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1.CILE PRACE

Teoreticka ¢ast

1.

Objasnéni metabolizmu spojeného s biosyntézou a degradaci aminoaldehydu
v rostlinach

Klasifikace aldehyddehydrogenas

Popis substratové specificity rostlinnych aminoaldehyddehydrogenas

Popis reakéniho mechanizmu téchto enzymu

Experimentalni ¢ast

1.

Produkce  rekombinantnich  proteind -  aminoaldehyddehydrogenas
(WT-PsAMADH2 a mutantni varianty W288A), extrakce a nasledna purifikace

2. Zjisténi teplotni stability a pH optima

Stanoveni substratové specificity pro oba enzymy



2. TEORETICKA CAST



2.1. Uvod
Aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH) jsou enzymy Kkatalyzujici pfeménu

w-aminoaldehydu, které jsou produkty degradace polyamin, na odpovidajici
w-aminokyseliny. Tato reakce je NAD-dependentni. Nékteré bakterialni AMADH
preferuji jako kofaktor i NADP®. Aldehydy jsou ve vy$$ich koncentracich toxické, a

proto musi byt jejich hladina v bunkach regulovana.

Rostlinné aldehyddehydrogenasy se na zakladé homologie aminokyselinové
sekvence déli do tfinacti rodin. AMADH patfi to rodiny ALDH10. Svou sekvenci jsou
identické s betainaldehyddehydrogenasami (BADH), které katalyzuji reakci, pfi niz
vznika osmolyt glycin betain z betainaldehydu. V poslednich padesati letech byly
popsany mikrobialni, rostlinné i ZivoCiSné AMADH. V této praci je predmétem

vyzkumu AMADH2 z hrachu setého (Pisum sativum).



2.2. Vlastnosti a vznik polyamint

Polyaminy jsou nizkomolekularni alifatické slou€eniny, které jsou pfitomné ve
vSech zivych organizmech. Tfemi nejvice zastoupenymi polyaminy v rostlinach jsou
putrescin, spermidin a spermin. Dale zde mulzeme zaradit kadaverin (Tab. 1),
nachazejici se také v lusténinach. Tyto latky jsou dllezité pro procesy morfogeneze,
ristu, embryogeneze, dale pro starnuti listl, stabilizaci bunééné membrany, vyvoj
rostlinnych organu a odpovédi na abioticky a bioticky stres. Putrescin a kadaverin
jsou tékavé slouc€eniny charakteristické svym mrtvolnym zapachem (Kusano et al.,
2008). Polyaminy byly v rostlinnych burfkach lokalizovany v cytoplazmé, ale i ve
vakuolach, mitochondriich a chloroplastech (Kumar et al., 1997). Polyaminy maji také
velky vyznam v oboru agronomie. Ovliviiuji obsah Zivin v plodinach, kvalitu plodu a
oddaluji odumirani vyhonkd popinavych rostlin, napf. lilku rajcete (Mehta et al.,
2002).

Tab. 1. Strukturni vzorce a nazvy nejcastéji se vyskytujicich rostlinnych polyaminu.

Strukturni vzorec Nazev Systematicky nazev
HZN/\/\/NHZ putrescin  butan-1,4-diamin
HZN/\/\/\NH2 kadaverin pentan-1,5-diamin
NN /\/\/NH2 o N-(3-aminopropyl
HoN N spermidin ( p p-y)
H butan-1,4-diamin

N NH N, N -bis(3-
HoN N H 2 spermin aminopropyl)butan-

H
1,4-diamin

Rada polyamin( ovliviiuje iontové kanaly, zejména inhibici. Pfikladem jsou
polyaminy nachazejici se v cytoplazmé, které blokuji vtok K* cytoplazmatickou

membranou svéracich bunék (Liu et al., 2000).

Pokud rostlina podléha abiotickému &i biotickému stresu, Casto dochazi ke
zvySené produkci a akumulaci polyamint (Kusano et al., 2008). Schopnost rostlin
Iépe snaset stresové podminky byla prokazana studiem transgennich rostlin, jejichz
geny exprimovaly zvySené mnozstvi polyamin(, napf. overexprese SPDS genu (gen
kédujici spermidinsynthasu - SPDS) z tykve fikolisté (Cucurbita ficifolia) udéluje
odolnost Arabidopsis thaliana a batatim va&i rozmanitym stresovym podnétim
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(Kasukabe et al., 2004, 2006). ADC gen z durmanu obecného (Datura stramonium)
kodujici arginindekarboxylasu (ADC), exprimovany v ryzi zvySuje jeji odolnost
k suchu (Capell et al., 2004).

Biosyntéza polyamind v rostlinach probiha dvéma alternativnimi drahami.
Prekurzorem putrescinu je aminokyselina arginin. Arginasou (EC 3.5.3.1) je arginin
pfeménén na ornithin, ze kterého vznika putrescin u€inkem ornithindekarboxylasy
(ODC, EC 4.1.1.17). Druha cesta syntézy putrescinu probiha pfes meziprodukt,
kterym je agmatin. Tento proces zahrnuje tfi reakce, katalyzované postupné
arginindekarboxylasou (ADC, EC 4.1.1.19), agmatiniminohydrolasou (AIH, EC
3.56.3.12) a N-karbamoylputrescinamidohydrolasou (CPA, EC 3.5.1.53). Poté je
putrescin pfeveden na spermidin uc¢inkem spermidinsynthasy (SPDS, EC 2.5.1.16).
Aminopropylova skupina je pfenesena z dekarboxylovaného S-adenosylmethioninu.
Ten vznika z methioninu dvéma reakcemi, ktere katalyzuji
methioninadenosyltransferasa (EC 2.5.1.6) a S-adenosylmethionindekarboxylasa
(SAMDC, EC 4.1.1.50) (Obr. 1) (Kusano et al., 2008).

arginasa

L-Arginin - |-Ornithin

arginin-
dekarboxylasa e

/ ornithindekarboxylasa VT

Co,  /
-ATP

Agmatin Mg-ATP — methioninadenosyl-

agmatin- Mg-PP, + P, ] EETRICTY
iminohydrolasa Kkl N co, \ 4
NH4’4/ putrescin- S-adenosylmethionin
v amidohydrolasa
N-karbamoylputrescin Putrescin S-adenosylmethionin-
dekarboxylasa
CO, +NH,* i i
2 4 methylthioadenosin \ co,
spermidinsynthasa
Spermidin dekarboxylovany
S-adenosylmethionin
sperminsynthasa
methylthioadenosin

Obr. 1. Biosyntéza polyaminlt putrescinu, spermidinu a sperminu v rostlinach.

(Upraveno podle Kusano et al., 2008).

Kadaverin vznika z lysinu. Tato reakce je katalyzovana lysindekarboxylasou
(LDC, EC 4.1.1.18) (Obr. 2).
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HOOC™ ™NH, “NH,

L-Lysin

S

H-N NH»
kadaverin

Obr. 2. Vznik kadaverinu. Reakci katalyzuje lysindekarboxylasa (LDC) (Upraveno podle
Fecker et al., 1993).

2.3. Degradace polyamint — biosyntéza aldehydu

Produkty katabolizmu polyamint jsou aldehydy. Reakce je katalyzovana
polyaminoxidasami, které obsahuji flavin (PAO, EC 1.5.3.11), & aminoxidasami
obsahujicimi méd (CAO, EC 1.4.3.6) (Bouchereau et al., 1999). CAO jsou také
nazyvany diaminoxidasy (DAO), protoZze nejbéznéjsi substraty, které oxiduji, jsou

diaminy.

2.3.1. Aminoxidasy obsahujici méd’ (CAO)

Rostlinné CAO jsou homodimery, jejichz molekulova hmotnost se nachazi
vrozmezi 150 — 200 kDa. V kazdé své podjednotce v aktivnim misté obsahuji
meédnaty ion a kofaktor, jimz je 2,4,5-trihnydroxyfenylalaninchinon nebo-li topachinon
(TPQ). Diky pfiznivé vzdalenosti mezi Cu* a TPQ je umoznén pfimy prenos

elektronu mezi ob&ma prostetickymi skupinami (Sebela et al., 1998).

Uloha médi spociva v udrZzovani aktivniho mista v geometrické strukture tak,
aby mohla byt uskuteCnéna vazba substratu. Odstranéni médi z aktivniho mista je
pomérné jednoduché. Jedna se o reverzibilni dé realizovatelny reakci s
diethylthiokarbamatem za neredukujicich podminek (Hill et al., 1964), pfipadné
redukci dithioni¢itanem na Cu® a nasledn& pomoci kyanidu. Médnaté ionty mohou
byt do aktivniho mista navraceny, a to pfidavkem volnych Cu®* k apoenzymu, &imz

by byla katalyticka aktivita enzymu obnovena (Suzuki et al., 1984).
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Topachinonovy kofaktor vznikd za uGgasti Cu®™ a O, posttranslaéni
autokatalytickou modifikaci tyrosinového rezidua, které se nachazi v aktivnim misté
enzymu (Klinman, 2003). Zpusob vzniku TPQ byl studovan na CAO z kvasinky
Hansenula polymorpha, jejiz struktura byla objasnéna ve studiich Li et al. (1998) a
Chen et al. (2000).

