cyklu. Dale plsobi jako substrat pro fadu enzymi. Podili se na
produkeci rastového hormonu a hraje zasadni roli ve spravné ¢innosti jater a imunitniho
systétmu. Studie prokdzaly, Ze zvySena hladina ornitinu u c¢lovéka je znamkou
patologickych stavii. Vznika hydrolytickym §tépenim aminokyseliny argininu za
katalyzy enzymu arginasy (Sivashanmugan et al., 2017). Tryptamin, indolaminovy
metabolit tryptofanu, je amin vyskytujici se V centralni nervové soustavé savcl. Znamé
tryptaminy, jako psilocybin, funguji jako halucinogeny, coz jsou latky schopné ménit
smyslové vnimani nebo nalady. Hlavnim strukturnim komponentem, ktery dava
halucinogenni vlastnosti je jadro indolu. Predpoklada se, ze funguje jako

neurotransmiter nebo neuromodulator (Yu et al., 2003; Araujo et al., 2015).

Polyaminy hraji dtleZitou roli pfi oxida¢nim stresu rostlin. Mohou zvySovat aktivitu
riznych antioxida¢nich enzym nebo mohou regulovat miru oxida¢niho stresu
zpliisobeného rliznymi faktory prostiedi. Také se podileji na mnoha fyziologickych
procesech v burice. Naptiklad tetraamin spermin brani produkci oxidu dusnatého (NO)
v makrofazich a reguluje pohyb lidskych neutrofili. ZvySené hladiny sperminu byly
objeveny ve tkanich po poranénich, zanétech nebo infekcich (Zhang et al., 1997;
Kusano et al., 2008).

Polyaminy se také tCastni syntézy proteinti, bunééného ristu a dalSich
metabolickych dé&jti. Bylo prokdzano, Ze vyfazeni genli kddujicich ornitin
dekarboxylasu nebo S-adenosylmethionin  dekarboxylasu, zptisobilo ¢asnou

embryonalni letalitu u mysi (Igarashi et al., 2019).

Pii fyziologickém pH maji pozitivni naboj, diky kterému se mohou vazat na
makromolekuly, jakymi jsou DNA nebo RNA, a tim se podileji na regulaci jejich funkci
(Kusano et al., 2008). Intracelularni polyaminy se pfevazné nachazeji jako komplex
polyamin-RNA. V ptipadé E.coli se 90 % spermidinu a 48 % putrescinu nachazi praveé

v takovém komplexu. Zjistilo se, ze polyaminy stabilizuji RNA tim, ze ji udrzuji

10



v urCité konformaci, ve které molekula RNA zlstava rozpustnd a schopnd interakce
Sjinymi molekulami. Pravé stabilizace nukleovych kyselin je zvIasté dilezita
u termofilnich mikroorganismii, u kterych se stale vice ukazuje, ze pravé polyaminy

hraji duleZitou roli pfi jejich tepelné odolnosti (Gevrekci, 2017).

Poruchy v metabolismu polyamint jsou spojeny s onkologickymi onemocnénimi
(Cervelli et al., 2012). Biosyntéza zminénych hlavnich polyaminii miize byt navozena

Vv reakci na patogenni infekci rostlin (Lou et al., 2016).

2.2. Biosyntéza polyamini

Prekurzory pro syntézu jsou aminokyseliny L-arginin a L-methionin. Syntéza
putrescinu probiha ptes ornithin produkovany z argininu za katalyzy enzymem
arginasou (EC 3.5.3.1) a ornitin dekarboxylasou (ODC, EC 4.1.1.17). Tento enzym je
tedy kritickym mistem pii udrzovani hladiny polyamini (Pegg, 2009). Hladiny ODC
reaguji na mnoho podnétl, vcetné hormond, ristovych faktorli, onkogent
a obsahu volnych polyaminid (Casero et al., 2018). Polyaminy indukuji expresi
proteinového inhibitoru ODC, ktery se nazyva antizym. Ten se miiZze vazat na ODC
monomer, a tim brénit tvorb¢ aktivniho dimeru. Nadmérna exprese ODC mtiZze vyvolat
onkogenni transformaci, coz naznacuje, ze tento enzym muze byt proonkogenem.
Enzym ODC je zavisly na pyridoxal fosfatu (PLP). Savéi ODC m4 jeden z nejkratSich
poloc¢asii popsanych pro savei proteiny. Enzymaticky aktivni ODC je homodimer, ve
kterém kazdy monomer obsahuje dvé domény — N-termindlni a C-terminalni doménu
(Uridales et al.,, 2001; Bae et al., 2018). Druhou alternativni cestou je syntéza
putrescinu z agmatinu, ktery vznika enzymatickou dekarboxylaci argininu pomoci
arginindekarboxylasy (ADC, EC 4.1.1.19). Agmatin slouzi jako substrat pro
agmatiniminohydrolasu (AIH, EC 3.4.3.12) za vzniku N-karbamoylputrescinu.
Poslednim krokem je hydrolyza N-karbamoylputrescinu na putrescin  pomoci
N-karbamoylputrescinamidohydrolasy (CPA, EC 3.5.1.53). Nicméné, pro syntézu
vyS$§ich polyaminli je vyzadovana aminopropylovd skupina. Tu poskytuje
S-adenosylmethionindekarboxylasa (AdoMetDC) tim, ze katalyzuje dekarboxylaci
S-adenosylmethioninu (AdoMet) na S-adenosylmethioninamin. Spermidin a spermin
jsou syntetizovany z putrescinu a aminopropylovych zbytkl, které jsou postupné
dodany methioninem (Bitrian et al, 2012). Pfeména putrescinu na spermidin probiha za
ucasti enzymu spermidinsynthasy (SPDS, EC 2.5.1.16). Syntézy sperminu se ucastni
enzym sperminsynthasa (SPMS, EC 2.5.1.22). Lidskd SPDS a SPMS patii do
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aminopropyltransferas. Oba enzymy se od sebe lisi ve struktufe aktivniho mista
a obsahuji dva konzervované zbytky asparagové kyseliny (Asp201 a Asp276), které
ziejm¢ hraji dilezitou roli v katalytickém mechanismu. Reakce téchto dvou enzymi

jsou inhibovany 5’-methylthioadenosinem (Wu et al., 2008).

Diamin kadaverin, strukturné podobny putrescinu, je syntetizovan jinou cestou oproti
ostatnim polyaminiim. Vznikéa z L-lysinu. V bakteriich, sinicich a rostlinach je L-lysin
preménovan na kadaverin za pomoci enzymu lysin dekarboxylasy (LDC, EC 4.1.1.18).
Nicméné, v sav€ich bunkdch a u bun¢k hub nebyl gen pro lysin dekarboxylasu
identifikovan. I pfes to je vsavcich buiikdch pfitomen. Kadaverin lze pfevést na
aminopropylovou formu (aminopropylkadaverin), kterd je blizkym analogem
spermidinu, a muze byt produkovana v sav¢ich bunkach pomoci SPDS (Bekebrede et
al., 2020).

2.3. Oxidace polyamini

Polyaminy jsou oxidovany heterogenni tfidou aminoxidas. Diaminoxidasy (DAO) jsou
aminoxidasy obsahujici méd’ (CuAO, EC 1.4.3.6). Jinou tfidou aminoxidas jsou
polyaminoxidasy (PAO, EC 1.5.3.11-17) s kofaktorem flavindenindinukleotidem
(FAD). CuAO prevazné oxiduji primarni skupiny putrescinu a kadaverinu. Spermin
a spermidin oxiduji pouze v malé mife. Oxidaci putrescinu vznika 4-aminobutanal,
amoniak a peroxid vodiku (Tavladoraki et al., 2016). Vznikly aminoaldehyd je
metabolizovan na y-aminomaselnou kyselinu Rostlinné a bakterialni PAO katalyzuji
pfeménu spermidinu a sperminu na 4-aminobutanal, 1,3-diaminopropan a peroxid
vodiku. To znamena, Ze rostlinné PAO jsou zapojeny do terminalniho katabolismu
polyamint (Kusano et al., 2008). Naopak savéi PAO transformuji spermidin a spermin
na putrescin. Oxidace polyaminii pomoci PAO vede k produkci aminoaldehydd
a peroxidu vodiku, nikoli k amoniaku (Sebela et al., 2001). Oxidace polyaminti pomoci
PAO je hlavnim zdrojem hromadéni peroxidu vodiku v rostlinné tkani vyvolané
stresem. V Arabidopsis thaliana bylo identifikovano pét PAO isoforem — PAOI1 az
PAOS5. Z toho jsou PAO2, PAO3 a PAO4 cileny na peroxisomy, PAO1 a PAO5 jsou
cytosolické. Arabidopsis PAO oxiduji spermin a spermidin efektivnéji nez
N-acetylspermin a N-acetylspermidin. Sperminoxidasa (SMO) je FAD zavisla
aminoxidasa, kterd fidi zpétnou pfeménu sperminu na spermidin za soucasné tvorby
3-aminopropanalu a peroxidu vodiku (Kusano et al., 2008; Yoda et al., 2009).

U cloveka se gen SMO nachazi na chromozomu 2 a existuji dvé katalyticky aktivni
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isoformy — SMO1 a SMOS5, které se nachazeji v cytoplazmé a v bunécném jadru. SMO
hraje dulezitou roli pfi udrzeni homeostazy polyamint v bunkach. Dysregulace tohoto
enzymu muze vést k né€kolika patologickym staviim. Peroxid vodiku i 3-aminopropanal,
patii mezi cytotoxické slouceniny. Ztoho duivodu aktivita SMO mize ovlivnit

fyziologii a patologii organismu (Cervelli et al., 2012).

W ADC1 agmatin
H,N)\ /\/\/‘L ADC2 H; \r/N\/\/\NHz
NH,
0
AlH
H?N/\/\'/ILOH
N [HN__O N-karbamoyl
-acety h g ARGAH1 ARGAH1 O putrescin :
ornihin ARGAH2 ARGAH2 P thermospermin
H NH"\/\/NHZ
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semialdehyd Deacetyl N-acetyl

ornithin putrescin

Obr. 2 Struktura polyamini, jejich biosyntéza a vzajemna pireména. Mista, kde ucinkuje
NATA, jsou vyznaena v Cerveném krouzku. Pouzité zkratky: ADC — arginin dekarboxylasa,
ARGAH - arginin aminohydrolasa, NATA - N-acetyltransferasa, AIH - arginin
aminohydrolysa, SPDS — spermin/sperdmidin synthasa, NLP — nitrilasa, ACL — acyltransferasa,
NAOD - N-acetylornithin deacetylasa, OAT — ornitin acetyltransferasa, OTC — ornithin
transkarbamylasa, ODC — ornithin dekarboxylasa (pfevzato a upraveno dle Lou et al., 2020)
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2.4. Arylamin-N-acetyltransferasy

Arylamin-N-acetyltransferasy (NAT, EC 2.3.1.5) jsou jinak nazyvany také acetyl-CoA-
dependentnimi N-acetyltransferasami. Katalyzuji pienos acetylové skupiny (-COCHz)
z acetyl koenzymu A (AcCoA) na arylaminy, arylhydraziny a N-hydroxyarylamin.
Vyznamné se podileji na detoxikaci nebo bioaktivaci karcinogeni a nékterych 1ékt

(Kawamura et al., 2005; Liu et al, 2021).

