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Cile prace

1) Literarni reSerSe zabyvajici se problematikou rostlinnych
aminoaldehyddehydrogenas.

2) Produkce rekombinantniho proteinu rostlinnych aminoaldehyddehydrogenas.

3) Vyhledani a testovani novych potencidlnich substrati rostlinnych

aminoaldehyddehydrogenas.



1. Uvod

Rostlinné aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH) jsou soucasti velice Siroké skupiny
aldehyddehydrogenas (ALDH), které oxiduji aldehydy na piislusné karboxylové kyseliny
za vyuziti koenzymu NAD(P)", jakozto akceptoru elektronti. V rdmci této rodiny se
rostlinné AMADH fadi do podrodiny ALDH10, spolecné s houbovymi AMADH. Do
podrodiny ALDH9 spadaji zivo¢isné AMADH.

Pfirozenymi substraty AMADH jsou cytotoxické m-aminoaldehydy, které vznikaji
riznymi metabolickymi drahami, mimo jiné pfi degradaci polyamint, ¢i aminokyselin a
tvorbé osmoprotektanti. Produkty v podobé wm-aminokyselin pfestavuji netoxické
molekuly, které maji v riiznych organismech rozlisné funkce od osmoprotektantii az po
signalni molekuly. Pti absenci AMADH, ¢i jejich nedostate¢né expresi je mozno u rostlin
pozorovat zhorSenou odolnost vuci stresovym podminkam. Na druhou stranu je pak
mozné pii této absenci mozno pozorovat tvorbu heterocyklickych latek, které jsou
odpovédné za charakteristickou vuni nékterych rostlin a plodin. Hlavni fyziologickou roli
aminoaldehyddehydrogenas je tedy detoxifikace a odpovéd na stres.

Jedna se homodimerni enzymy, pfi¢emz jejichzZ struktura je navzajem velmi podobna.
V radmci substratového kanalku se lisi se pouze v nékolika aminokyselinovych residuich,
coz ma za nasledek riznorodou substratovou specifi¢nost jednotlivych AMADH, ktera je
v celku $iroka. Kromé jejich ptirozenych substratti oxiduji AMADH rovnéz syntetické
N-acyl-w-aminoaldehydy, benzaldehyd a jeho derivaty ¢i heterocyklické aldehydy. Tato
skutecnost spolu s faktem, ze se podileji na tvorbé osmoprotektantii mtize byt vyuzita pti
praktickych aplikacich v zemédé€lstvi, biotechnologii a potravinarském pramyslu.

V ramci této bakalaiské prace byla zkoumana substratova specifi¢nost isoenzymu
AMADH 7z rajete a hrachu vici syntetickym derivatim 3-fenylpropanalu a 3-

karbmoylpropanalu.



2. Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Metabolicky vyznam aminoaldehyddehydrogenas
Aminoaldehyddehydrogenasy jsou enzymy Siroké substratové specificnosti nachazejici
se u rostlin, Zivo¢ichli, mikroorganismu i hub, které katalyzuji pfeménu toxickych
w-aminoaldehydii pochazejicich z riznych metabolickych drah jako oxidace polyamind,
metabolismus argininu, cholinu ¢i lysinu (Obr 1.) (Tylichov4 et al., 2007; Tylichova et
al., 2010; Kopec¢ny et al., 2013).

Produkty jejich oxidace jsou neproteingenni w-aminokyseliny, které mohou mit funkci
jako dilezité osmoprotektanty a signalni molekuly, nebo mohou byt meziprodukty, které

se podili na tvorbé téchto latek. (Tylichova et al., 2007; Tylichova et al., 2010).

spermidin, spermin -«——— putrescin arginin cholin lysin
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rostlinné aminoaldehyddehydrogenasy

H NADH
NH, NH, HoN
J==NH N *CH; —CH,
o o NH O
OH OH
(0]
B-alanin GABA 4-guanidobutanoat betain y-butyrobetain
degradace polyaminii, tvorba betainu katabolismus argininu tvorba osmoprotektanti tvorba karnitinu