CAO oxiduji diaminy a polyaminy na primarni aminoskupiné. Vznika pfislusny

aminoaldehyd, amoniak a peroxid vodiku.

AO
RCH,NH, + 0, + H,0 > RCH,CHO + NH; + H,0,

Mezi inhibitory téchto enzymu patfi karbonylové slouceniny, napf. hydrazin a
semikarbazid (ireverzibilni inhibice). Reverzibilné jsou CAO inhibovany ¢inidly
tvoficimi chelat s médi (nekompetitivni inhibice) ¢&i slouceninami strukturné
podobnymi substratdm (kompetitivni inhibice) (Sebela et al., 1998). Napriklad
aminoxidasu z hrachu setého (PSAQ) reverzibilné inhibuji derivaty imidazolu, jako

jsou karnosin, anserin a impromidin (Bieganski et al., 1982).

Substratova specificita CAO je rozsahla a na jejim zakladé jsou tyto enzymy

klasifikovany do ¢tyf skupin:

1. Savéi plazmové aminoxidasy — oxiduji pfednostné polyaminy spermin a
spermidin, ale také benzylamin, patfici mezi monoaminy.

2. SavC€i diaminoxidasy — nachazeji se v ledvinach a placenté. Preferovanymi
substraty jsou putrescin a kadaverin, popf. histamin.

3. Rostlinné diaminoxidasy — stejné jako savCi DAO upfednostriuji putrescin a
kadaverin, dale oxiduji také spermidin.

4. Mikrobidlni aminoxidasy — nejlepSimi substraty jsou arylalkylaminy, napf.

fenethylamin, benzylamin nebo heterocyklicky histamin a tyramin.

Nejvice zastupcl aminoxidas nalezi do skupiny rostlinnych aminoxidas. Nachazeji se
zejména v bobovitych (Fabaceae), ale také napf. v €eledich lipnicovité (Poaceae) a
pryScovité  (Euphorbiaceae) (Sebela et al, 1998). Nejlépe popsany a
charakterizovany jsou CAO ze semenacki hrachu setého (PSAO; Mann, 1961),
CocCky kuchynské (LSAO; Floris et al., 1983) a latexu prySce Euphorbia characias
(Rinaldi et al., 1982).

Nejvyznamné&jSimi substraty preferovanymi témito enzymy jsou putrescin a
kadaverin, bézné se vyskytujici v rostlinnych pletivech. Jsou toxické a mohou byt

povazovany za karcinogenni, protoze maji schopnost reagovat s dusitany za vzniku
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nitrosamind, jenz jsou potencialnimi karcinogeny. CAO oxiduje putrescin na
4-aminobutyraldehyd (ABAL), ktery samovolné pfechazi na cyklickou formu
A'-pyrrolin. Produktem oxidace kadaverinu je 5-aminovaleraldehyd (AVAL), ktery
cyklizuje na A'-piperidin (Obr. 3). CAO také oxiduji spermidin a spermin (Obr. 4)
(Medda et al., 1995).

O +H,0
Yy (—\CHO
y7
NH HoN Z B
2 H,0, + NH, N7
putrescin A'-pyrrolin
m 0,+H,0 m
i CHO O
N N
Hy Hy H,0, + NH, N
kadaverin A'-piperidin

Obr. 3. Oxidativni deaminace diamini a polyaminu, kterou katalyzuji CAO. Produkty
oxidace putrescinu a kadaverinu (ABAL, resp. AVAL) samovolné cyklizuji (Upraveno podle
Medda et al., 1995).

2.3.2. Polyaminoxidasy obsahuijici flavinovy kofaktor

Kofaktorem PAO je nekovalentné vazany flavinadenindinukleotid (FAD). Jako
prvni byla popsana PAO z kukufice (Zea mays) — ZmPAO, jenz byla izolovana
z apoplastu kukufiénych bunék. Je to monomerni glykosylovany enzym obsahujici
jednu molekulu FAD (Tavladoraki et al., 1998).

Rostlinné PAO zpusobuji oxidativni §tépeni polyamind, ale i diaminl jako je
spermin ¢&i spermidin. Oxidaci spermidinu vznikd 4-aminobutyraldehyd (ABAL)
a oxidaci sperminu N-(3-aminopropyl)-4-aminobutyraldehyd (APBAL), ktery ma
schopnost spontanné vytvaret cyklickou formu, 1,5-diazabicyklo[4.3.0lnonan (Kusano
et al.,, 2008). DalSim reakénim produktem je 1,3-diaminopropan (Dap) a peroxid
vodiku (Obr.4) (Sebela et al., 2000).Dap je poté pfemé&nén na
3-aminopropionaldehyd (Duhazé et al., 2002). Z tohoto faktu vyplyva, ze PAO jsou

enzymy katalyzujici koncovy krok katabolizmu polyamin(.
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S

spermidin
—  H,N(CH,),CHO + HoN(CH,)NH, + H,0,
HN(CH,) NH(CH,),NH, + O, + H,0
r ‘ —  H,N(CH,),CHO + H,N(CH,);NH, + H,0,
R
S R N -H,0
N
7
. S
spermin ——  H,N(CH,),CHO + H,N(CH,),NH(CH,),;NH, + H,0,
HyN(CH)sNH(CH,) NH(CH),NH, + O, + H,0
—  H;N(CH,);NH(CH,),CHO + H;N(CH,),NH, + H,0,
P R
S R ” 0

v/
H,N(CH,),N
+ H* N - H

N N

o

Obr. 4. Katabolizmus spermidinu a sperminu savéimi (S) a rostlinnymi (R)
polyaminoxidasami. Sipky oznaduji mista v molekule substratu, na které se vaze ptislusny

enzym (Sebela et al., 2001).

Zvlastnim typem polyaminoxidasy je sperminoxidasa (SMO), ktera
zprostfedkovava zpétnou konverzi sperminu na spermidin. DalSimi produkty reakce
jsou 3-aminopropionaldehyd a peroxid vodiku. SMO byla poprvé identifikovana
v zZivo€iSnych burkach (Vujcic et al.,, 2002). Pfitomnost enzymu se stejnou
enzymatickou aktivitou, nazyvajiciho se Fmsl, byla prokazana také v kvasinkach
Saccharomyces cerevisiae (Landry a Sternglanz, 2003). Pozdéji byla zpétna
konverze polyaminu prokazana v rostlinach. Enzym AtPAO1 z Arabidopsis thaliana
katalyzuje stejnou reakci jako SMO/Fmsl1l. AtPAO1, Fms1 a SMO oxiduji spermin,
ale ne spermidin. Zda-li existuje rostlinna polyaminoxidasa schopna pfemény
spermidinu na putrescin a tim uzavirajici cyklus zpétné konverze, zbyva posoudit
v budoucnu. Vyznam této metabolické drahy spociva v produkci spermidinu, ktery je

pravdépodobné vyuzivan v jinych drahach (Tavladoraki et al., 2006).
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2.4. Aldehyddehydrogenasy

Aldehydy, jez jsou produkty katabolizmu polyamind, jsou dale odbouravany
aldehyddehydrogenasami (ALDH, EC 1.2.1.3) na pfislusné karboxylové kyseliny.
Kofaktorem rostlinnych ALDH je NAD®, v nékterych bakteridalnich ALDH je jim
NADP*. Redukované formy NADH/NADPH jsou vyznamnym zdrojem redukénich
ekvivalentl udrzujicich redoxni rovnovahu v burikach (Brocker et al., 2013).
Rostlinné ALDH byly lokalizovany v cytoplazmé, mitochondriich, plastidech
(chloroplastech, chromoplastech, leukoplastech), mikrozomech a peroxizomech
(Missihoun et al., 2011; Mitsuya et al., 2009).

ALDH se uplatriuji pfi plisobeni podminek zvysujicich oxidacni stres. Za tohoto
stavu jsou oxidaéni degradaci lipidovych membran produkovany reaktivni aldehydy.
Tento proces se nazyva peroxidace lipidl. Mezi tyto aldehydy patfi 4-oxononal,
4-hydroxynonal ¢i malondialdehyd. Mohou se chovat jako elektrofily a vazat se na
fyziologicky nepostradatelné slou€eniny nukleofilniho charakteru, jako jsou proteiny a
nukleové kyseliny. Tyto adukty mohou byt puvodci mutaci, pfekazkami riznych
funkci a mohou vést k porucham homeostazy. ZvySeni hladiny ALDH v rostlinach je
odpovédi na stresové podnéty (Brocker et al., 2013). Na zakladé tohoto faktu je
exprese ALDH vyuzZivana ke zvySeni ristu a zlepSeni kvality hospodaisky
vyznamnych plodin rostoucich pfi zhorSenych podminkach, jako je sucho nebo
Spatna kvalita pady (Bartels and Sunkar, 2005). ALDH také ovliviiuji vyvoj a

dozravani semen (Shin et al., 2009).