NAT katalyzuji N-acetylaci (obvykle deaktivace), O-acetylaci (obvykle aktivace),
ale také intramolekularni N,O-acetylaci (Obr. 3, 4), (Hein et al, 2000; Sim et al, 2014).
Mechanismus reakce katalyzované pomoci enzymu NAT je ping pongovy bi-bi. Tento

mechanismus se jevi jako univerzalni pro vSechny aktivni NAT (Sikora et al., 2008).

N-termindlni acetylace se fadi mezi nejbeznéjsi posttranslaéni modifikace proteinti
u eukaryot. Hraje vyznamnou roli v riiznych bunécnych funkcich, jakou je vazba DNA,
interakce protein-protein nebo stabilita proteinu (Zhang et al, 2019). Béhem vystaveni
organismu cizim molekulam, jakymi jsou naptiklad xenobiotika, je dulezité udrZet
homeostdzu Vv organismu. Hlavnim mechanismem pro udrzeni homeostizy je
xenobioticka biotransformace. Aktivita NAT se miize ménit vlivem koufeni, virovymi

infekcemi, ale také uzivanim rtznych druhti drog (Makarova, 2008).

AcCoA HS-CoA

Obr. 3 Schéma reakce katalyzované NAT. Pienos acetylu z donoru na akceptor (pievzato
a upraveno dle Jancova et al, 2010).
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Enzymy NAT byly objeveny a charakterizovany u fady savct, bakterii nebo hub.
Bylo zjisténo, Ze u bakterii je mnozstvi acetylovanych proteinti mnohem nizsi nez
u eukaryot (Zhang et al, 2019). U lidi, mysi a potkant existuji téi lokusy NAT, avSak
u lidi je jeden z nich pseudogen — NATP1. U vSech isoenzymu savcu existuje vysoky

stupen homologie (vice nez 80 %), (Wang et al, 2005; Jancova et al, 2010).

0
|
A |
NH, HN/J\
Q NAT
{ + - CoA-SH
CoA-S~ ™
HO (@) HO 0]

0 O NAT
[ - | consH| O
CoAs”

C

NAT

Obr. 4 Reakce katalyzované prostiednictvim NAT. A — N-acetylace, pfenos acetylu z donoru
na aminovou skupinu akceptoru; B — O-acetylace, prenos acetylu z donoru na atom kysliku
akceptoru; C - N,O-acetylace, intramolekularni  pfenos  acetylu  (pfevzato
a upraveno dle Sim et al, 2014).
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2.4.1. Lidské N-acetyltransferasy (NAT)

U lidi existuji dva odlisné isoenzymy N-acetyltransferas — N-acetyltransferasa 1
(NAT1) a N-acetyltransferasa 2 (NAT2). Oba geny NAT a pseudogen NATPL1 jsou
lokalizovany na kratkém raménku chromozomu 8, konkrétné 8p22. Oba lidské
iIsoenzymy jsou polymorfni. NAT1 a NAT2 maji rGznou substratovou specificitu.
Zatimco lidska NAT1 ma specificitu pro p-aminosalicylat, p-aminobenzoovou kyselinu
a p-aminobenzoylglutamat, lidska NAT2 je specifickd pro isonikotinylhydrazid
(isoniazid) a sulfamethazin (Payton et al., 1999; Kawamura et al., 2005). N-acetylace
isoniazidu nebo sulfamethazinu rozd¢lila lidskou populaci na rychlé, stiedni a pomalé
acetylatorové fenotypy. Rizné etnické populace se mohou vyrazné lisit v metabolismu
1é¢iv. Polymorfismus téchto enzymt ma také velky vyznam pro pochopeni nezddoucich
vedlejSich uc¢inkid. Pomaly fenotyp NAT zvySuje citlivost na toxicitu isoniazidi a na
rakovinu mocového méchyfe (Sim et al, 2014). Etnické rozdily v NAT1 a NAT2
genotypové frekvenci mohou byt faktorem vyskytu rakoviny (Hein et al, 2000).
Isoniazid, ktery je doporuceny pii 1é€bé tuberkuldzy, je metabolizovan enzymem NAT2
(Toure et al, 2016). Epidemiologické studie naznacuji, ze polymorfismy NAT1 a NAT2
ovliviuji predispozici k rakoviné moc¢ového méchyte, prsu, hlavy a krku nebo plic. Vliv
NAT1 a NAT2 genotypu na riziko rakoviny se liSi podle mista organu, coz
pravdépodobné odrazi tkanovou specificitu téchto isoenzymi. NATI1 je nadmérné
exprimovan naptiklad pii karcinomu prsu (Hein et al, 2000; Sim et al, 2014; Butcher et
al, 2020).

Jedna se o cytosolické enzymy. Jejich vyskyt je lokalizovan v mnoha tkanich. NAT1
ma vSudypiitomnou tkanovou distribuci, naopak NAT2 se vyskytuje hlavné v jatrech,
tlustém stfevé a stifevnim epitelu. NAT1 muize hrét roli v metabolismu folath, protoze
katabolit kyseliny listové, p-aminobenzoylglutamat, je N-acetylovan pomoci NATI1
(Wang et al, 2005; Jancova et al, 2010).

Inhibi¢ni vliv na NAT1, nikoli NAT2, mé kyselina kavova a kyselina gallova. NAT2
je inhibovana skopuletinem nebo kurkuminem (Kukongviriyapan et al., 2006).
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2.4.2. Spermidin/spermin-N-acetyltransferasa (SSAT)

Spermidin/spermin-N-acetyltransferasa ~ (SSAT) se fadi mezi  diaminové
N-acetyltransferasy u zivocicht. Lidsky SSAT (hSSAT, SATI) je lokalizovan na
chromzomu X, konkrétn¢ na Xp22.1 a souvisi s mnoha chorobami, jako je naptiklad

rakovina tlustého stieva (Zhu et al., 2006).

HsSSATI1 byl povazovan za cil 1é€by rakoviny. Genovy lokus BC011751 z Homo
sapiens byl oznacen jako HsSSAT2 kvuli své 46% sekvencni identité s HSSSATL.
Nadmérna exprese HsSSAT2 nezvySila mnozstvi acetylpolyaminli ani nezménila
hladinu bunéénych polyamind. Zjistilo se, ze HsSSAT2 nepienasi skupinu acetyl-CoA
na polyaminy, ale spiSe na thialysin [2-amino-3-(2-aminoethylsulfanyl)propanova
kyselina], ktery je strukturnim analogem L-lysinu. Proto byl pfejmenovan na thialysin
acetyltransferasu. Fyziologickd role HsSSAT2 enzymu je stile nejasna (Han et al.,
2006; Lee et al., 2010).

Nejlbiz§imi homology SSAT jsou u rostlin pravé NATA geny (Obr. 5).
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Obr. 5 Porovnani sekvenci obou N-acetyltransferas z A. thaliana a dvou sav¢ich sekvenci
spermidin/spermin-N-acetyltransferasy.
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Enzym SSAT1 ma obvykle kratky biologicky polocas, je G¢inné¢ ubikvitylovan
a nasledn¢ degradovan proteazomem. Oproti SSAT1 je SSAT2 stabilngjsi
a také mu chybi lysinovy zbytek v poloze 87. Tato poloha muzZe byt zdsadnim mistem
pro ubikvitynaci proteinu SSAT1 (Coleman et al., 2004). Topologie a struktura
centralniho jadra kazdého monomeru SSAT je typicka pro ¢leny rodiny GNAT (Bewley
et al, 2006).

SSAT je obvykle pfitomen ve velmi nizkych mnozstvich, ale je snadno indukovany
zvySenymi koncentracemi volnych polyamini (Casero et al., 2018). Katalyzuje
N-acetylaci sperminu a spermidinu, tim ze pfidava acetylové skupiny na jejich
aminopropylové konce. Tim vznikaji méné€ nabité derivaty, které se vylucuji z buiky
nebo podléhaji dalsimu metabolismu. Jednd se o bod obratu metabolické¢ drahy
polyamint (Zhu et al, 2006). Timto je regulovan obsah buné¢nych polyamint. SSAT je
velmi piisné regulovan, aby se udrzela polyaminova homeostaza (Pegg, 2008).
Nadmérmna exprese SSAT zpusobuje rychlé vycerpani zasoby polyamind (Ou et al.,
2016). Bylo zjisténo, ze aktivita SSAT spojuje metabolismus polyamini
s metabolismem lipidt a sacharidi prostfednictvim zmén v obsahu acetyl-CoA a ATP
(Pegg, 2008).

U lidskych SSATI a SSAT2 byla zkouména jejich substratova specifita a kinetické
vlastnosti (Tab. 1). Bylo zjisténo, Zze nejlepsim substratem je spermidin (Coleman et al.,
2004).

Tab. 1 Kineticka analyza lidské SSAT1 a SSAT2 (pfevzato a upraveno dle Coleman et al.,
2004)

Substrat Km (mmol 1) Keat (57) Keat! K (M)
Lidska SSAT2 Putrescin 8,20 0,0023 0,28
Spermidin 13,40 0,0072 0,54
Spermin 4,80 0,0020 0,42
1,3-diaminopropan 1,60 0,0137 8,70
Norspermidin 6,00 0,0168 2,80
Thialysin 0,29 5,250 18100,00
Lidska SSATI Spermidin 0,058 8,700 150000,00
Spermin 0,0037 5,000 1351350,00
Thialysin Zadna reakce - -
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V ¢lanku Hegde et al., 2007, byly publikovany kinetické parametry pro lidskou
SSAT. Hodnoty pro acetyl-CoA byly stanoveny pfii fixni koncentraci spermidinu. Na
zakladé vyse zminéného ¢lanku bylo pozorovano, ze acetyl-COA byl preferovanym

donorem acyetylu.

Tab. 2 Kinetické parametry pro acetyl-CoA (pievzato a upraveno dle Hegde et al., 2007)

Substrat K (umol 1) Kear (Min™) V/K (M™min™)

Acetyl-CoA 3,8+0,2 590 +9 155-10°
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Ve struktufe mutanta K26R lidské SSAT1 (2B4B), (Obr.6), ktera je publikovana, je
CoA vazan v obou podjednotkach dimeru, zatimco diamin je navazan pouze v jedné.
Skrze strukturu prochdzi tunel, na jehoz obou koncich jsou navazany acetyl-CoA.
Uprostfed struktury dochazi k pfenosu acetylu na diamin. Acetyl-CoA i diamin jsou
z venkovni Casti pristupny solventu, ale misto, kde dochazi k reakci je ulozeno uvnitf
struktury. Detaily mechanismu jsou vysvétleny v ¢lanku Bewley et al., 2006. Vedle této
struktury existuje jesté nékolik struktur lidskych SSATI, které jsou oznaceny pomoci
PDB kodu na serveru https://www.rcsb.org/: 2B3U, 2B3V, 2B4D, 2B58, 2B5G, 2F5l,
2FXF, 2G3T a 2JEV.