Obr 1. Obecné schéma metabolickych drah, na kterych se podili aminoaldehyddehydrogenasy
(upraveno podle Frommel et al., 2019).
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2.1.1 Metabolismus polyamint
Polyaminy jsou kationtové slouceniny s alifatickou dusikatou strukturou vyskytujici se
témé&f ve vSech organismech. Hraji zasadni roli ve fysiologickych procesech jako je
naptiklad bunéény rust, diferenciace poptipadé odpoveéd’ na environmentalni stres. Mezi
nejbéznéji se vyskytujicimi polyaminy u vyssich rostlin patii putrescin (1,4-butandiamin)
a jeho derivaty spermidin [N-(3-aminopropyl)-1,4-butandiamin] a spermin [N,N"-bis-(3-
aminopropyl)-1,4-butandiamin]. Dal$im polyaminem, ale ne tak rozSifenym u vyssich
rostlin jako putrescin, je kadaverin (1,5-pentandiamin), ktery se vyskytuje piedev§im u
lusténin a aronovitych lilii (Smith, 1975; Smith a Meeuse, 1976 Slocum, 1991).
Diky jejich kationtové formé pii fysiologickém pH jsou schopné reagovat s proteiny,
nukleovymi kyselinami, membranovymi fosfolipidy a slozkami bunécné stény, které
bud’to aktivuji nebo stabilizuji. Vyskytuji se jak ve volné rozpustné formé, tak i ve formé
nerozpustné vazané na makromolekuly (Bouchereau et al., 1999; Lefévre et al., 2001).
Exogenni aplikace polyamint a zvlasté putrescinu, byla uspé$né pouzita ke zvyseni
vynosu sklizn€ a zvySeni tolerance vici salinité, osmotickému stresu, suchu, tézkym
kovliim, zimé¢, vysoké teploté, podmaceni pudy a ke zvysSeni zaplavové tolerance rostlin

(Gill a Tuteja, 2010).

2.1.1.1 Biosyntéza polyamini

Biosyntéza polyaminii se 1i8i mezi savci, bakteriemi, houbami a rostlinami. Syntéza
putrescinu u savcl a hub je umoznéna pouze jednou cestou a to skrze ornitin, ktery vznika
z argininu za katalyzy arginasou (Tabor a Tabor, 1984). U rostlin a bakterii je syntéza
putrescinu (Obr 2.) umoznéna dvémi alternativnimi cestami a to dekarboxylaci ornitinu
nebo argininu (Davis et al., 1992). Enzymy Kkatalyzujici tuto reakci jsou
ornitindekarboxylasa (EC 4.1.1.17) a arginindekarboxylasa (EC 4.1.1.19), coz jsou
klicové enzymy biosyntézy polyamini (Slocum, 1991). Zaroven je mozna syntéza
ornitinu z argininu za soucasné katalyzy arginasou (EC 3.5.3.1), kde jako odpadni produkt
vznika mocovina (Caldwell et al., 2015). Nékolik druhl rostlin vcetné Arabidopsis
thaliana postradaji ornitindekarboxylasu (Hanfrey et al., 2001).

Ornitindekarboxylasa vede piimo k tvorbé putrescinu, zatimco arginindekarboxylasa
nepiimo skrze dva mezikroky resp. dva enzymy. Produktem dekarboxylace argininu je
agmatin, ktery je dalsim krokem hydrolyzovan agmatiniminohydrolasu (EC 3.5.3.12) na
N-karbamoyl  putrescin, ktery je hydrolyzovan na  putrescin  pomoci
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N-karbamoylputrescinamidohydrolasy (EC 3.5.1.53) (Tiburcio et al., 1990). U bakterii je
agmatin pieveden rovnou na putrescin za souc¢asné tvorby mocoviny (Davis et al, 1992).

SPD a SPM jsou syntetizovany naslednym piipojenim 3-aminopropylove skupiny na
PUT a SPD. Tato reakce je uskute¢néna za katalyzy spermidinsyntasou (EC 2.5.1.16) a
sperminsyntasou (EC 2.5.1.22). Donorem aminopropylové skupiny je dekarboxylovany
S-adenosylmethionin (SAM), ktery vznika za Gc¢asti S-adenosylmethionindekarboxylasy
(EC 4.1.1.50) (Pegg a McCann, 1982).

2.1.1.2 Katabolismus polyamint

Homeostaze volnych polyamintl v bufice nezavisi pouze na biosyntéze, ale také na dalSich
procesech, zahrnujici napiiklad degradaci (oxidativni deaminaci), konjugaci, transportu
(Bouchereau et al., 1999).

Oxidativni deaminace polyamint je katalyzovana aminooxidasami, které se u vyssich
rostlin nachazeji v ranych fazich vyvoje etiolovanych klicku a to konkrétné v jejich
epikotylu, vyhoncich a kofincich (Frébort a Adachi, 1995). Produkty oxidativni
deaminace katalyzované aminooxidasami jsou peroxid vodiku, amoniak a pfislusné o-
aminoaldehydy, které se poté podili na biosyntéze sekundarnich metaboliti a toleranci
vuci abiotickému stresu. Tvorba peroxidu vodiku zprostfedkovava, jako signalni
molekula, bunéénou smrt a souvisi se starnutim a lignifikaci bunééné stény (Cona et al.,
2006).

Hlavnimi enzymy podilejici se na degradaci polyamind (Obr 2.) jsou méd’ obsahujici
aminooxidasy, které se dale déli na dvé skupiny a flavin obsahujici polyaminoxidasy.