2.4.1. Klasifikace aldehyddehydrogenas

ALDH se déli do tfinacti rodin — ALDH2, ALDH3, ALDH5, ALDH6, ALDH7,
ALDH10, ALDH11, ALDH12, ALDH18, ALDH21, ALDH22, ALDH23 a ALDH24.
Rodiny ALDH10, ALDH12, ALDH21, ALDH22, ALDH23 a ALDH24 jsou typické pro
rostliny. ALDH2, ALDH3, ALDH5, ALDH6, ALDH7 a ALDH18 maji své orthology
v ZivoCiSné Fisi.

Vasiliou et al. (1999) stanovili systém déleni ALDH, a to podle vzoru Human

Gene Nomenclature Guidelines (http://www.genenames.org/quidelines.html). Pokud

jsou sekvence enzyml z vice nez 40 % stejné, je mozné je zaradit do stejné rodiny.
Jestlize sdileji 60 % a vice identity, fadi se do stejné podskupiny pfislusné rodiny.
Nasledujici déleni enzym( do rodin, jenz byly doposud prostudovany a

charakterizovany v rostlinach, bylo zpracovano podle Brocker et al. (2013).
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2.4.1.1. ALDH2

Tato rodina obsahuje mitochondrialni a cytosolické enzymy s relativné Sirokou
substratovou specificitou (EC 1.2.1.3). Vyskytuji se jako homotetramery. Katalyzuji
katabolickou reakci, pfi niz je acetaldehyd, produkt ethanolové fermentace, pfeveden
na acetat. Zné&j je syntetizovan koenzym A (CoA) acetyl-CoA-synthasou (EC

6.2.1.1). Tento proces se nazyva pyruvatdehydrogenasova draha.

2.4.1.2. ALDH3

SavCi ALDH3 byly lokalizovany v cytoplazmé a mitochondriich (EC 1.2.1.5).
Rostlinné ALDH patfici do této rodiny se nachazeji v cytoplazmé, chloroplastech a
endoplazmatickém retikulu. Exprese vétSiny genl této rodiny je pravdépodobné

regulovana kyselinou abscisovou jako reakci na stresové podminky.

2.4.1.3. ALDH5

Do této rodiny se fadi sukcinatsemialdehyddehydrogenasa (SSADH; EC
1.2.1.24). Katalyzuje pfeménu sukcinatsemialdehydu (SSA) na sukcinat v prabéhu
posledniho reakéniho kroku katabolizmu kyseliny y-aminomaselné. Tato metabolicka

draha se nazyva ,GABA shunt".

2.4.1.4. ALDHG6

ALDHG6 zahrnuje methylmalonat-semialdehyddehydrogenasu (EC 1.2.1.27),
ktera se ucastni reakci spojenych s katabolizmem valinu a pyrimidinu. Zastupci
ALDHG6 jsou jediné aldehyddehydrogenasy, které vyuzivaji CoA jako kofaktor.
Katalyzuji CoA-dependentni reakci, pfi niz dochazi k pfevodu methylmalonat
semialdehydu na propionyl-CoA. Jsou také schopné metabolizovat malonat

semialdehyd na acetyl-CoA.

2.4.1.5. ALDH7
Radi se sem A'-piperidin-6-karboxylatdehydrogenasa (P6CDH; EC 1.2.1.31).
Je také znama pod nazvy a-aminoadipatsemialdehyddehydrogenasa ¢i antikvitin.

Rostlinné ALDH?7 jsou pravdépodobné exprimovany za podminek stresové zatéze.

2.4.1.6. ALDH10

Clenové rodiny ALDH10 jsou znami pod nadzvem aminoaldehyddehydrogenasy
(AMADH; EC 1.2.1.19) ¢&i betainaldehyddehydrogenasy (BADH; EC 1.2.1.8). Tyto
enzymy jsou spojeny s katabolizmem polyaminu, jelikoz degraduji reaktivni
cytotoxické aminoaldehydy, jako je APAL ¢€i ABAL. Hraji vyznamnou roli v reakci na
stresovou zatéz rostlin a pfevadéji betainaldehyd (BAL) na osmoprotektant glycin

betain. Rada homologi ALDH10 v8ak neni schopna oxidovat BAL a preferuje jako
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substraty jiné aminoaldehydy. Pfikladem jsou AMADH =z lilku rajCete a kukufice
(Kopecny et al., 2013). Aldehyddehydrogenasy, které vykazuji vysokou aktivitu se
substratem BAL, se nazyvaji BADH. Radi se mezi n& BADH ze $penatu (Spinacia
oleracea) (Icharoensakdi et al., 2000). VétSina doposud studovanych rostlinnych
druhu obsahuje dva geny ALDH10. Nékteré rostlinné druhy vSak obsahuiji vice téchto

genu. Pritomnost tfech ALDH10 byla prokazana v genomu kukufice.

2.4.1.7. ALDH11

Geny ALDH11 koduji glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy (GAPN; EC
1.2.1.9), coz jsou nefosforylujici enzymy nachazejici se v cytoplazmé. Kofaktorem je
NADP*. GAPN oxiduji glyceraldehydfosfat na 3-fosfoglycerat za sou¢asné produkce
NADPH, ktery je dale vyuZivan v procesu biosyntézy mannitolu v mnoha rostlinnych
druzich (Gao a Loescher, 2000).

2.4.1.8. ALDH12
Tato rodina zahrnuje 1-pyrrolin-5-karboxylatdehydrogenasy (P5CDH; EC
1.5.1.12). Tyto enzymy jsou kli¢ové pfi procesu degradace prolinu, ale také argininu,

na glutamat.

2.4.1.9. ALDH18

ALDH18 zahrnuje 1-pyrrolin-5-karboxylat-synthetasy (P5CS; EC 1.2.1.41 a EC
2.7.2.11). Fylogeneticky je tato rodina od ostatnich ALDH relativné vzdalena.
Zvysena exprese ALDH18 nejspiSe vede k nadprodukci prolinu, ktery je bé&znym

rostlinnym osmolytem.

2.4.1.10. ALDH21, 22,23 a 24
Enzymy fazené do téchto rodin byly objeveny nedavno a jejich funkce a vliv na

homeostazu rostlin zatim zistava neobjasnén.

2.4.2. Aminoaldehyddehydrogenasy

AMADH oxiduji reaktivni cytotoxické w-aminoaldehydy na odpovidajici
w-aminokyseliny za souc¢asné redukce NAD" na NADH. AMADH jsou spojovany s
mnoha metabolickymi cestami, napf. biosyntézou karnitinu &  produkci
osmoprotektantu glycin betainu (Tylichova et al., 2010). AMADH z rajCete (Solanum
lycopersicum) — SIAMADH - a z kukufice (Zea mays) — ZmAMADH - oxiduji
DMSPAL za vzniku DMSP, ktery pini funkci osmoprotektantu a také chrani rostlinu
pfed chladem. Kukuficné AMADH mohou hrat dulezitou roli pfi kontrole hladiny

w-aminoaldehydud béhem raného vyvoje semen (Kopecny et al., 2013). Disledkem
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nahodné mutace genu AMADH byla acetylace volného substratu ABAL (popf. jeho
cyklické formy A'-pyrrolinu) za vzniku tékavé slougeniny 2-acetyl-A'-pyrrolinu, ktera

zpUsobuje charakteristickou vuni jasminové a basmati ryZze (Bradbury et al., 2008).

2.4.2.1. Substratova specificita AMADH
Obecnou vlastnosti vSech AMADH je Siroka substratova specificita (Obr. 5).
Na zakladé mnoha experimentl bylo prokazano, ze nejlepsi substrat je APAL, ktery

je metabolizovan na B-alanin. Ten je prekurzorem osmoprotektantu $-alanin betainu.

Dal3i hojné preferovany substrat je ABAL, jehozZ oxidaci vznika GABA, ktera je
v rostlinach akumulovana za rliznych stresovych podminek (sucho, zvySena salinita

¢i mechanické poskozeni) (Tylichova et al., 2007).

Nové charakterizovany substrat je 3-acetamidopropionaldehyd (ACAPAL), jenz
je degradovan na 3-acetamidopropionat. Tento substrat mize byt béznym pro
vSechny rostlinné AMADH (Kopeény et al., 2013).

GBAL, ktery vznika z argininu, je pfeveden na 4-guanidinobutyrat, ktery je dale

oxidovan na y-aminomaselnou kyselinu.

Methylaci lysinu, navazujici hydroxylaci a aldolytickym S&té&penim vznika
TMABAL. Byl charakterizovan jako substrat
y-trimethylaminobutyraldehyddehydrogenasy (EC 1.2.1.47) z krysich jater (Vaz et al.,
2000). Jeho degradaci vznika y-butyrobetain, jenz je prekurzorem karnitinu, ktery
hraje vyznamnou roli v pfenosu mastnych kyselin pfes vnitini mitochondrialni

membranu do matrix, kde je lokalizovana (-oxidace mastnych kyselin.