Obr. 6 Sekundarni struktura lidského SSAT1 (2B4B). (A) Zelenou barvou je zobrazen
navazany N-ethyl-N-[3-(propylamino)propyl]propan-1,3-diamin. Zlutou barvou je zobrazen
navazany CoA. (B) Zelenou barvou je zobrazen navazany  N-ethyl-N-[3-
(propylamino)propyl]propan-1,3-diamin. Zlutou barvou je zobrazen navazany CoA. Je zde
vyobrazen také povrch.
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Za pomoci serveru PDB (https://www.wwpdb.org/) byly vybrany struktury lidskych
SAT1, SAT2 a néasledné seskupeny (Tab. 3). U jednotlivych struktur byly popsany

navazané ligandy a pfipadné mutace.

Tab. 3 Znamé struktury lidskych SSAT v PDB databance (https://www.wwpdb.org/)

Organismus PDB ID Lingandy Mutace Citace
Human SAT1 2B3U SO.2 K26R Be""'z%gt al.
Bewley et al.,
2B3V Acetyl-CoA K26R 2006
CoA, Bewley et al.,
2B4B B33 K6R 2006
Bewley et al.,
2B4D CoA - 2006
Bewley et al.,
2B58 CoA K26R 2006
2. Bewley et al.,
2B5G SO, - 2006
2F5I - - Zhu et al., 2006
Acetyl-CoA,
OFXF aceta, ; Zhu et al., 2006
Ca
2G3T - - Zhu et al., 2006
Hegde et al.,
2JEV NHQ - 2007
Human SAT?2 2BEI Acetyl-CoA - Han et al., 2006
204V Acetyl-CoA - .Levin et al., 2007

B-3-3 — N-ethyl-N-[3-(propylamino)propyl]propan-1,3-diamin, NHQ — NZ1-acetylspermin-S-
CoA
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Déle byla porovnana sekvence lidské SAT1 (P21673) a lidské SAT2 (Q96F10),
(Obr. 7) a nasledn¢ srovnani jejich identity v proteinech pomoci serveru LALIGN

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/lalign/). Bylo zjisténo, ze proteinova identita je 46 %

a nukleotidova identita ¢ini 75 %.
Human SAT1 PHT c DILRLI b DGF PFYHCLVAE P
Human SAT2 o A1 {eDCED I LRLI LSD ISI DGFG)PFYHCLVAE SR
100 ll
Human SAT1 KEHWTP KLL LED RG GIG
Human SAT2 PAPGKL c Y I STW RTIIY RG GIGS
160 1
..
Human SAT1 SsMH LT W EPSIN SSSE YLLI TEE
Human SAT2 OFRL uLDwQRAMDL AT c

Obr. 7 Porovnani sekvence lidské SAT1 a lidské SAT?2.
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2.4.3. N-acetyltransferasy (NATA) v rostlinach

Geny NATALl a NATA2 z modelové rostliny Arabidopsis thaliana jsou nejblizsimi
homology znamych sav¢ich polyaminacetyltransferas. AtNATAL katalyzuje acetylaci
putrescinu na vysledny N-acetylputrescin. Acetylovany putrescin hraje roli v regulaci
akumulace peroxidu vodiku. AtNATAL také produkuje N-acetylornithin z ornitinu
a acetyluje 1,3-diaminopropan, ktery je uvadén jako produkt oxida¢ni deaminace
sperminu a spermidinu. 1,3-diaminopropan se vyskytuje jak Vv bakteriich, tak
1 u cClovéka. V rostlindich je syntetizovan v metabolismu polyamind, spole¢né
s peroxidem vodiku. Jeho koncentrace je zavisla na mnozstvi polyamint. Bylo
prokazano, ze NATALl ma vys$si afinitu k ornitinu nez k putrescinu. Acetylace
1,3-diaminopropanu spousti jeho latentni aktivitu, ktera pak blokuje aktivni transport
iontd pfes plazmatickou membranu, které jsou regulovany ABA, aby se zpomalilo
uzavirani stomat. N-acetyl-1,3-diaminopropan je tedy antagonistou stomatalniho
uzavirani vyvolaného kyselinou abscisovou (ABA). Zda se, Ze neacetylovany DAP je
bez biologické aktivity coz dokazuje, ze acetylace je klicovou reakei pro jeho aktivaci.
ABA podporuje zavieni stomat listl za G¢elem udrZeni vody, ale na ukor dostupnosti

oxidu uhli¢itého (Jammes et al, 2014; Lou et al, 2016; Lou et al., 2020).

NATA1 obsahuje GenS doménu, ktera byla identifikovana
Vv histonacetyltransferasach. Bylo zjisténo, ze NATAL je v sekvenci blize lidskym SSAT

nez dalSim rostlinnym N-acetyltransferasam (Lou et al., 2020).

Exprese NATAL1 je siln¢ indukovana signalni molekulou kyselinou jasmonovou nebo
methyl jasmondtem pii obrané rostlin, a také koronatinem, coz je toxin produkovany
bakterii Pseudomonas syringae. V piipad¢ bakterii na povrchu listl, mize koronatin
zabranit uzavirani stomat. NATAL vrostlinném floému pfeménuje esencialni
aminokyseliny na formu, kterou hmyz jiz nemtze vyuzit. To vede ke zvySeni rezistence

vaci msicim (Adio et al., 2011; Lou et al, 2016).

Exprese NATAL, ale nikoli NATA2, zptsobuji akumulaci N-acetylputrescinu. Gen
NATA2 piimo sousedi s genem NATAL v genomu Arabidopsis thaliana a koduje
protein, ktery je z80 % identicky s NATAL. Nicméné, exprese NATAZ2 neni
indukovana kyselinou jasmonovou nebo koronatinem. NATAZ2 je b&hem vyvoje
Arabidopsis exprimovana na rovnhomérné vysoké urovni (Adio et al., 2011; Lou et al,

2016).
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Obr. 8 Aktivita N-acetyltransferasy NATA1 testovana s uvedenymi aminy jako akceptory
acetylu. Nejlepsim substratem pro NATA1 se jevi 1,3-diaminopropan (pifevzato a upraveno dle
Jammes et al., 2014).

0.8 - 1,3-diaminopropan

0.6 -

0.4 -
Thialysin

0.2 -

Reakéni rychlost (M min'!)

0.0

0 5 10 15 20
Koncentrace substratu (mM)

Obr. 9 Enzymaticka kinetika NATA1 na 1,3-diaminipropan a thialysin. Nejlepsim
substratem pro NATA1 je 1,3-diaminopropan (pievzato a upraveno dle Jammes et al., 2014).
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2.5. Acetyl Co-A

Acetyl-CoA je membranové neprostupujici molekula tvofena acetylovou skupinou
(CH3CO) spojena s koenzymem A (CoA) prostiednictvim thioesterové vazby. Jedna se
0 metabolit odvozeny z katabolismu glukdzy, mastnych kyselin a aminokyselin.
V prubéhu glykolyzy se gluk6za rozklad4d na dvé molekuly acetyl-CoA. Pii prebytku
sacharidii nebo gluk6zy dochazi k nasmérovani acetyl-COA z mitochondrii zpét do
cytosolu pro syntézu mastnych kyselin a sterolti. Zasoby acetyl-CoA se také vyuzivaji

pro acetylaci histoni nebo aktivaci genové exprese (Shi et al, 2015).

NH.
N N
H.C CH
0 0 0 0
N N \
O-P-0—-P-0 N S a
0. | H H
N\ / OH
OH O Acyl-CoA R= O
0-P=0 l
0O

Acetyl

Obr. 10 Obecna struktura acyl-CoA, kde R zobrazuje specifickou skupinu (pievzato
a upraveno dle Sabari et al., 2017).

25



2.6. Pirenos acetylu — acetylace histont

Proces acetylace histonti v eukaryotickych buiikach byl objeven pfed mnoha lety. Od
zacatku 70. let byly izolovany rtzné aktivity histonacetyltransferas (HAT), (Sterner et
al., 2000). Histony podléhaji velké Skale posttranslacnich modifikaci, které
charakterizuji a formuji funkéni stavy chromatinu. Chyby zptsobené v regulaci téchto
modifikaci jsou Uzce spojeny stadou onemocnéni — neurologické nebo vyvojové
poruchy, ale také rizné druhy rakoviny. Funkéni vyznamy vSech acetylacnich
modifikaci nebyly zcela objasnény, avsak mnoho studii ukazalo, ze acetylace histonu
souvisi s genovou expresi a regulaci. Uzky vztah panuje mezi acetylaci histonu
a rakovinou prsu (Sabari et al., 2017; Guo et al., 2018). Acetylace histoni jsou fizeny
rovnovahou aktivity mezi (HAT) a histondeacetylasami (HDAC). HAT lze rozd¢lit do
peti rodin: rodina p300/CBP, rodina GNAT, rodina SRC, rodina MYST a rodina TAFII
250.

2.6.1. Pfenos acetylu - histonacetyltransferasa

Histonacetyltransferasy (HAT) katalyzuji pfenos acetylové skupiny z acetyl koenzymu
A na e-aminoskupiny lysinovych postrannich fetézci v N-koncové oblasti histonu.
U nékterych HAT se nedavno ukazalo, ze acetyluji lysinové zbytky v proteinech,
souvisejicich s transkripci. Enzymy HAT byly rozdéleny do dvou kategorii. HAT typu
A se nachazi v jadfe, zatimco HAT typu B se nachdzi v cytoplazmé. HAT typu B
nejspiSe zaujimaji v bunce uklidovou roli. Katalyzuji acetylaci volnych histoni
V cytoplazmé, které se nasledn¢ transportuji do jadra, kde mohou byt poté
deacetylovany a zakomponovany do chromatinu. HAT typu A acetyluji nukleosomalni
histony v chromatinu v jadie (Sterner et al, 2000). Acetylace histonu neutralizuje
pozitivni naboj lysinovych zbytka, které ovliviiuji protein-protein interakci mezi histony
chromatinu. HDAC naopak katalyzuji deacetylaci hydrolysou acetylovych skupin
z lysinovych zbytkti a mohou vést k tvorbé heterochromatinu (Gil et al, 2017).
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Obr. 11 Pfidani nebo odstranéni acylové skupiny z histonu Lys se provadi v piitomnosti
histonacetyltransferas (HAT) nebo histondeacetyltransferas (HDAC), (pfevzato
a upraveno dle Sabari et al., 2017).

2.7. Rodina enzymi GNAT

Skupina acetyl-CoA-dependentnich N-acetyltransferas (Modis et al., 1998). Vsichni
zastupci této rodiny sdileji spolecné strukturni rysy spojeni s vazbou acetyl-CoA (Klein,
2007). GNAT katalyzuji prenos acylové skupiny z acylovaného koenzymu A (Acyl-
CoA) na aminoskupinu rOznych substratli. VétSina enzymi GNAT vyuziva
i acetyl-CoA (Salah Ud-Din et al., 2016). Vyznamné se li§i na C-konci, zatimco
N-konec je pomérn¢ konzervovany. Enzymy z této rodiny plni rizné funkce, mezi které
patii metabolismus aminokyselin, rezistence na léky, detoxikace, aktivace

transkripéniho faktoru nebo acetylace histonti (Modis et al, 1998).

Arylalkylamin N-acetyltransferasa (AANAT; EC 2.1.3.87) neboli serotonin
N-acetyltransferasa je enzym, ktery je soudasti rodiny GNAT. Jedna se
o predposledni enzym v biosyntéze melatoninu (5-methoxy-N-acetyltryptamin) ze
serotoninu (Mesangeau et al., 2003). Katalyzuje reakci konverze serotoninu na
N-acetylserotonin, ktery je dale pfeveden na melatonin pomoci hydroxyindol-O-
methyltransferasou (HIOMT; EC 2.1.1.4). AANAT je regulovdn pomoci cAMP.
AANAT se vyskytuje v epifyze a na sitnici oka. V sitnici je umistén na receptorech.
Clenové rodiny AANAT byli nalezeni pouze u grampozitivnich bakterii, hub, fas,

hlavonozct a obratlovct (Zheng et al., 2001).
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Obr. 12 Biochemicka draha syntézy melatoninu ze serotoninu. Serotonin je za pomoci
serotonin  N-acetyltransferasy (AANAT) a hydroxyindol-O-methyltransferasy (HIOMT)
pfeménen na melatonin (pfevzato a upraveno dle Hickman et al., 1999).

2.8. Physcomitrella patens

Physcomitrilla patens je jednodoma rostlina, ktera se fadi do rodiny Funariaceae. Roste
zejména v mirném podnebném pasu na severni polokouli. Mech P. patens je vyuzivan
jako modelovy organismus pro niz$i rostliny. Vyuziva se k studiu vyvoje rostlin za
pomoci kombinace fyziologickych, genetickych a molekuldrnich technik. Je vyuzivana
kvali své vysoké ucinnosti homologni rekombinace, coz umoziuje piimou nahradu
gentl. Je také vhodny pro morfogenezi na bunééné urovni. Mechy se vyznacuji nizkou
mirou strukturni a vysokou mirou chemické slozitosti. Genom obsahuje ptiblizné 500
Mbp rozdélenych na 27 chromozomech (Reski et al., 2018). P. patens vykazuje

zvysenou toleranci vici abiotickym stresim (Rensing et al., 2005).

Zivotni cyklus P. patens (Obr. 13) je typicky i pro ostatni mechy. Dominantni
generaci je haploidni gametofyt, ktery odliSuje mechy od semennych rostlin, u nichz
V cyklu dominuje polyploidni sporofyt. Zahrnuje stfidani haploidniho gametofytu a
diploidniho sporofytu. Gametofyt ma dvé hlavni vyvojova stddia. PoCatecni faze je
generovana kli¢enim spor. Druhd faze vyvoje gametofytli zahrnuje gametofory, tedy
listové vyhonky. Ty vznikaji z protonemy a jsou mistem gamet. Protonema mechu

zahrnuje dva typy bunék podlouhlého tvaru — chloronema a kaulonemata.
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Chloronemalni buiiky obsahuji chloroplasty a jsou tedy zapojeny do fotosyntézy.
Kaulonemalni bunky obsahuji méné plastid, ale jsou delsi a uzs$i nez bunky
chloromenalni. Sam¢i gamety, spermatozoidy, jsou produkovany v anteridiich a samici
pohlavni buiiky Vv archegoniich. K oplozeni dochazi v pfitomnosti vody. Z diploidni

zygoty pak mitoticky vznika zarodek (Cove a Knight, 1993; Menand et al., 2007).

Prvoklicek 2 Gametofor

Rhizoidy

Zarodecniky
Sporofyt

®4))

Obr. 13 Zivotni cyklus Physcomitrella patens (pievzato a upraveno dle Ortiz-Ramirez et al.,
2016).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Material

3.1.1. Pouzity biologicky material
e cDNA z mechu Physcomitrella patens (izolovala Mgr. Martina Kope¢na, Ph.D.)

e cxpresni vektor pET-28a (Novagen, Némecko)

kompetentni buiiky T7 Escherichia coli (New England Biolabs, USA)

kompetentni buiiky NEB 5-alpha Escherichia coli (New England Biolabs, USA)

3.1.2. Pouzité chemikalie

AccurPrime Pfx SuperMix (Invitrogen, USA)

e 6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific, USA)

e agarosa (Sigma-Aldrich, Némecko)

e kanamycin (Roth, Némecko)

e akrylamid (Bio-Rad, USA)

e n-butanol (Lach-Ner, Ceska republika)

e Coomasie Briliant Blue R-250 (Bio-Rad, USA)

e CutSmart pufr (New England Biolabs, USA)

e Platinum™ Multiplex PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific, USA)
e Ndel (New England Biolabs, USA)

e Sall-HF (New England Biolabs, USA)

e BamHI-HF (New England Biolabs, USA)

e Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, USA)
e DNAsal (Amresco, USA)

e methanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

e RNAsal (Amresco, USA)

e dodecylsulfat sodny (Amresco, USA)

e cthidium bromid (Acros Organics, Ceska republika)

e Gene Ruler 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs, USA)
e glycerol (Lach-Ner, Ceské republika)

e isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid (Ducheva, Nizozemsko)
e imidazol (Sigma-Aldrich, Némecko)

e chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)
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e kyselina octova (Lach-Ner, Ceska republika)

e k chlorovodikova (Lach-Ner, Ceska republika)

e Laemmliho pufr (Bio-Rad, USA)

e Luria-Broth (LB) médium (Roth, Némecko)

e pufr LDS 4x (Invitrogen, USA)

e mocovina (Lach-Ner, Ceska republika)

e merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

e N, N, N’, N'- tetramethylenethylendiamin TEMED (Bio-Rad, USA)

e persiran amonny (Sigma-Aldrich, Némecko)

e primery (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Protein ladder 10 — 200 kDa (New England Biolabs, USA)

e SOC Medium (New England Biolabs, USA)

e TAE pufr (VWR, Ceska republika)

e tris(hydroxymethyl)aminomethan (MP Biomedicals, Francie)

e T4 DNA ligasa (NEB, USA)

e inhibitor proteas (cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail,
USA)

3.1.3. Pouzité kity a navody
GeneJET Gel Extraction kit (Thermo Scientific, USA).
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, USA)

3.1.4. Pouzité pristroje
e PCR cykler (Eppendorf, Némecko)
e sada pipet (Eppendorf, Némecko)
e kolonky HisPur Cobalt Spin Columns (Thermo Scientific, USA)
e minitfepacka MS 3 Basic (IKA, Némecko)
e spektrofotometr UV-VISs (Agilent, USA)
e chlazena centrifuga 5430R (Eppendorf, Némecko)
e termostat 2-blokovy (Labnet, USA)
e termostat laziiovy (Merci, Ceské republika)
e tfepaCka (Barnstead, USA)
e zdroj napéti (Bio-Rad, USA)
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e Cell Disruptor — One Shot Model (Constant Systems, UK)
e centrifuga (Sigma-Aldrich, USA)

e digestof (Merci, Ceska republika)

e filtracni centrikon (Merck Millipore, USA)

e DeNovix spektrofotometr (DeNovix, USA)

e digitalni predvazky (OHAUS, Svycarsko)

e magneticka michacka (IKA RET basic C, Némecko)
e Tycho NT.6 (Nanotemper, Némecko)

e inkubator (Sanyo, Japonsko)

e centrifuga ministar (VWR, USA)

e Gel Doc EZ Systém (Bio-Rad, USA)

e laminarni box (Merci, Ceské republika)

e centrifugacni filtry (Merck Millipore, USA)

e UV-transiluminator (Eatport, Ceské republika)

3.2. Metody

3.2.1. Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) byla pouZita pro amplifikaci genu NATA
z Physcomitrella patens (PpNATA) s pomoci AccurPrime Pfx SuperMix polymerasy
(Invitrogen, USA) a specifickych primert (Tab. 4). Primery byly navrzeny tak, aby
obsahovaly restrikéni misto pro nasledné vlozeni do expresniho vektoru. Restrikéni
smés o objemu 25 pl byla pfipravena smichanim 1 pl cDNA z mechu, po 0,5 pl forward
a reverse primeru a 22,5 pl AccurPrime Pfx Supermixu (Invitrogen, USA). PCR reakce
byla zahdjena denaturaci DNA pii 95 °C po dobu 5 minut. Nasledovalo 35 cykli
sestavajicich se z téchto tii krokli: 95 °C po dobu 15 s (denaturace DNA), 63,3 °C po

dobu 30 s (nasedani primerti) a 68 °C po dobu 1 minuty (elongace fragmentu).

Tab. 4 Sekvence primeru pouZzitych pro klonovani genu PpNATA.

Gen Sekvence primeri T, (°C)
PpNATA FP: 5'- CAGTCATATGGCGATGGAAGGGACAC -3’ 66,3
RP: 5'- CACGTCGACTCAAAGCGCACACGCTTC -3 69,5
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3.2.2. Elektroforeticka separace DNA a purifikace

K analyze PCR produktii byla pouzita agarosova elektroforéza. K produktu PCR byl
piidan vzorkovaci pufr 6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific, USA). Separace byla
provedena na 1% agarosovém gelu v TAE pufru (0,04 mol I Tris, 0,02 mol I"* kyselina
octové, 0,001 mol I'* EDTA, pH 8,4 5 0,001% ethidium bromid) pii 100 V po dobu 45
minut. Pro urceni molekulové hmotnosti byl nanesen také Gene Ruler 1 kb Plus DNA
Ladder (Thermo Scientific, USA). Pro vizualizaci byl pouzit UV transluminator. Gel
byl nasledné¢ vyfocen pomoci pfistroje Gel Doc™ EZ Systém (Bio-RAD, USA).
Amplifikovand DNA byla vyc¢isténa pomoci kitu GeneJET Gel Extraction kit (Thermo
Scientific, USA).