BAL vznika oxidaci cholinu. Tato reakce je katalyzovana cholinoxidasou nebo
cholinmonoxygenasou. Neni to univerzalni substrat pro vSechny AMADH. Je
oxidovan napfiklad ZmAMADH1a. Bylo dokézéno, Zze PsAMADH pfi reakci s BAL
vykazuje minimalni aktivitu (Tylichova et al., 2010). BAL je metabolizovan na glycin
betain, ktery se ucastni buné&né odpovédi na stres vyvolany zvySenou salinitou Ci
suchem (Weigel et al., 1986).

Produkt oxidace methioninu, DMSPAL, je dale degradovan na DMSP, coz je

vyznamny kryoprotektant a osmoprotektant (Kopeény et al., 2013).
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Obr. 5. PFirozené substraty aminoaldehyddehydrogenas zrodiny ALDH10.
3-aminopropionaldehyd (APAL), 4-aminobutyraldehyd (ABAL), 3-acetamidopropionaldehyd
(ACAPAL), 4-guanidinobutyraldehyd (GBAL), N,N,N-trimethyl-4-aminobutyraldehyd
(TMABAL), betainaldehyd (BAL), 3-dimethylsulfoniopropionaldehyd (DMSPAL),
y-aminomaselna kyselina (GABA), 3-dimethylsulfoniopropionat (DMSP) (Kopecny et al.,
2013).

Mezi rostlinné AMADH, které jiz byly popsany, patfi PsAMADH -
aminoaldehyddehydrogenasa z etiolovanych semenackl hrachu setého (Pisum
sativum), jenz byla purifikovana v homogennim stavu (Sebela et al., 2000).
V souCasnosti je to nejlépe charakterizovany enzym ze skupiny AMADH. Brauner et
al. (2003) stanovili primarni strukturu tohoto enzymu. Pozdé&ji byla rentgenostrukturni
analyzou stanovena struktura dvou izoenzymud, PsAMADH1 a PsAMADH2 (Tylichova
et al., 2010).

2.4.2.2. Vlastnosti a struktura PsAMADH

Pomoci SDS-PAGE (denaturacni podminky) byla stanovena molekulova
hmotnost monomeru, ktera Cinila 57 kDa. Metodou gelové permeacni chromatografie
byla zjisténa molekulova hmotnost enzymu v nativnim stavu, ktera méla hodnotu

130 kDa. Enzym se tedy vyskytuje jako dimer. V hrachu se tento enzym vyskytuje ve
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dvou izoformach — PSAMADH1 a PSAMADH2. Obé se skladaji z 503 aminokyselin a
jejich sekvence je identicka z 80 % (Sebela et al., 2000; Brauner et al., 2003).

Obé izoformy PsAMADH1 a PsAMADH2 vkomplexu sNAD" byly
krystalizovany metodou visici kapky. Kazdy z monomeru se sklada se tfi domén —
domeény vazajici koenzym (tvofena rezidui 1-131, 152-261 a 453-479), katalytické
domény (262-452) a oligomerizacni domény, ktera obsahuje dva dlouhé (rezidua
132-151) a jeden kratky B-skladany list (480-503). Stfedni &ast prvnich dvou
zminénych domén je tvofena péti B-skladanymi listy a ¢tyfmi a-helixy. Na C-konec

obou enzymu je navazana peroxizomalné cilena sekvence (Obr. 6), a proto je tento

konec delSi nez C-konce ostatnich ALDH, jejichz struktura je znama.

Obr. 6. Struktura PSAMADH. PsAMADH1 (a) — Sedou barvou je zvyraznéna katalyticka
doména, ¢ernou doména vazajici koenzym a modrou oligomerizatni doména. PsAMADH2
(b) — katalyticka doména (béZova), doména vazajici koenzym (hnéda) a oligomerizaéni
doména (fialova). NAD" je znazornén barvami odpovidajicimi standardnimu znageni atomda,
ion kovu je vyznalen zelené. Peroxizomalni signalni sekvence (S/A)KL a C-konec jsou

zvyraznény Cervené (Tylichova et al., 2010).

V blizkosti mista, do kterého se vaze koenzym, se nachazi vazebné misto pro
kation. Vyskyt kationtu je bézny u vSech ALDH. PsAMADH je schopna vazat Na®.

Aktivni misto enzym( (Obr. 7) je tvofeno tfemi hlavnimi rezidui, které jsou situovany
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na konci substratového kanalu, a to katalytickym C294 a dal8imi dvéma rezidui, které
se také ucastni katalyzy — N162 a E260.

(a) (b)

’\ w109
\'\
- : —F D113
F284 P45 "
| g ’
@ ; D110

Obr. 7. Detailni pohled do aktivhiho mista. PSAMADH1 (a) a PSAMADH2 (b) vykazuji
vysokou homologii ve struktufe. Vodikové vazby mezi molekulou glycerolu (GOL)
(pochazejici z kryoprotekéniho roztoku) a C294 jsou vyznaceny preruSovanymi carami
(Tylichova et al., 2010).

Velikost a tvar substratového kanalu v PsAMADH2 jsou velice podobné tomu
v PSAMADH1. LiSi se pouze ve tfech reziduich — A/W109, F/W288 a S/C453
(PSAMADH1/PsAMADH2) (Tylichova et al., 2010). Dale se blizko substratového
kanalu nachazi nékolik specifickych rezidui, jejichz funkce byla objasnéna
zkoumanim dusledkl cilené mutageneze PSAMADH2. U jeho vchodu jsou situovany
D110 a D113, které jsou zodpovédné za pevné navazani w—aminoaldehydu a za
aktivitu enzymu. Uvnitf substratové dutiny jsou vyznamna rezidua W170 a Y163
udrzujici optimalni tvar substratového kanalu. Do urcité miry se na tomto ukolu podili
i L166 a M167. Konzervované reziduum W288 pravdépodobné udrzuje primér
substratového kanalu, aniz by ovliviiovalo rychlost reakce (Kopec€ny et al., 2011).

Substratova specificita AMADH je tésné spjata s jejich strukturou. V nejnovéjsi
studii SIAMADH a ZmAMADH bylo dokazano, Ze rezidua na pozicich 163, 288, 289,
444 a 454 (Cislovani odpovidajici sekvenci PsAMADH) substratovou specificitu

ovliviiuji (Kopec€ny et al., 2013).
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2.4.2.3. Mechanizmus reakce PsAMADH a substratu

Reakce je zahdjena nukleofilni aktivaci katalytického cysteinu pomoci
glutamatu, ktery ma charakter obecné baze. U PSAMADH?2 se jedna o C294 a E260
(Tylichova et al., 2010). DalSim krokem je nukleofilni atak C294 na molekulu
substratu, jimz je aldehyd. Vznika thiohemiacetalovy intermediat (Wymore et al.,
2004). Z ngj je hydridovy ion pfenesen na kofaktor (NAD®, popf. NADP"), vznika
redukovana forma (NADH, resp. NADPH) a thioester. V poslednim kroku této reakce
je glutamatem aktivovana molekula vody, ktera hydrolyticky Stépi thioesterovou
vazbu a je uvolnén koneény produkt — pfislusna kyselina (Tylichova et al., 2010)
(Obr. 8).

H,N-(CH,),-CHO

3

a)

NAD * NADH + H *

+

H.N-(CH,),-COOH

d)

Obr. 8. Schéma reakéniho mechanizmu hrachové AMADH. Navazani NAD" do
specifického mista a oxidace substratu (zde ABAL) (a). Vznik thiohemiacetalového
intermediadtu (b). Po redukci na NADH vznika thioester (c). Hydrolyzou se uvoliuje

aminokyselina (zde GABA) a enzym je regenerovan (d) (Sebela et al., 2000).
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1.

Pouzité chemikalie

3-aminopropionaldehyd (Sigma-Aldrich, Némecko)
4-aminobutyraldehyd (Sigma-Aldrich, Némecko)
4-guanidinobutyraldehyd (syntetizoval prof. Sebela, Katedra biochemie, PfF
UP)

akrylamid (Bio-Rad, USA)

B-PER (Thermo Scientific, USA)

n-butanol (Lach-Ner, Ceska Republika)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad, USA)

DNAsa (Top-Bio, Ceska Republika)

dodecylsulfat sodny (Bio-Rad, USA)

ethanol (Lach-Ner, Ceska Republika)

glukosa (Chemapol, Ceska Republika)

glycerol (Lach-Ner, Ceska Republika)

guanidin-HCI (AppliChem, Némecko)

chlorid hofeénaty (Lachema, Ceska Republika)

chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska Republika)

imidazol (znacka Fluka, dodavatel Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)
inhibitor proteas (Sigma, Ceska Republika)
isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid (Fermentas, Litva)

kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Ceska Republika)

Luria-Bretani (LB) medium (Roth, Némecko)

lysozym (znacka Fluka, dodavatel Sigma-Aldrich, USA)

modovina (Lach-Ner, Ceska Republika)

N,N’-methylenbisakrylamid (Bio-Rad, USA)
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (Bio-Rad, USA)
N,N,N-trimethyl-4-aminobutyraldehyd (syntetizoval prof. Sebela, Katedra
biochemie PiF UP)

nikotinamidadenindinukleotid (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)
persiran amonny (znacka Fluka, dodavatel Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)
Persteril (Euro-Sarm, Ceska Republika)

Protein ladder 10-250 kDa (New England Biolabs, USA)

RNAsa (Fermentas, Litva)

streptomycin (Sigma-Aldrich, Némecko)

tris(hydroxymethyl)aminomethan nebo-li Tris (MP Biomedicals, Francie)
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3.2.