3.2.3. Klonovani cDNA do vektoru pET-28a

Vy¢isténé fragmenty DNA byly nastipany v CutSmart pufru restrikénimi enzymy Ndel
a Sall-HF (New England Biolabs, USA). Stépeni probihalo pfes noc v inkubatoru
nastaveném na 37 °C. Inserty naStipané pfes noc byly nasledné preciStény pomoci kitu
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, USA). Expresni vektor pET-28a
(Novagen, Némecko), (Obr. 14) byl taktéz nastipan pomoci trojice restrikénich enzymd,
konkrétné¢ Ndel, Sall-HF a BamHI-HF, v pfitomnosti CutSmart pufru pfes noc.
Nasledné bylo provedeno piecisténi pomoci Genelet Gel Extraction kitu (Thermo
Scientific, USA). V dalsim kroku byla zméfena koncentrace DNA fragmentu
a ptipravenych vektord pomoci nanodropu (DeNovix, USA). Ligace byla provedena
pomoci T4 DNA ligasy (NEB, USA) po dobu 1 h za laboratorni teploty mezi Ndel
a Sall mista vektoru pET-28a (Obr. 15).
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Obr. 15 Mapa honovaciho mista expresniho vektoru pET-28a.

3.2.4. Transformace bakterialnich bunék Escherichia coli

Pro transformaci rekombinantni plasmidové DNA byly pouZity kompetentni buiky
NEB 5-alpha Escherichia coli (New England Biolabs, USA). K témto bunikam byla
pfidana ligacni smés. Nasledovala inkubace po dobu 20 minut na ledé. Poté
transformace za pomoci teplotniho Soku (30 s, 42 °C) a nasledné¢ byly bunky
inkubovany po dobu 2 minut na led¢. DalSim krokem bylo piidani SOC média (New
England Biolabs, USA) a buiiky byly poté regenerovany pii 37 °C po dobu 30 minut. Po
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regeneraci byly transformované buiiky rozetieny na Petriho misky, které obsahovaly LB

agar (Luria-Bretani) s kanamycinem. Buniky byly ponechany rist ptes noc pii 37 °C.

Narostlé¢ kolonie transformovanych bunék byly pomoci sterilni klicky
naockovany do tekutého LB média, které obsahovalo kanamycin. Inkubace probéhla

pfes noc na ttepacéce pii rychlosti 150 otacek za minutu a 37 °C.

3.2.5. Purifikace plasmidové DNA a screening kloni

Bakterialni kultura byla centrifugovana pti 4000 x g po dobu 10 minut. Purifikace
plasmidové DNA byla provedena opét pomoci GeneJet Plasmid Miniprep kitu (Thermo
Scientific, USA).

Pro ovéfeni pfitomnosti insertu a jeho spravné velikosti byl proveden screening
kolonii pomoci PCR s komer¢nimi primery T7. Vzorek po eluci byl pouzit jako templat
pro PCR reakci. Ktakto pfipravenému templatu byl ptidan 1 ul forward
a reverse primeru a 10 pl Platinum™ Multiplex PCR Master Mix (ThermoFisher
Scientific, USA). PCR reakce byla zahédjena denaturaci DNA pii 98 °C po dobu 30 s.
Nasledovalo 35 cykll sestavajicich se z té€chto tii krokli: 98 °C po dobu 10 s (denaturace
DNA), 50 °C po dobu 10 s (hybridizace, nasedani primert T7) a 72 °C po dobu 2 minut

(elongace fragmentu). Po PCR reakci byla provedena agarosova elektroforéza.

Pozitivni plasmidy byly sekvenovany u firmy Segme (CR) a nasledné pouzity pro
transformaci do expresnich kompetentnich bunék T7 Express E.coli (New England
Biolabs, USA). Proces transformace byl proveden teplotnim Sokem podle stejného
protokolu, jaky byl pouzit pro kompetentni buiiky NEB 5-alpha (New England Biolabs,
USA).

3.2.6. Produkce rekombinantniho proteinu

Pro produkci rekombinantniho proteinu byla nejprve ve 100 ml Erlenmayerové bance
pfipravena prekultura obsahujici 10 ml LB média, pfisluSného antibiotika, kterym byl
kanamycin, 1% (w/v) glukosa a 5 pul jedné bakterialni kolonie. Kultivace probé&hla pies
noc pii 37 °C. Nasledujici den byla prekultura centrifugovéana pti 5000 x g a 20 °C po
dobu 5 minut. Supernatant byl odlit. Sediment, ktery obsahoval bakterie, byl rozpustén
v 5 ml nového LB média s kanamycinem. Byl odebran 1 ml vzorku, do kterého bylo
ptidano 190 ul 50% glycerolu. Vzorek byl promichan a zamrazen pfi teploté -80 °C.
Z ptvodniho vzorku bylo dale odebrano 200 pl do 10 ml LB média s pfisluSnym
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antibiotikem a inkubovano pii 37 °C za mirného tfepani nez absorbance pii 600 nm
(ODggo) dosahla hodnoty 1. Nasledné byl odebran vzorek o objemu 1 ml, ktery byl

centrifugovan a sediment byl zamrazen pfi teploté -20 °C.

Ke zbyvajici kultufe byl pfidan isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG)
o riiznych koncentracich: 0,00005 mol 1™, 0,00010 mol 17, 0,00050 mol I* a 0,001
mol I'*. IPTG indukuje expresi proteinu. Kultury byly nasledné inkubovény pies noc na
ttepacce pii 20 °C. Druhy den byly kultury nafedény Cistym LB médiem, aby vysledna
absorbance pii 600 nm (ODggo) byla stejna jako pied pfidanim IPTG, a centrifugovany
(5000 x g, 20 minut, 10 °C). Supernatant byl odpipetovan a pelet byl zamrazen pti -20
°C. Dalsi den byly odebrané a zamrazené vzorky rozpustény ve 30 pl 8 mol 1™
mocoviny a bylo k nim pfidano 10 pl vzorkovaciho pufru LDS 4x (Invitrogen, USA).

Vzorek byl povaien pti 100 °C po dobu 5 minut a mirn€ centrifugovan.

3.2.7. Extrakce rekombinantniho proteinu PPNATA

Bakterialni pelet byl rozsuspendovan v 6 ml extrakéniho pufru o slozeni 0,050 mol 1"
Tris-HCI pH 8,0 a 50 pl inhibitort proteas (cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease
Inhibitor Cocktail, USA). Buiiky byly lyzovany pomoci pfistroje Cell Disruptor — One
Shot Model (Constant Systems, UK) pii 25 kpsi. Nasledné bylo k lyzatu pfidano 10 pl
DNAsy1 a 10 pl RNAsyl. Lyzat byl inkubovan po dobu 30 min pfi 37 °C. Po inkubaci
bylo ptidano 0,1 mol I'* NaCl a 5% glycerol. Cely lyzat byl centrifugovéan pii 12 000 X g
po dobu 30 min a teploté 4 °C. Supernatant, ktery obsahoval rozpustné proteiny véetné
PpNATA byl pouzit pro purifikaci. V sedimentu zlstaly inkluzni téliska a nerozpustné

proteiny.

3.2.8. Purifikace afinitni chromatografii

Rekombinantni protein, nesouci 6xHis-tag kotvu, byl purifikovan pomoci afinitni
chromatografie na centrifugacnich kolonkéach, které obsahuji Sepharosu s navazanymi
Co®" ionty (HisPur Cobalt Spin Columns, Thermo Scientific, USA). Nejprve byly
kolonky promyty ekvilibraénim pufrem o sloZeni 0,02 mol 1 Tris-HCI pH 8,0, 0,01
mol I imidazol, 5% glycerol a 0,3 mol I NaCl. Nasledné byl na kolonky aplikovéan
bunécny lyzat obsahujici solubilizované proteiny. Kolonky byly inkubovany 30 minut
na rotatoru pii 4 °C. Nasledovala centrifugace pii 300 x g a 4 °C po dobu 1 minuty, pii
které protekly kolonkou nezachycené proteiny tzv. flow-through frakce. Poté bylo

provedeno trojité promyti kolonky ekvilibra¢nim pufrem a centrifugace (300 x g, 4 °C,
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1 minuta). Eluce byla provedena dvakrat vzdy za pomoci 5 ml elu¢niho pufru (0,020
mol I Tris-HCI pH 8,0, 0,3 mol I"* NaCl, 5% glycerol a 0,25 mol I imidazol).
Nasledovala inkubace na rotatoru pii 4 °C po dobu 30 minut. Ob¢ eluc¢ni frakce byly
spojeny a takto ziskany enzym byl promyt pufrem (0,02 mol 17 Tris-HCI pH 8,0,
0,1 mol I NaCl, 5% glycerol). Nasledn& bylo provedeno zakoncentrovani pomoci
centrifugac¢nich filtrd (Merck Millipore, USA) na 1 — 3 ml.

3.2.9. SDS - PAGE

K detekci uspésné produkovanych proteini byla provedena elektroforéza
V polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS). Principem
této metody je rozdilna elektroforeticka mobilita latek a také velikost téchto latek

v elektrickém poli. Velké molekuly jsou v gelu méné pohyblivé nez molekuly mensi.

Polyakrylamidovy gel vznika  polymera¢ni reakci akrylamidu (AA)
s N,N~ methylenbisakrylamidem (BIS). Reakce je zahajena volnymi radikaly, které
vznikaji pfi rozkladu persiranu amonného (APS). Pro jejich stabilizaci je za potiebi,
ptidat N,N,N’,N -tetramethylethylendiamin (TEMED). Za pomoci SDS jsou proteiny
rozpustény a vznikd na nich zaporny ndboj. Déleni probiha v diskontinudlnim systému.
Ten je vytvoten pomoci dvou geli o rizném slozeni, rozdilné iontové sily a pufry, které

se lisi hodnotami pH. Slozeni gelt je v Tab. 5.

Tab. 5 SloZeni gelu pro SDS-PAGE.

Jednotlivé slozky Délici gel (12 %), (ml)  Zaostiovaci gel (14 %), (ml)
AA/BIS (30 %/0,8 %) 4,000 0,650

TrisHCI pH 8,8 (1,5 mol I 2,500 -

TrisHCI pH 6,8 (0,5 mol 1Y) - 1,250
Destilovana H,O 3,200 2,950

SDS (10 %) 0,100 0,100

APS (10 %) 0,050 0,060

TEMED 0,015 0,015
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Podle Tab. 5 byl ptipraven nejprve délici gel. Nasledné byl pomoci pipety aplikovan
mezi skla a byl pfevrstven n-butanolem. Po ukonceni polymeracni reakce (cca 35
minut) byl n-butanol odstranén. Nasledné byl pfipraven zaostiovaci gel, ktery byl
aplikovan na gel délici. Byl do néj usazen hiebinek, ktery slouzil k vytvotreni jamek.
Poté prob¢hla polymeracni reakce, ktera opét trvala 35 minut. Po ukonéeni polymeracni
reakce byly skla s gely vlozeny do elektroforetické komurky. Prostor mezi skly i vné
skel byl zaplnén elektrodovym pufrem (0,025 mol 1" Tris pH 8,3, 0,192 mol I™* glycin,
0,1% (w/v) SDS). Nésledn¢ byl vyjmut hiebinek.

Vzorky z extrakce a purifikace byly smichany s Laemmliho pufrem 4x (BioRad,
USA). Poté byly kratce povareny pii 100 °C po dobu 5 minut. Takto ptipravené vzorky
byly naneseny do jamek gelu. Ke kontrole migrace byl pouzit Protein ladder 10 — 200
kDa (New England Biolabs, UK). Nasledn¢ byla elektroforetickd komtirka uzaviena
a pfipojena ke zdroji napéti. Elektroforéza probihala ptiblizn€ 1,5 h pii napéti 120 V
a 180 V. Pro vizualizaci vzorkli byl gel ponofen do barviciho roztoku Coomassie
Brilliant Blue (0,0025% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250, 40% (v/v) methanol, 7%
(v/v) kyselina octovd) a ponechan v ném pies noc. Nasledujici den byl gel odbarven

roztokem, ktery obsahoval 35% (v/v) metanolu a 10% (v/v) kyselinu octovou.

3.2.10. Nano-diferencialni skenovaci fluorimetrie (nano-DSF)

Stabilita proteinu je fizena termodynamicky. Za fyziologickych podminek je obvykle
stabilnéjsi slozeny stav oproti stavu rozlozenému, tedy neaktivnimu. Slozend mutize byt
pouze cast proteinu, vetSinou je vSak slozeny cely. Nano diferencialni skenovaci
fluorimetrie (nano-DSF) detekuje malé zmény ve fluorescenci tryptofanu a tyrosinu
Vv proteinech. Fluorescence téchto aminokyselin je siln€ zavisla na okoli. Fluorescenéni
detektor je schopen méfit intenzitu fluorescence pii dvou riznych vinovych délkach —

330 nm a 350 nm (Chattopadhyay et al., 2019).

Méteni probihalo na piistroji Tycho NT.6 (Nanotemper). Vzorek pro meéteni byl
piipraven smichanim 5 pl 28 mmol I"* acetyl-CoA, 5 pl enzymu PpNATA (klon 1)
a 40 pl pufru (0,020 mol I HEPES pH 7,4, 0,150 mol I NaCl). Vzorky byly naplnény
do kapilar a vloZeny do pfistroje. Nasledné byly vzorky zahtivany od 35 °C do 95 °C

rychlosti 3 °C za minutu.
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3.3. Bioinformatické servery

3.3.1. Phytozome

Phytozome byl poprvé spustén v roce 2008. Jedna se o vytvoieny portal pro srovnani
a analyzu dat rostlinného genomu. Dale umoziuje piistup k evolucni historii genovych
rodin, jednotlivych gend, jejich struktur a k souborim rostlinné genomiky, které se
skladaji z aplnych genomu a funkénich informaci o jednotlivych genech a genovych

rodinach (Goodstein et al., 2012).

3.3.2. UniProt

UniProt (Universal Protein Resource) je databaze proteinovych sekvenci a jejich
funkénich informaci. Byla vytvotfena pro leps$i orientaci ve velkém mnozZstvi sekvenci
a dostupnych informaci pro proteiny. V databazi existuje vice nez 60 miliont sekvenci.

Databaze také poskytuje archiv zvany UniParc, ktery obsahuje kompletni sadu znamych

sekvenci (Pichler et al., 2018).

3.3.3. Phyre 2

Server Phyre 2 slouzi pro predikci a analyzu proteinovych struktur, jejich funkci
a vazebnych mist pro ligandy. Kli¢ovym principem je, Ze proteinova struktura je
evoluéné konzervovanéj§i neZ sekvence daného proteinu. Modelovani sekvence
proteinu je slozeno ze Ctyi kroka: shromazd’ovani homolognich sekvenci, sklddani

knihovny sekvenci, modelovani smy¢ky a umisténi postranniho fetézce (Kelley et al.,

2015).

3.3.4. PSIPRED/DISOPRED

PSIPRED je k dispozici ve formé webové sluzby, ale také, jako software. Je vyuzivan
ke zkoumani sekundarni proteinové struktury ze zadané primarni sekvence. Predikce je
zaloZena na tiech fazich: generovani sekvenéniho profilu, predikce predikce pocatecni
sekundarni struktury a filtrovani predikované struktury. Pocéate¢ni uloha sekvencni
analyzy zavisi nejastéji na PSIBLAST, coz umoznuje vyhleddvani souvisejicich
sekvenci, nicmén¢ se jedna o Casové naro¢ny proces (Buchan et al., 2013). Server
DISOPRED je vyuzivan pro predikci proteinové struktury. Proces predikce je za vyuziti
neuronové sité. Vyuziva metodu, ktera predikuje neuspotradané oblasti v proteinu, tedy

pro neusporadana rezidua (Jones, 1999; Ward et al., 2004).
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4 VYSLEDKY

4.1. Klonovani

Za pomoci PCR metody byl amplifikovan z cDNA gen kodujici PpNATA za pouziti
specifickych primeru (Tab. 4) a AccurPrime Pfx SuperMix polymerasy. PCR byla
provedena ve 35 cyklech (denaturace DNA pii 95 °C po dobu 15 s, nasedani primert pii
63,3 °C po dobu 30 s a elongace pii 68 °C po dobu 1 minuty). Amplifikovany fragment
byl vyhodnocen pomoci gelové elektroforézy (Obr. 16).

1000 bp
700 bp
500 bp
400 bp

M
1500 bp ;
.
E=
r

Obr. 16 Amplifikace genu PpPNATA. M — Marker GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (New
England Biolabs, UK); 1 — vzorek s amplifikovanym PCR produktem.
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Fragmenty DNA byly dale pieCistény a naStipany restrikénimi enzymy Ndel
a Sall-HF stejné jako expresni vektor pET-28a. PPNATA a expresni vektor pET-28a
byly pfecistény a poté kvantifikovany na spektrofotometru (DeNovix, USA). Nasledné
byl gen PpNATA zaligovan do pET-28a za pomoci T4 DNA ligasy. Konstrukty byly
transformovany do kompetentnich bun¢k bakterii E.coli NEB 5-alpha. Transfomrace
byla provedena pomoci teplotniho Soku. Nésledovala kultivace ptes noc na pevném LB

médiu a selekce v pfitomnosti kanamycinu.

Po transformaci vyrostlo velké mnozstvi klonii. Néasledné bylo vybrano 11 klont pro
ovéfeni pritomnosti fragmentu PPNATA za pomoci metody PCR (Obr. 17). Pozitivnich
bylo 5 klond. Pro produkci plasmidu a dale pro sekvenaci byl vybran klon
¢. 7 (Obr. 17).

< z i i & 2 2 ) Y 6 7 8 9 100 #21 N M
[y
_ 5
o S 1500 bp (-]
e ———
—
3 — W 1500 bp
e 500 bp 1000 bp
—— Sl _ - L S
— “ S 300bp S 308B
-— . - e - - B
e

Obr. 17 Ovéfeni pozitivnich klonii. M — GeneRuler™ 1 kb Plus DNA ladder (New England

Biolabs, UK), N — negativni kontrola prazdny expresni vektor pET-28a, 1-11 klony nesouci
plasmid PpNATA pET-28a.
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Sekvenace (Obr. 18) prokazala, ze se v sekvenci nevyskytuji zadné zamény

nukleotidii a tudiz ani zamény na urovni aminokyselin.
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Obr. 18 Sekvence vysledného klonu PpNATA pET-28a mp7 po sekvenaci véetné
N-terminalniho 6xHis-tagu.

4.2. Produkce a purifikace rekombinantniho proteinu
Exprese proteinu PpNATA byla zahajena ptidavkem IPTG o riznych koncentracich

s cilem ovéftit vliv koncentrace IPTG na vyslednou produkei.

Pro zjisténi, zda je rekombinantni protein v bakteriich produkovan, byl odebran 1 ml
bakterialni kultury pfed indukci, kdy absorbance pii 600 nm dosahla hodnoty 1. Dale
pak po indukci pfi 20 °C ptes noc byl také odebran vzorek bakterii (1ml)
a nafedén na stejnou absorbanci, jaka byla pted indukci. Po centrifugaci byl sediment
rozpustén v 8 mol I mo&oving a nasledng smichan s Laemmliho pufrem. Po odbarveni
SDS-PAGE bylo zfetelné, Ze v pozadované oblasti byl viditelny narust obsahu

pozadovaného proteinu nad 25 kDa (ocekavana velikost je 26 kDa).
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Obr. 19 Ovéieni produkce rekombinantniho proteinu PpNATA ve dvou klonech v T7
buiikach E.coli. (A) PDPNATA —klon 1. 1 — vzorek pied indukei, 2 — 50 pmol I IPTG, 3 — 100
umol I'* IPTG, 4 — 500 pmol I IPTG, 5 — 1 mmol I IPTG. (B) PPNATA — klon 2. 1 — vzorek
pred indukci, 2 — 50 pmol 1" IPTG, 3 — 100 umol I IPTG, 4 — 500 pmol 1* IPTG, 5 — 1
mmol I IPTG, M — Protein ladder 10-200 kDa (New England Biolabs, UK).

Dale byla provedena analyza rozpustné a nerozpustné frakce a purifikace. Rozpustna
frakce byla pouzita pro purifikaci enzymu pomoci afinitni chromatografie. Eluce nastala
zvysenou koncentraci imidazolu v pufru. SloZeni elu¢niho pufru bylo 0,020 mol 1™ Tris-
HCI pH 8,0, 0,3 mol I"* NaCl, 5% glycerol a 0,25 mol I"* imidazol. Isoelektricky bod
proteinu  je 6,3. Byl zjistén pomoci serveru  Expasy  ProtParam

(https://web.expasy.org/protparam/). Lyzat bakterii pfed indukci a po indukci, a také

vzorky béhem extrakce tzn. rozpustna a nerozpustna frakce a purifikovany protein, byly
povareny pii 100 °C po dobu 5 minut s Laemmliho pufrem a nésledné¢ vyhodnoceny

pomoci SDS-PAGE.
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Obr. 20 SDS-PAGE vzorku ziskanych po extrakci a purifikaci. 1 — vzorek pted indukci,
2 — vzorek po indukci 1 mmol I'* IPTG, 3 — nerozpustna frakce (inkluzni téliska), 4 — rozpustna
frakce, M - Protein ladder 10-200 kDa (New England Biolabs, UK), 5 a 6 — vzorky po
provedeni afinitni chromatografie.

4.3. Stanoveni stability proteinu

Me¢feni stability proteinu probihalo na pfistroji Tycho NT.6 (Nanotemper). Vzorek pro
méfeni PPNATA byl vlozen do 20 mmol 1" pufru HEPES pH 7,4 v pfitomnosti 150
mmol I* NaCl bez a v pritomnosti 2,5 mmol 17 acetyl-CoA, ktery je koenzymem.
Vzorky byly naplnény do kapilar a vlozeny do pfistroje. Nasledné byly vzorky
zahtivany od 35 °C do 95 °C rychlosti 3 °C za minutu. Na Obr. 20 jsou vyznafeny
inflexni body, pfi kterych doSlo k rozvolnéni struktury proteinu (teploty tani). Ze
ziskanych vysledkt (Obr. 21) vyplyva, ze enzym PpNATA je vyrazné stabilizovan
vazbou koenzymu acetyl-CoA, a tim je zvysena teplota, pii které dochazi k tepelné

denaturaci (rozvolnéni struktury).