Pouzité pristroje

analytické vahy (Sartorius, Némecko)

centrifuga 5430 (Eppendorf, Némecko)

termostat 2-blokovy (Labnet, USA)

magneticka michacka (IKA RET basic C, Némecko)
chlazena centrifuga 5430R (Eppendorf, Némecko)
minitfepacka MS 3 Basic (IKA, Némecko)
spektrofotometr UV-VISs (Agilent, USA)

termostat lazriovy (Merci, Ceska Republika)
digitalni pfedvazky (OHAUS, Svycarsko)
transiluminator VL-TFP (Eastport, Ceska Republika)
elektroforeticka komurka (Bio-Rad, USA)

zdroj napéti (Bio-Rad, USA)

centrifuga BENCHTOP 4-16 K (Sigma-Aldrich, USA)

laminarni box Faster (Schoeller, Ceska republika)

spektrofotometr Lightwave Il UV/Visible (Biochrom, USA)

termocykler (Eppendorf, Némecko)
minicentrifuga BLUE (Labnet, USA)

pH metr pH526 (WTW, Ceska Republika)
digestor (Merci, Ceska republika)
autoklav (Tuttnauer, Némecko)

sada pipet (Eppendorf, Némecko)
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3.3. Metody

3.3.1. Produkce rekombinantni PsAMADH?2 a jeji mutantni formy W288A

V experimentalni ¢asti prace byly k produkci rekombinantniho proteinu pouzity
expresni bunky T7 express (New England Biolabs). Do nich byl vpraven vektor
nesouci sekvence genu kodujici pozadovany protein. Byl jim pCDFDuet (Novagen,
USA) poskytujici exprimovanému proteinu histidinovou kotvu na N-konci. Tento

biologicky material byl poskytnut Skolitelem.

Kultivace bakterialni prekultury probéhla v Erlenmeyerové barice o objemu
100 ml pfes noc pfi 37°C za mirného tfepani na tfepacce. Bylo pouZzito 20 mi
Luria-Bretani (LB) media, do kterého byl pfidan 1 ml 20% glukosy, 50 ul antibiotika
streptomycinu (vysledna koncentrace tak byla 50 pg mi™*) a 10 pl zasobni kultury
skladované pfi -80 °C. DalSi den byla prekultura prelita do sterilni falkony o objemu
50 ml a byla centrifugovana (4000 x g, 5 min, 20 °C). Supernatant byl odlit (do
nadoby s Persterilem slouzicim k dezinfekci) a sedlina E.coli byla resuspendovana
v Erlenmeyerové bance (objem 500 ml) s &istym sterilnim LB mediem obsahujicim
streptomycin (celkovy objem media — 200 ml + 0,5 ml antibiotika). Poté probéhla
inkubace na tfepacce pfi 30 °C pfiblizné hodinu a &tvrt. Po uplynuti této doby byla na
spektrofotometru zméfena opticka hustota pfi 600 nm (optical density ODgoo), jejiz
idealni hodnota se ma pohybovat mezi 0,5 a 0,6. To znamena, Ze se bunky
dostate¢né rozmnozily. Pak byl 1 ml této kultury (pfed indukci) odebran do Cisté
mikrozkumavky, centrifugovan (4000 x g, 5 min, 20 °C), supernatant se odstranil a
usazenina zamrazila. Do banky se zbylou kulturou bylo pfidano 200 pl 0,5 M
isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosidu (IPTG) (finalni koncentrace 0,5 mM), ktery
indukuje expresi genu kédujiciho studovany protein. Optimalni teplota pro indukci je

20 °C, kultura byla inkubovana na tfepacce pres noc.

3.3.2. Extrakce

DalSi den byla zméfena opticka hustota (ODgyy) — z indukované kultury byl
odebran 1 ml, ktery byl nafedén Cistym LB mediem na stejnou koncentraci jako
vzorek pred indukci.

Z tohoto vzorku byl odebran 1 ml do Ccisté mikrozkumavky, probéhla
centrifugace (4000 x g, 5 min, 20 °C), supernatant byl vylit a sedlina zamrazZena.
Zbyla kultura byla prelita do 0,5 | kyvet a centrifugovana pfi 4000 x g a 4 °C po 20

min. Poté nasledovala extrakce. Supernatant byl vylit a k sedliné byl pfidan
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0,9% NaCl, ve kterém byla resuspendovana a nasledné centrifugovana v 50 ml
zkumavkach (4000 x g, 10 min, 4 °C). K takto ziskanému precipitatu bylo pfidano
1,25 ml 50 mM Tris-HCI pufru pH 8,0; 0,25 ml 20 mM MgCl,, 50 ul inhibitoru proteas
a 1,45 ml vody (celkovy objem smési tak €inil 3 ml). Po zvortexovani se pfidaly 3 ml
lyza¢niho pufru B-PER (Thermo Scientific, USA). Smés byla znovu zvortexovana,
pfidalo se 50 pl lysozymu o koncentraci 10 mg ml™. Po promichani a tficetiminutové
inkubaci pfi laboratorni teploté musi byt smés gelovita (pokud neni, je nutné pfidat
lysozym). Obsah zkumavky byl poté doplnén 4 ml vody na kone¢ny objem 10 ml, byl
zvortexovan a bylo pfidano 8 pl RNAsy a 8 ul DNAsy (oba zasobni roztoky mély
koncentraci 10 ug ml™). Smés byla promichana a nasledné inkubovana 30 min pfi
37 °C, Cimz se konzistence zménila na tekutou. Poté byl pfidan 1 ml 1 M NacCl
(koncova koncentrace 100 mM) a 1 ml 50% glycerolu (koncova koncentrace 5%).
Z takto vzniklého lyzatu byl odebran 1 ml, ktery byl centrifugovan (10000 x g,
10 min). Supernatant tvofila rozpustna frakce, jenz byla pfenesena do Cdisté
mikrozkumavky a usazenina (nerozpustna frakce nebo-li inkluzni téliska) byla
resuspendovana v1 ml 8M mocoviny. Zbylda smés byla centrifugovana

ve specialnich (Nalgene) kyvetach (12000 x g, 30 min, 4 °C).

3.3.3. Purifikace

Ziskany supernatant, obsahujici pozadovany protein, byl purifikovan pomoci
afinitni chromatografie. Na centrifugaéni kolonce naplnéné sepharosou s navazanymi
Co*" ionty (HisPur Cobalt Spin Columns, Thermo Scientific, USA) se protein zachytil
histidinovou kotvou, coz je Sest histidini nasledujicich za sebou v aminokyselinové
sekvenci proteinu. Po nékolikanasobném promyti kolonky ekvilibraénim pufrem
(20 mM Tris-HCI pH 8,0; 100 mM NacCl, 5% glycerol, 10 mM imidazol) byl nanesen
supernatant z extrakce. Kolonka byla umisténa na rotator a inkubovana 1 hodinu pfi
4 °C. Poté byl obsah centrifugovan (300 x g, 1 min) a frakce, ktera protekla,
tzv. flow-through frakce (FT), byla odebrana a uschovana. Pak se promyti
ekvilibranim pufrem opakovalo tfikrat a nasledné byl pouzit elu¢ni pufr s vySSim
obsahem imidazolu (20 mM Tris-HCI pH 8,0; 100 mM NaCl, 5% glycerol, 250 mM
imidazol). Kolonky byly inkubovany 30 min pfi 4 °C. Imidazol ma k iontim kovu
vysokou afinitu, a tak je pfi pouziti vysoké koncentrace imidazolu protein z vazby
vytésnén a uvolnén do eluatu. Eluce pomoci centrifugace byla provedena dvakrat.
Timto zpusobem byly ziskany oba enzymy WT-PSAMADH2 a mutantni varianta
W288A. Oba enzymy byly zakoncentrovany centrifugaci na cca 1,5ml pomoci
centrifugaénich filtrd Centricon Plus-70 10 kDa (Millipore, USA).
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3.3.4. SDS-PAGE

K detekci a ovéfeni uspésné produkce obou proteint byla pouzita elektroforeza
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS). Tato metoda
je zalozena na rozdilné elektroforetické pohyblivosti latek v elektrickém poli
a na velikosti molekul (velké molekuly putuji gelem pomaleji nez malé).

Polyakrylamidovy gel vznika polymeracni reakci akrylamidu
a N,N’-methylenbisakrylamidu (BIS). Tuto reakci zahajuji volné radikaly vznikajici pfi
rozkladu persiranu amonného (APS). Pro stabilizaci volnych radikall je do smési
nutné pridat N,N,N’,N -tetramethylethylendiamin (TEMED).

Pouzitim SDS jsou proteiny rozpustény, denaturovany a maji jednotny zaporny
naboj. Déleni probihalo v diskontinualnim systému, ktery je realizovan dvéma gely

(délicim a zaostfovacim) o rizném slozeni a pufry o riGzném pH a iontové sile.

Tab. 2. Slozeni déliciho a zaostfovaciho gelu pro SDS-PAGE.

Jednotlivé slozky Délici gel (12%) Zaostrovaci gel (4%)
(ml) (ml)
AA/BIS (30%/0,8%) 4,00 0,65

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,50 -

0,5 M Tris-HCI pH 6,8 - 1,25
H,O (deionizovana) 3,20 2,95
SDS 0,10 0,10
TEMED 0,01 0,01
APS 0,06 0,06

Podle Tab. 2 byl pfipraven délici gel, ktery byl nanesen mezi skla.
Pro odstranéni prebytecné vody byl gel pfevrstven n-butanolem. Po probé&hnuti
polymerace (30 min) byl n-butanol vylit a ztuhly gel oplachnut deionizovanou vodou.
Poté byl pfipraven zaostfovaci gel, ktery byl nanesen na délici gel a vsazenim
hfebinku byly vytvofeny jamky. Po ftficetiminutové polymeraci byla skla vloZena
do elektroforetické komurky. Do prostoru mezi skly a vné byl nalit elektrodovy pufr
(0,025 M Tris pH 8,3; 0,192 M glycin, 0,1% (w/v) SDS). Po vytazeni hfebinku z gelu
byly do jamek aplikovany vzorky — po 10 pl pfipravenych vzorkd z extrakce
a purifikace a 4 ul kontrolniho markeru. Elektroforeticka komurka byla uzaviena
a pfipojena ke zdroji napéti. PFfiblizné po 1 hodiné byla elektroforeza ukoncéena.

Vizualizace vzork( byla provedena pomoci barviciho roztoku Coomassie Brilliant
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Blue, ve kterém byl gel ponechan pfes noc. DalSi den byl odbarven smési 35%

methanolu a 10% kyseliny octové.

3.3.5. Spektrofotometrie v UV oblasti

3.3.5.1. Stanoveni koncentrace proteint
Proteiny absorbuji svétlo v UV oblasti, tedy svétlo o vinovych délkach 275 —

280 nm. Je to zpusobeno pritomnosti vedlejSich Fetézcu tyrosinu a tryptofanu.

Ze znamé sekvence proteinu (Brauner et al.,, 2003) byl pomoci programu

ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) stanoven molarni absorpéni koeficient

¢ a odpovidajici absorbance proteinu pfi koncentraci 1 mg ml™. Program vypogita
molarni absorpé&ni koeficient proteinu pomoci Edelhochovy metody (Edelhoch, 1967),
ale s pouzitim molarnich absorpé&nich koeficientu pro tryptofan a tyrosin uréenymi ve
studii Pace et al. (1995). Pomoci absorbance stanovené timto programem byla
pfimou uUmeérou vypocitana koncentrace ziskanych rekombinantnich enzymi
PSAMADH2 (v mg mI™).

3.3.5.2. Stanoveni aktivity enzymt a porovnani substratové specificity

Aktivita enzymu je udavana jako rychlost katalyzované reakce. Jeji jednotkou je
1 katal (kat), coz je mnozstvi substratu, které 1 mol enzymu pfeméni na produkt
zals. Vpraxi se pouzivaji jednotky pkat nebo nkat, jelikoz je obvykle aktivita

enzymU velmi mala.

Vychozi vzorec pro vypocet aktivity je definovan Lambert-Beerovym zakonem —
absorbance je pfimo umérna tloustce vrstvy d a koncentraci vzorku ¢ (¢ — molarni

absorpéni koeficient).
A= ¢e Xc xd

Upravou tohoto vzorce vznikne vztah pro vypodet aktivity v kat:

_ AA XV
T Mxexl

AA — zména absorbance, V — objem reak&ni smési v kyveté (I), At — reakéni doba
(s), € — molarni absorpéni koeficient (pro NADH = 6220 M* cm™), | — &itka kyvety

(cm).
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Principem méfeni je pfemé&na NAD® na NADH, coZ se projevi zménou
absorbance pfi 340 nm. Toto stanoveni se nazyva Warburglv opticky test (Awal et
al., 1997) (Obr. 9).

1,2
1 A
0,8 -

0,6 A —NAD+
—NADH

absorbance

0,4 -

0,2 A

230 280 330 380 430
vinova délka (nm)

Obr. 9. Princip Warburgova optického testu. Vznikajici NADH ma absorp&ni maximum pfi
340 nm.

Reakéni smés obsahovala 1,55 ml 0,15 M Tris-HCI pufru pH 9,0; 50 pl 20 mM
NAD®, deionizovanou vodu a enzym (takto pfipravena smés slouzi jako slepy
vzorek). Reakce byla startovana pfidanim substratu (100 mM APAL, ABAL, TMABAL
Ci GBAL) (Tab. 3). Celkovy objem smeési v kyveté byl 2 ml. Méfeni probihalo pfi
vinové délce 340 nm. Pomoci zméfené koncentrace proteind byla aktivita

pFepoditana na specifickou (jednotka nkat mg™).

Tab. 3. Priprava substrati. Celkové mnozZstvi bylo 1 ml a koncentrace 100 mM. APAL
a ABAL diethylacetaly jsou kapaliny, TMABAL diethylacetal jodid a GBAL diethylacetal
uhli¢itan jsou pevné latky. Pfiprava byla dokonéena pfidavkem 0,2 M HCI a povarenim
na termobloku (100 °C, 10 min).

Substrat Mnozstvi 0,2 M HCI (pl)
3-aminopropionaldehyd (APAL) 16,2 pl 983,8
4-aminobutyraldehyd (ABAL) 17,9 pl 982,1
N,N,N-trimethyl-4-aminobutyraldehyd (TMABAL) 33,1 mg 1000
4-guanidinobutyraldehyd (GBAL) 26,5 mg 1000
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3.3.5.3. Stanoveni pH optima a teplotni stability
Reakéni smés pro stanoveni pH optima obsahovala 1,55 ml 150 mM
glycin/NaOH pufru, 50 pyl 20 mM NAD®, 20 ul enzymu a 20 pyl 100 mM substratu

APAL. Takto pfipravena smés byla doplnéna deionizovanou vodou na objem 2 ml.

Pro zjisténi teplotni stability byly oba enzymy inkubovany na termocykleru pfi
riiznych teplotach (v rozmezi od 30,1 °C do 63,7 °C) po dobu 30 min. Teplota 4 °C
byla dosazena inkubaci na ledu. Poté byla spektrofotometricky (340 nm) zméfena
aktivita se substratem APAL. Reakéni smés obsahovala 1,55 ml 0,15 M Tris-HCI
pH 9,0; 50 ul 20 mM NAD", 20 ul enzymu a 360 ul deionizované vody. Reakce byla
startovana pfidanim 20 yl 100 mM APAL (finalni koncentrace v kyveté byla 1 mM).

3.3.5.4. Stanoveni substratové specificity a kinetickych parametri enzymu
Substratova specificita byla testovana u obou enzym( pro substraty ABAL,
TMABAL a GBAL. Reakéni smés obsahovala 1,55 ml 0,15 M Tris-HCI pH 9,0; 50 ul
20 mM NAD®, deionizovanou vodu a enzym. Stejné jako u méfeni aktivity byla
reakce zahajena pfidanim substratu (zasobni roztoky vSech substratl mély

koncentraci 2 mM). Substraty byly pfipraveny podle Tab. 3.