44



——PpNATACIL ——PpNATACIL ——PpMATACIL + 2,5mM AcCof ——PpNATAcll + 2,5mM AcCoA

1,3890 £ /\ Inflexnibod
Inflexnibod / \
30,8890
S \
g .'l\
Z 0,389
fomoN =
-0,6110 —
35 45 55 65 75 85 95
Teplota (°C)

Obr. 21 Ukazka prvni derivace poméru fluorescence pii 330 nm a 350 nm definujici
denaturaéni kiivku proteinu PpNATA a acetyl-CoA. Na obrazku je vyznaéen inflexni bod,
ktery piedstavuje teplotu tani.

4.4. Porovnani sekvenci savéich a rostlinnych N-acetyltransferas

Pro porovnani podobnosti v sekvenci N-acetyltransferas bylo vybrano nékolik
rostlinnych a savéich NAT. Templatem byla N-acetyltransferasa z mechu
Physcomitrella patens. Na zaklad¢ vysledka bylo zjisténo, ze PpPNATA je podobnosti
blize k sav¢im SAT1 (Obr. 22).

Pro zjednoduseni byly ndzvy sekvenci psany zkracené. Zde jsou uvedeny celé ndzvy:
AtNATAL1_Q92V05_AT2G39030.1,AtNATA2_AT2G39020.1,GmNATAL_Glyma.10
G109000.1, ZmNATA_AC149475.2 FG007, ZmNATA2_AC209858.4 FGT004,
OsNATA_0s03g05710.1,SINATA_Seita.9G537900.1, PtNATA1_Potri.008G037700.1,
PtINATA2_Potri.010G224800.1, PtNATA3_Potri.008G037600.1, SmNATA 231364,
SpPNATA_Sphfalx0052s0040.1,PpNATA_XP_024375106.1,MpNATA_Mapoly0179s0
017.1, SCNATA_Sacu_v1.1 s0014.9g006170, Human SAT1 (P21673), Mouse SAT1
(P48026), Human NATL1 (P18440), Human NAT2 (P11245)
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Obr. 22 Porovnani sekvenci sav€ich a rostlinnych N-acetyltransferas.

Po porovnani sekvenci mezi sav¢imi a rostlinnymi NAT bylo provedeno srovnani
identity v proteinech mezi vybranymi rostlinnymi NAT. PpNATA vykazovala nejveétsi
shodu s SPNATA — 63% identita sekvenci (83% podobnost), zatimco nejnizs$i shoda
byla zaznamenana u ZMNATA2 a OsNATA — 45% identita sekvenci (66% podobnost),
(Tab. 6).
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Tab. 6 Srovnani identity v proteinech. Proteinova identita je psana pied zavorkou, zatimco
nukleotidova je uvedend v zavorkach. Zelené¢ je vyznacena sekvence s nejvétsi podobnosti,
pomoci serveru LALIGN (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/lalign/). PONATA — Physcomitrella
patens, AtNATAL, AtNATA2 — Arabidopsis thaliana, GmNATA — Glycine max, ZmNATAL,
ZMNATA2 — Zea mays, OsNATA - Oryza sativa, SINATA - Setaria italica, PtINATAL,
PINATA2, PtNATA3 — Populus trichocarpa, SMNATA — Selaginella moellendorffii, SPONATA
— Salix purpurea, MpNATA — Marchantia pylomorpha. Zkratky sekvenci odpovidaji ndzviim na
zacCatku kapitoly 4.4.

Pp Atl At2 Gm Zml Zm2 Os Si Ptl1 Pt2 Pt3 Sm Sp Mp

Pp 48 49 51 45 45 45 46 53 53 47 52 63 56
(75) (74) (76) (68) (66) (66) (68) (75) (77) (71) (73) (83) (73)
79 64 48 48 52 49 62 62 58 53 47 48

Atl (92) (84) (75) (74) (76) (72) (82) (82) (76) (77) (71) (78)
AL 71 52 51 56 53 68 69 59 53 46 47
(86) (74) (74) (76) (74) (84) (84) (79) (76) (70) (76)

Gm 56 55 55 53 69 69 61 56 50 50
(78) (76) (77) (75) (86) (86) (79) (78) (76) (77)

7m1 92 86 89 56 55 48 53 46 49
(95) (93) (94) (76) (77) (72) (78) (72) (72)

7m2 87 91 56 55 48 52 46 49
(96) (97) (77) (77) (72) (78) (70) (71)

Os 87 54 54 48 53 47 48
(95) (75) (76) (72) (77) (68) (71)

i 54 54 47 54 46 48
(76) (76) (71) (78) (70) (76)

Pt1 93 68 52 51 50
(99) (82) (77) (76) (78)

Pt 66 53 51 51
(83) (77) (76) (78)

i3 50 44 44
(73) (70) (73)

sm 55 56
(75) (75)

54

P (77)

4.5. Predikce sekundarni struktury (PSIPRED)
Pomoci priméarni sekvence byla provedena predikce sekundarni struktury s vyuzitim

serveru PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), (Obr. 23, 24). Bylo predikovano

8 oa-helix, 10 pB-vldken a také malo uspofddand rezidua, konkrétné rezidua
¢. 2 (A; Ala), 3 (M; Met), 79 (D; Asp), 80 (W; Trp), 81 (H; His), 82 (A; Ala), 83 (E;
Glu), 84 (G; Gly), 85 (E; Glu), 93 (S; Ser), 94 (V; Val) a 95 (V; Val).
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Obr. 23 Graficka predikce sekundarni struktury pomoci serveru PSIPRED. Helixy jsou
zobrazeny rizove€. B-vladkna jsou zobrazena zluté. Smycky jsou zobrazeny Sedé€. Predikované
neusporadané ¢asti jsou zobrazeny modrym ohrani¢enim.
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Obr. 24 Graficka predikce sekundarni struktury pomoci serveru PSIPRED. Helixy (H)
jsou zobrazeny rizove. B-vlakna (E) jsou zobrazena zlut€. Smycky (C) jsou zobrazeny Sedé.



4.6. Predikce sekundarni struktury (DISOPRED)
Pomoci serveru DISOPRED byla predikovana sekundarni struktura a zobrazena ve
form¢ grafu (Obr. 25). V grafu je zobrazena hodnota cutoff (0,5), ktera udava

uspoiadanost jednotlivych ¢asti predikované struktury.

Obr. 25 Predikce sekundarni struktury pomoci serveru DISOPRED. Osa X znazoriuje
pocet aminokyselin. Osa y znazorfiuje procentualni pravdépodobnost predikce. Hodnota cutoff
je nastavena na 0,5 (50 %). Casti, které se nachazi pod hodnotou cutoff jsou usporadané,
naopak, ty které se nachéazeji nad hodnotou cutoff jsou neusporadané.
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4.7. Predikce sekundarni struktury (Phyre 2)

Pomoci primarni sekvence byla provedena predikce sekundéarni struktury s vyuzitim
serveru Phyre 2 (Obr. 26). Bylo detekovano 8 a-helixti a 8 B-vlaken. V poétu B-vlaken
se tato predikce mirné 1isi od predikce s vyuzitim serveru PSIPRED. Helix v oblasti
mezi 70 a 80 neni predikovan s vysokou spolehlivosti (tzv. Disorder Confidence), tudiz
se potvrzuje ¢astecna predikce s vysledkem serveru PSIPRED.
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Obr. 26 Graficka predikce sekundarni struktury pomoci serveru Phyre 2. Helixy jsou

zobrazeny zelené. P-vlakna jsou zobrazena modfe. Spolehlivost predikce je znazornéna
Vv odstinech Cervené (nejnizsi predikce) az po odstiny modré (nejvyssi predikce).
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4.8. Predikce terciarni struktury
Programem Phyre 2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqi?id=index) byly

zobrazeny tii nejpravdépodobnéjsi PDB struktury pro N-acetyltransferasu z mechu
Physcomitrella patens (Obr. 27): 319S (Deshpande et al., 2009) — struktura z mobilniho
metagenomu Vibrio cholerae (podobnost 20 %), 2BEI (Han et al., 2006), — struktura
thilalysin N-acetyltransferasy (SSAT2) z Homo sapiens (podobnost 33 %), 2FE7
(Zhang et al., 2005) - struktura N-acetyltransferasy z Pseudomonas aeruginosa
(podobnost 46 %).

PDB header:lenyersse
Chain: A: PDB Molecule:nlegron cassetie protein;
POBTitle: structure from the mobike metag of v.chok grond

20 Cansetie protein veh_canst

IO
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Fold:Acyl-CoA N-acyllzarsferases (Nat)
Superfamily:Acyl-Con N-acytrans? (Nat)
Family:N-acetyl traraferase, NAT

[ “ P
Fold:Acy-CoA Nescyllranferases (Nat)
Superfamily:tcyi-Col Nesoylrzm’ {Nat)
3 d —_— Family:N-scetyl traraferase, NAT
(Fegement]

“"M

Obr. 27 Nejpravdépodobnéjsi struktury pro vytvoieni modelu N-acetyltransferasy
z mechu Physcomitrella patens v programu Phyre 2. V prvnim sloupci (Template) je uvedeno
¢islo PDB kédu. Druhy sloupec (Aligment Coverage) znazoriuje pokryti sekvence. 3D model
zobrazuje PDB model. Ctvrty sloupec (Confidence) znazoriiuje spolehlivost modelu. Paty
sloupec (% i.d.) znazortiuje identitu sekvence. Sesty sloupec (Template Information) poskytuje
informace detailu z PDB databaze.
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Na zakladé vysledkt Phyre 2 (Obr. 27) je evidentni, Ze nejvyssi identitu sekvence ma
N-acetyltransferasa z Pseudomonas aeruginosa a N-acetyltransferasa (SSAT2) z Homo
sapiens. Z duvodu, ze u prvniho enzymu neni uvedena dosud Zadna publikace, pouze
PDB kody, byla PpPNATA dale porovnana s lidskou SAT2 (Obr. 28), (Han et al., 2006).
U lidskych SAT2 se vyskytuje nekonzervovana ¢ast sekvence, kterd se nachdzi pouze

u rostlinnych enzymi (zobrazena v ¢erveném ramecku na Obr. 28).
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Obr. 28 Porovnini sekvenci PpNATA a lidské SAT1, SAT2. Cervené je oznalena
nekonzervovana ¢ast ptitomna pouze v rostlinnych enzymech.

53



Pomoci serveru Phyre 2(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index)
byl ziskan model PpNATA, ktery byl nasledné zpracovan v programu PyMOL. Byla
provedena superpozice monomerd s lidskou SSAT2 (2BEI) a nasledné byly

vygenerovany dva obrazky vzajemné otocené o 180° (Obr. 29).

Obr. 29 Porovnani 3D modelu monomeru PpNATA a struktury monomeru lidské SSAT2
(2BEI). PpNATA je vyznacena zelenou, SSAT2 je vyznacen ruzovou, acetyl-CoA je vyznacen
oranzov¢ kulickovym modelem. Obrazky A a B jsou vz4jemné otoCeny o 180°.
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4.9. Vazba acetyl-CoA v lidské a rostlinné N-acetyltransferase

Dle predikce terciarni struktury bylo vyobrazeno vazebné misto acetyl-CoA, pomoci
programu PyMOL, v modelu PpNATA a lidské SSAT2 (2BEI). Nukleotidové slozky
acetyl-CoA jsou vazany do vazebného mista lidské SSAT2 ptimo vodikovymi vazbami,
ale také vodikovymi vazbami skrze molekuly vody (Obr. 30). NiZze jsou uvedené
aminokyseliny podilejici se na vazbé nukleotidovych slozek acetyl-CoA v lidské
SSAT2 a v zavorkéach za nimi jsou vzdy uvedeny aminokyseliny modelu PpNATA na

ekvivalentnich pozicich.

Adeninovy kruh acetyl-CoA je v modelu lidské SSAT2 véazany skrze tii vody. Pies
prvni vodu je navazan na kyslik hlavniho fetézce Argl01 (Argl49), skrze druhou vodu
je navazan na kyslik postranniho fetézec stejného argininu, tj. Argl01 (Argl49). Pres
treti molekulu vody je navazan na kyslikovy a dusikovy atom pantothenatu a nésledné

je pres sousedni molekulu vody navazan jesté na dalsi kyslikovy atom pantothenétu.

Ribosa-3-fosfat acetyl-CoA je v modelu lidské SSAT2 vazana skrze dvé molekuly
vody. Pfes prvni molekulu vody je vazéna na kyslikovy atom hlavniho fetézce Argl35
(Asn183) a ptes druhou molekulu vody je vazana na kyslikovy atom hlavniho fetézce
Asp138 (Lys186). Hydrofobnimi interakcemi se uplatiuje je$té postranni fetézec
Leul39 (Phel87), tato zdména aminokyselin by mohla ménit afinitu mezi savéimi

a rostlinnymi N-acetyltransferasami.

Prvni fosfat je vdzana pifimo a pifes dvé molekuly vody. Ptes prvni molekulu vody je
vazana na kyslikovy atom postranniho fetézce Ser107 (Thr155) a také ptimo na jeho
dusikovy atom hlavniho fetézce. Pfimo je vazan na dusikovy atom hlavniho fetézce
Gly104 (Gly152) a skrze druhou vodu na kyslikovy atom hlavniho fetézce Gly102
(Gly150).

Druhy fosfat je vazan pfimo a pfes jednu molekulu vody. Pfimo je vdzan na dusikovy
atom Glyl06 (Gly154) a na dusikovy atom Gly102 (Glyl150). Pfes molekulu vody je
vazan na dusikovy atom Gly104 (Gly152), GIn103 (Thr151) a kyslikovy atom hlavniho
tetézce Tyr100 (Tyr148).

Pantothenat je pfimo vazan na dusikovy atom Val96 (Vall44). Dale je vazan pres
molekulu vody na adeninovy kruh, jak bylo vysvétleno diive a na dusikovy atom

Asn133 (Asnl181). Hydrofobnimi interakcemi se uplatituje Phe27 (Phe32).
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Merkaptoethylamin je vazan pouze jednou vodikovou vazbou na kyslikovy atom
hlavniho fetézce 1194 (Leul4?2).

Acetylova skupina je stabilizovana na dvou mistech. Je vazédna ptes dusikovy atom

na [1e94 (Leul42) a ptes kyslikovy atom hlavniho fetézce Glu92 (Glu140).
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Obr. 30 Vazba acetyl-CoA v lidské SSAT2 a PpNATA. Cerné jsou zobrazena rezidua
PpNATA. Cervené jsou zobrazena rezidua lidské SSAT?2.
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5 DISKUZE

V ¢lanku Lou et al., 2016 byla méfena kinetika rostlinného enzymmu AtNATAL pro
acetyl-CoA. Hodnota Ky, acetyl-CoA, ktera se pohybuje v rozmezi 5,05 az 70,7 pmol I
(Tab. 7), byla mé&Fena pii koncentraci 5 mmol 1™ p¥islu§ného aminu. Jako substraty byly
pouzity ornithin, putrescin a 1,3-diaminopropan. V teoretické ¢asti bakalaiské prace
(Tab. 2) byly uvedeny kinetické parametry pro lidskou SSAT. Hodnota K. pro
acetyl-CoA, meéfena pii fixni koncentraci spermidinu, byla 3,8 umol I Enzymy
rostlinné i zivo€isné vykazuji podobné hodnoty K. Acetyl-CoA je tedy preferovanym

donorem acetylu.

Tab. 7 Stanoveni hodnoty K, pro substraty (pfevzato a upraveno dle Lou et al., 2016).

Acetyl-CoA
Substrat Koy (pumol 1—1)
Ornithin 5,05+ 1,26
Putrescin 41,8+ 6,36
1,3-diaminopropan 70,7 £ 18,9

Na zakladé predikce terciarni struktury bylo vyobrazeno vazebné misto acetyl-CoA
v modelu PpNATA a lidské SSAT2. Pti porovnani vazebnych mist mezi témito modely
bylo nalezeno 5 odlisnych rezidui. Konkrétné se jedna o rezidua Argl35 (Asnl83),
Asp138 (Lys186), Serl07 (Thrl55), GIn103 (Thrl51) a lle94 (Leul42), ktera se na
vazbé acetyl-CoA podileji hlavnim nebo postrannim fetézcem. Rezidua uvedena pred
zavorkou patii k modelu lidské SSAT2 a rezidua v zavorce patii k modelu PPNATA.

Zbyla rezidua jsou konzervovana.

Rezidua Argl135, Aspl138, GIn103 a 11e94 se v modelu lidské SSAT2 podileji na
vazbé acetyl-CoA hlavnim fetézcem, z tohoto diivodu bude mit jejich zdména, v modelu
PpNATA za Asnl83, Lys186, Thr151 a Leul42 (v daném potadi), pravdépodobné maly
vliv na zménu vlastnosti. Nicméné, pfipadé rezidua Ser107 (v modelu lidké SSAT2),
ktery se na vazbé acetyl-CoA podili jeho postrannim fetézcem, doSlo k zdméné za
Thrl55 (v modelu PPNATA). V tomto ptipadé muze dojit ke ztrat€ vodikové vazby

nebo hydrofobni interakce, coZ by mélo za nasledek zménu vlastnosti.
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N-acetyltransferasa z Physcomitrella patens byla také porovnana
s N-acetyltransferasou  z Arabidopsis  thaliana.  Sekvence pro  Arabidopsis
N-acetyltransferasu (AtNATA1) ma UniProt ¢islo (Q9ZVO0S5), a to lze pouzit pro
hledani modelu na serveru SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/).

V tomto ptfipad¢, je mozno ziskat model 1 s c¢asti, ktera neni u jinych
N-acetyltransferas. Odhad kvality modelu (Obr. 31) ukazuje nizkou podobnost této Casti
V porovnani s templatem (2FE7 — N-acetyltransferasa z Pseudomonas aeruginosa).
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Obr. 31 Odhad kvality modelu. Na ose x jsou zobrazena ¢isla rezidui. Na ose y je zobrazena
predpokladana podobnost s templafem. Retézec A je zobrazen Gervend. Retézec B je zobrazen
modie. Cervenad Sipka ukazuje mobilni &ast, kterA neméa analogni ¢ast u jinych
N-acetyltransferas, kromé rostlinnych.
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V programu PyMOL byl vygenerovdn model porovnavajici predikci struktury
PPNATA se strukturou AtNATAL (Obr. 32). Model neukazuje ptitomnost sekundarni
struktury, tudiz nevime, jak je model piesny. Cervenou Sipkou je zobrazena mobilni

¢ast, ktera se neobjevuje u PpNATA.

Obr. 32 (A) Monomer modelu PpNATA se strukturou monomeru AtNATAL. Monomer
PpNATA je zobrazen zelené. Monomer AtNATAI je zobrazen zluté. Cervend ipka ukazuje
mobilni ¢ast, ktera nema analogni ¢ast u jinych PpNATA. (B) Dimer modelu PpNATA se
strukturou dimeru AtNATAL. Model PpNATA je zobrazen zelené. Podjednotky dimeru
AtNATALI jsou zobrazeny zlut¢ a rizoveé. Model neukazuje ptitomnost sekundarni struktury.

Studium substratové specificity a substratového mista nebylo mozné dokondit kvuli

pandemické situace zpusobené SARS-CoV-2, a proto bude cilem diplomové prace.
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6 ZAVER
V teoretické Casti bakalarské prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma
metabolismus polyamind, jejich syntézy a degradace a dosavadnich poznatkt k funkci

N-acetyltransferas.

Experimentalni ¢ast byla vénovana enzymu PpNATA. Cilem prace bylo klonovani
genu rostlinné PPNATA do expresniho vektoru pET-28a. Nasledné exprimovani genu
a ziskani rekombinantniho proteinu v bakteriich E. coli. Byla také ovéfena stabilita
enzymu PpNATA a bylo zjisténo, Ze po navazani acetyl-CoA na enzym dochazi
k vzestupu teploty, pfi které dochazi k tepelné denaturaci (rozvolnéni struktury). Dale
byla provedena predikce sekundarni struktury za pouziti serveru PSIPRED/DISOPRED
a Phyre 2 a také predikce struktury terciarni s vyuzitim serveru Phyre 2 a programu

PyMOL.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
AANAT arylalkylamin-N-acetyltransferasa

AA/BIS akrylamid/bisakrylamid

APS persiran amonny

ADC arginindekarboxylasa

AIH agmatiniminohydrolasa

AdoMetDC S-adenosylmethionin dekarboxylasa
AdoMet S-adenosylmethionin

cDNA komplementarni deoxykarboxylova kyselina
CoA koenzym A

CPA N-karbamoylputrescinamidohydrolasa
CUAOQO aminooxidasa obsahujici méd’

DAO diaminoxidasa

FAD flavinadenindinukleotid

HAT histonacetyltransferasa

HDAC histondeacetylasa

IPTG isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid
LB Luria — Broth médium

NAT N-acetyltransferasa

ODC ornitin dekarboxylasa

PAQO aminooxidasa obsahujici flavin

PCR polymerazova fetézova reakce

PLP pyridoxal fostat

SDS dodecylsulfat sodny

SPDS spermidin synthasa

SPMS spermin synthasa

SSAT spermidin/spermin-N-acetyltrasnefrasa
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TAE tris-acetat-ethylendiamintetraoctova kyselina
TEMED N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

TRIS tris(hydroxmyethyl)aminomethan
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