Kinetické parametry, které byly stanoveny, jsou K, a Vim. Ky, je Michaelisova
konstanta, jez je definovana jako koncentrace substratu, pfi niz je rychlost enzymové
reakce polovi¢ni oproti limitni rychlosti. Vi, je limitni nebo téZ mezni rychlost reakce.
Tyto konstanty jsou zahrnuty v rovnici Michaelise a Mentenové:

V x[S]

Y0 Ko + [S]

Km a Vim byly stanoveny pro oba enzymy se tfemi substraty — ABAL, TMABAL
a GBAL. Jejich vypoCet byl proveden pomoci nelinearni regrese v softwaru
GraphPad Prism 5. Dale bylo urCeno, zda je enzym pfi vySSich koncentracich

substratu v saturaci nebo inhibici.
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3.4. Vysledky

3.4.1. SDS-PAGE

Metodou SDS-PAGE byly analyzovany vzorky ziskané pfi extrakci a purifikaci
enzymd WT-PsSAMADH2 (Obr. 10) a W288A (Obr. 11). Vzorky bakterii pfed indukci
a po indukci IPTG byly rozpustény v 50 yl 8 M mocoviny a poté bylo pfidano 50 pl
vzorkovaciho pufru (slozeni — 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8; 0,01% (w/v) bromfenolova
modf, 2% (w/v) SDS, 25% (w/v) glycerol). Z kazdého dalSiho vzorku — rozpustna
frakce, inkluzni téliska, flow-through frakce (FT) a eluat — bylo odebrano 50 pl. Poté
bylo pfidano 50 pl vzorkovaciho pufru. Takto pfipravené smési byly inkubovany
na termobloku 10 min pfi 100 °C, ¢imz byla dokonena denaturace proteina,
a po vychladnuti byly centrifugovany na mikrocentrifuze. Zvlast byly analyzovany
proteiny v eluatu (Obr. 12). Vzorky byly do jamek aplikovany po 10 ul, marker po 4 pl.
Gely byly barveny pomoci Coomassie Brilliant Blue. Pouzitym proteinovym
markerem byl Protein ladder 10-250 kDa (New England Biolabs).

kDa

P

4

Obr. 10. SDS-PAGE jednotlivych vzorkdi ziskanych pfi extrakci a purifikaci
WT-PsAMADH2. Do levé jamky byl nanesen marker. Dale byla separovana frakce, ktera se
pfi prvni purifikaci nezachytila na kolonce, tzv. flow-through (FT) (1); nerozpustna frakce
nebo-li inkluzni téliska (2); rozpustna frakce (3), bakteridlni kultura po indukci IPTG (4),
bakterialni kultura pfed indukci (5). Pfitomnost mnoha bendl v draze 1 je zplUsobena
balastnimi proteiny obsazenymi ve frakci FT. RozSifeni bendu z drahy 3 do vedlejsich drah
exprese genu, o ¢emz svedc¢i pfitomnost bendu v draze 4.
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Obr. 11. SDS-PAGE jednotlivych vzorkl ziskanych pfi extrakci a purifikaci W288A.
Bakterialni kultura pfed indukci IPTG (1), bakterialni kultura po indukci (2), rozpustna frakce
(3), nerozpustna frakce — inkluzni téliska (4), flow-through frakce (FT) (5). Stejné jako
u pfedchoziho obrazku je zde patrny bend signalizujici indukci exprese (draha 2). Deformace
bendud v drahach 2 a 4 je zpusobena velkym mnozstvim proteinl v rozpustné fazi (3). Frakce

FT obsahovala mnoho nespecifickych proteinu, proto je v této draze velky pocet bendu.

Obr. 12. Detekce ziskanych proteint v eluatu po purifikaci afinitni chromatografii
pomoci SDS-PAGE. V prvni draze se nachazi WT-PsAMADH2 a ve druhé W288A.
Molekulova hmotnost odectenda z gelu je pfiblizné 55 kDa. Gel vykazuje pfitomnost
minimalnich nedistot.

-34-



3.4.2. Stanoveni koncentrace proteint

V kfemenné kyveté bylo promé&feno spektrum od 190 nm do 1100 nm a byla
odecCtena absorbance pfi 280 nm. Pomoci absorbance (odpovidajici koncentraci
1 mg ml') vypogitané programem ProtParam byla pfimou Umérou vypoditana
koncentrace rekombinantnich PsAMADH2, ktera ¢&inila 543 mg mi?t
pro WT-PSAMADH2 a 5,78 mg ml™ pro W288A.

3.4.3. Porovnani substratové specificity

Aktivita byla stanovena relativné vzhledem k substratu APAL, jelikoZ pfi reakci
S nim oba enzymy vykazovaly nejvétSi aktivitu. WT-PsAMADH2 i W288A byly pfi
reakci se substratem ABAL pfiblizné stejné aktivni. TMABAL a GBAL se jevily jako
lepSi substraty pro W288A. Aktivita této mutantni varianty enzymu byla v porovnani
s WT-PsAMADH2 v pfipadé substratu TMABAL dvojnasobna a u GBAL trojnasobna
(Obr. 13).

BwT
B W288A

[EEN
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APAL ABAL TMABAL GBAL

Obr. 13. Porovnani aktivit WT-PSAMADH2 a W288A se étyimi substraty. Méfeni bylo
provedeno v pfitomnosti 0,5 mM NAD". Kone&na koncentrace substrati v kyveté byla 1 mM.
Zmeéfené specifické aktivity enzymu se substratem APAL: 47,8 nkat mg"l pro WT-PsAMADH?2
a 54,5 nkat mg'1 pro W288A.
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3.4.4. pH optimum
Mé&feni bylo provedeno vrozmezi hodnot pH 8,6 — 10,6. Stanovené pH
optimum ma pro WT hodnotu pfiblizné 9,85 a pro W288A 9,70 (Obr. 14).
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Obr. 14. pH optimum studovanych enzymi. pH optimum bylo méfeno ve 150 mM
glycin/NaOH pufrech o rozmezi pH 8,6 — 10,6 v pfitomnosti 0,5 mM NAD® s 1 mM substratem
APAL.

3.4.5. Teplotni stabilita

Pro zjisténi teplotni stability byly oba enzymy inkubovany v termocykleru pfi
riiznych teplotach (v rozmezi od 30,1 °C do 63,7 °C) po dobu 30 min. Teplota 4 °C
byla dosazena inkubaci na ledu. Poté byla spektrofotometricky zméfena aktivita se
substratem APAL. Oba enzymy byly stabilni jen pfi nizSich teplotach. Pfi inkubaci pfi
teploté nad 50 °C nevykazovaly zbytkovou aktivitu. Pomoci softwaru Origin 8 byla
uréena teplota Tsp, coZ je teplota, pfi které zlstava enzym po 30 min inkubaci z 50 %
aktivni. Pro WT-PSAMADH2 ma hodnotu 38,2 °C a pro W288A 39,1 °C (Obr. 15).
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Obr. 15. Teplotni stabilita WT-PsAMADH2 a mutantni formy W288A. Aktivita enzymu byla
méfena se substratem APAL (koncova koncentrace v kyveté byla 1 mM) v pfitomnosti

0,5 mM NAD".

3.4.6. Stanoveni substratové specificity a kinetickych parametrii enzymu

Méreni probihalo pfi 340 nm v kfemenné kyveté v 0,15 M Tris-HCI pufru pH 9,0
s 0,5 mM kofaktorem NAD®. Reakce byla zahajena pfridavkem substratu (pfiprava
podle Tab. 3). Vypoc€et Michaelisovy konstanty K, a limitni rychlosti V., byl proveden
nelinearni regresi v softwaru GraphPad Prism 5 (Tab. 4). Saturaéni kfivky jsou

vynesenim zavislosti specifické aktivity na koncentraci substratu (Obr. 16, Obr. 17)

Tab. 4. Hodnoty kinetickych parametrd K, a V,, pro oba enzymy s uvedenymi

substraty. Jednotkou K, je uM a V;;,, nmol s?t mg'l.

WT-PsAMADH2 W288A
Vlim/Km Vlim/Km
Km Vlim ) , Km VIim . ,
(relativni) (relativni)
ABAL 34+5 44+ 25 0,15 61+4,8 41+1,3 0,17
TMABAL 41 +5 49+28 0,14 74+ 8 7514 0,26
GBAL 26+03 22+0,9 1 88+1,1 34+2,3 1
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Obr. 16. Saturaéni kfivky obou enzymu s jednotlivymi substraty. Substratova specificita
byla méFena pfi 340 nm v pFitomnosti 0,5 mM NAD" se substraty ABAL (A), TMABAL (B)
a GBAL (C). Ve vSech pfipadech je pozorovatelna inhibice substratem, kromé reakce ABAL

s W288A (inhibice pravdépodobné nastava pfi vysSich koncentracich substratu).
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Obr. 17. Saturaéni kfivky obou enzyml - porovnani reakce vsech substrata

s enzymem. Reakce substratt ABAL, TMABAL a GBAL o rlzné koncentraci
s WT-PsAMADH2 (A) a W288A (B). Mé&feni probihalo pfi 340 nm v pfitomnosti 0,5 mM NAD".
Ve v8ech pfipadech nastava inhibice substratem. Vyjimkou je situace, kdy reaguje ABAL

s W288A — inhibice se pravdépodobné projevi pfi koncentracich vyssich nez 1000 pM.
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4.DISKUZE

WT-PsAMADH2 a mutantni varianta W288A byly exprimovany a nasledné
purifikovany afinitni chromatografii. Poté byly podrobeny analyze metodou
SDS-PAGE, ¢imz byla ovéfena ucinnost purifikace, nebot gel nevykazoval skoro
zadnou pritomnost balastnich proteint v drahach, ve kterych migrovaly ziskané
proteiny. Teoreticka molekulova hmotnost monomeru stanovena ze sekvence je
54,5 kDa. Molekulova hmotnost odectena z gelu je pfiblizné stejna (kolem 55 kDa).
AMADH, které byly podrobeny analyze v jinych studiich, napf. AMADH z lilku rajcete
(Solanum lycopersicum, SIAMADH), kukuficné AMADH (Zea mays, ZmAMADH;
Kopec¢ny et al., 2013), vyskytujici se ve tfech izoformach (ZmAMADH1a,
ZMAMADH1b a ZmAMADH2) a AMADH z ovsa setého (Avena sativa; Livingstone et
al., 2002), maji stejnou molekulovou hmotnost jako PSAMADH?2.

Dale byla stanovena koncentrace proteinG po zahusténi, jenz Ccinila
5,43 mg mI* pro WT-PSAMADH2 a 5,8 mg ml* pro W288A. Na zakladé t&chto
hodnot byla poéitana specificka aktivita enzym(, ktera &inila 47,8 nkat mg™ pro
WT-PSAMADH2 a 54,5 nkat mg® pro W288A (méfeno se substratem APAL o
koncentraci 1 mM). pH optimum obou enzymu bylo témér identické, mélo hodnoty
9,85 pro WT-PSAMADH2 a 9,7 pro W288A. pH optima ZmAMADH1a, ZmAMADH2 a
SIAMADH2 jsou podobna pH optimu PsAMADH2, pohybuji se v rozmezi 9,4 — 9,8.
pH ~ 10,2 (Kopec¢ny et al., 2013). Naproti tomu je pH optimum AMADH z Avena

sativa o néco nizsi (pH 8,6) (Livingstone et al., 2002).

Teplotni stabilitou se enzymy od sebe neliSily. Stabilni byly pfiblizné do 35°C.
Aktivita enzym( inkubovanych pfi vysSich teplotach strmé klesala. Hodnota Ts, (i)
teplota, pfi které zUstava enzym po tficetiminutové inkubaci z poloviny aktivni) byla
38,2 °C a 39,1 °C pro WT-PsAMADH2, resp. W288A. AMADH z Avena sativa se ve
stabilitt od PSAMADHZ2Z neliSi. ZmAMADH1 je také stabilni pfiblizné stejné jako
PsAMADH2, zatimco ZmAMADH2 je ztohoto hlediska nestandardni, protoze je
stabilni az do 55 °C (Lakoma, 2010).

Dale bylo provedeno srovnani substratové specificity méfenim aktivity obou
enzymU s 1 mM substraty APAL, ABAL, TMABAL a GBAL. Nejlépe byl oxidovan
APAL, a tak byla aktivita vztaZzena relativné vzhledem k tomuto substratu. Pokles
aktivity WT pfi reakci s ostatnimi substraty byl zna¢ny. Rychlost oxidace substratu
TMABAL byla 40%. ABAL byl pfeménovan Cctvrtinovou rychlosti a nejméné
preferovany GBAL pouze 15% rychlosti vi¢i APAL. ABAL byl mutantem W288A
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oxidovan priblizné stejné rychle jako u WT (31 %). Vyrazna zména je pozorovatelna
u dalSich dvou substratu. Aktivita W288A s TMABAL je vice nez dvojnasobna (86 %)
a s GBAL je dokonce pfiblizné trojnasobna (50 %) nez aktivita WT. Ve srovnani
se SIAMADH se hrachova AMADH v mnoha pfipadech liSi. SIAMADH1, ktera ma
na pozici 288 alanin (Cislovani podle sekvence PsAMADH2), vykazuje nejvysSi
aktivitu se substratem ABAL. APAL je také velmi dobfe oxidovan, ale aktivita s
TMABAL a GBAL je nizsi (30 %, resp. 50 % oproti ABAL). Na pozici 288 se u
SIAMADH2 nachazi tryptofan (stejné jako u WT-PsAMADH2) a preferenénim
substratem je APAL. Aktivita pfi reakci se substraty ABAL, TMABAL i GBAL je méné
nez polovicni. ZMAMADH upfednostfiuji stejné jako PsAMADH2 APAL. Prvni dvé
vySe zminéné izoformy ZmAMADH, obsahujici také W288, vykazuji nizsi aktivitu se
substraty ABAL a TMABAL, nez je aktivita W288A. ZmAMADH2 (A288) projevuje
aktivitu stejnou. GBAL je vSemi ZmAMADH pfeménovan velmi pomalu (Kopeény et

al., 2013), kdezto u W288A je rychlost cca trojnasobna.

Nakonec byly ze saturaénich kfivek stanoveny kinetické parametry K, a V.
Ve srovnani saturacnich kfivek vSech substrati s jednotlivymi enzymy (Obr. 18) je
patrny rozdil v aktivit¢ WT-PSAMADH2 a W288A s TMABAL. V pfipadé mutantu je
Km (Tab. 4) podstatné vysSi. Stejné tak je K., vy38i i pro ABAL a GBAL. Afinita
k pouzitym substratim je mensi nez u WT-PSAMADH2. Na zakladé poméru Vj,/Kn,
Ize vyvodit, Ze nejlépe pfijimanym substratem obé&éma enzymy je GBAL. Hodnota
tohoto poméru pro ABAL je u obou enzymu prakticky stejna a mutace nema na
preferenci tohoto substratu prakticky zadny vliv. TMABAL je upfednostrfiovan
mutantem, jelikoz je pomér V/K,, dvojnasobny oproti WT-PSAMADH2. Vliv mutace

se zde projevil.

Tryptofan na pozici 288 v AMADH studovanych v Kopecny et al. (2013) muze
byt zaménén za alanin ¢i fenylalanin. Tato pozice je variabilni. ZmAMADH2 a
SIAMADH1 obsahujici na tomto misté alanin preferuji TMABAL stejné jako
PsAMADH1, ktera obsahuje fenylalanin (Tylichova et al., 2010). Hodnoty Ky pro
APAL a ABAL byly vys8i nez pro TMABAL, APAL a ABAL byly tedy oxidovany
pomaleji. Lze fici, Ze davodem preference substratu TMABAL enzymy bez tryptofanu
(na misté 288) je zvétSeny prumér substratového kanalu, a tak dochazi k oslabeni
11-elektronovych interakci mezi reziduem nachazejicim se v této pozici a elektrofilni

aminoskupinou substratu.
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5.ZAVER

V ramci této prace byla sepsana literarni reSerSe na téma aminoaldehydy a
jejich metabolizmus v rostlinach. Dale byly popsany aldehyddehydrogenasy
Z hlediska klasifikace. Podrobné;ji byly charakterizovany
aminoaldehyddehydrogenasy, které patfi do rodiny ALDH10. Dale je popsana
substratova specificita, mechanizmus reakce AMADH se substratem a struktura
AMADH z hrachu setého — PsSAMADH - coz je prozatim nejprostudovang;si

aminoaldehyddehydrogenasa.

V experimentalni Casti byly pfedmétem studia dva rekombinantni enzymy
Z hrachu setého (Pisum sativum) — WT-PsAMADH?2 a jeji mutantni varianta W288A.
Po produkci, extrakci a purifikaci byly podrobeny studiu pH optima, teplotni stability a
substratové specificity, a to metodou spektrofotometrie. Pomoci SDS-PAGE byla
stanovena molekulovd hmotnost. Dale byly stanoveny kinetické vlastnosti téchto
PsAMADH2 — Michaelisova konstanta Ky, a limitni rychlost V;,. Na zakladé hodnot
kinetickych parametrd a poméru V,.,/K, bylo uréeno, zZze oba enzymy vykazuji
nejvétsi afinitu k substratu GBAL.
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7.SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA/BIS
ABAL
AMADH
APAL
APBAL
APS
AVAL
BAL
B-PER
CAO
CoA
DAO
Dap
DMSP
DMSPAL
FAD
GABA
GBAL
HPAO
IPTG
NAD(H)
NADP(H)
PAO
SDS
SMO
TEMED
TMABAL
TPQ

akrylamid/bisakrylamid
4-aminobutyraldehyd
aminoaldehyddehydrogenasa
3-aminopropionaldehyd
N-(3-aminopropyl)-4-aminobutyraldehyd
persiran amonny
5-aminovaleraldehyd

betainaldehyd

bacterial protein extraction reagent
aminoxidasa obsahujici méd
koenzym A

diaminoxidasa

1,3-diaminopropan
3-dimethylsulfoniopropionat
3-dimethylsulfoniopropionaldehyd
flavinadenindinukleotid
y-aminomaselna kyselina
4-guanidinobutyraldehyd
aminoxidasa z Hansenula polymorpha
isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
polyaminoxidasa

dodecylsulfat sodny
sperminoxidasa
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin
N,N,N-trimethyl-4-aminobutyraldehyd

topachinon
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