Meéd’ obsahujici aminoxidasy jsou enzymy, které obsahuji iont médi a kofaktor 2,4,5-
trihydroxyfenylalaninchinon. Ackoliv ptuvodné se jednalo o samostatnou skupinu EC
1.4.3.6 (Frébort a Adachi, 1995), v posledni dob¢ pirevladlo rozdéleni na dvé skupiny a
to primarni aminooxidasy EC 1.4.3.21, které nejefektivnéji oxiduji primarni aminy a
diaminoxidasy EC 1.4.3.22, které katalyzuji oxidaci diamint, jako je putrescin, kadaverin
¢i agmatin na piislusné w-aminoaldehydy za vzniku peroxidu vodiku a amoniaku. Z
agmatinu  vznika 4-guanidinobutyraldehyd (GBAL), z kadaverinu
5-aminovaleraldehyd a z putrescinu 4-aminobutanal (ABAL) (Cona et al., 2014;
Ahmadifar et al., 2017; www.brenda-enzymes.org, 9. 5. 2019).
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Obr 2. Syntéza a degradace polyamint spole¢né s cyklickymi formami ®-aminoaldehydu.

Rostlinne polyaminoxidasy (EC 1.5.3.14) jsou monomerni proteiny nesouci jako

kofaktor nekovalentné navazany flavinadenindinukleotid. Rostlinné a mikrobialni
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polyaminoxidasy katalyzuji oxidaci uhliku na endo- strané N*-dusiku pi#i degradaci
polyamind. Ze spermidinu a sperminu tak vznika volny 1,3-diaminpropan (DAP), peroxid
vodiku a ABAL, respektive 4-[(3-aminopropyl)amino)]-butyraldenyd (APBAL).
Nalézaji se piedevs$im u jednodéloznych rostlin (Smith, 1972; Federico a Angelini, 1991,
Cohen, 1998; Sebela et al., 2000; Seiler, 2004). U Zivodicht katalyzuji polyaminoxidasy
oxidaci uhliku na exo- strané N* dusiku, coz mé za nésledek vznik 3-aminopropanalu

(APAL) a putrescinu popf. sperminu (Vujcic et al., 2003).

2.1.1.3 Degradace m-aminoaldehydu z katabolismu polyamini

Oxidaéni produkty degradace polyaminu piedstavuji w-aminoaldehydy. Tyto latky jsou
prokézany, jako pfi¢ina cytotoxicity a ucastni se programované buné¢né smrti i apoptozy
a inhibice bunééného déléni (Agostinelli et al., 2004).

Pfirozenymi piedstaviteli jsou APAL, ABAL, GBAL. Zatim jesté nebylo prokazano,
jakou cestou se tvoii v rostlinach APAL. Piepoklada se ovSem, ze APAL vznika jako
meziprodukt degradace polyamint a to konkrétné pii degradaci sperminu a spermidinu z
DAP (Obr 2.), nicméné pro rostlinné aminooxidasy je to slaby substrat, tudiz se
pfedpoklada existence jiného rostlinného enzymu, ktery katalyzuje pteménu DAP na
APAL. U bakterii byla identifikovana aminotransferasa, ktera tuto preménu fidi, zatimco
u savcu je APAL produkovan polyaminoxidasami (Medda et al., 1995; Bouchereau et al.,
1999; Duhazé et al., 2002; Tylichova et al., 2007).

Oxidaci APALu pomoci aminoaldehyddehydrogenasy (EC 1.2.1.19, AMADH) vznika
B-alanin (Obr 3.), ktery poté muize byt pfeménén za pomoci S-adenosylmethionin:beta-
alanin-N-methyltransferasy (EC 2.1.1.49) trojndsobnou methylaci na B-alanin betain,
ktery plni funkci osmoprotektantu ve vétsiné bunéénych membréan (Rathinasabapathi et
al., 2001; Duhazé et al., 2002).

AMADH rovnéz oxiduji ABAL (Obr 3.) na 4-aminomaéslenou kyselinu (GABA), ktera
se v rostliné kumuluje pii stresovych podminkach jako sucho, zvys$ena salinita atd. GABA
poté mize byt pfeménéna reakci katalizovanou GABA transaminasou (EC 2.6.1.19) na
sukcinat semialdehyd. Akceptorem aminoskupiny je bud’ pyruvat nebo 2-oxoglutarat.
Sukcinat semialdehyd je dale oxidovan za katalyzy sukcinat semialdehyddehydrogenasou
(EC 1.2.1.16) na sukcinat, ktery je jednim z meziproduktti Krebsova cyklu. (Shelp et al.,
1999; Kinnersley a Turano, 2000).
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Obr 3. Schéma oxidace w-aminoaldehydd na pfislusné w-aminokyseliny a jejich dalsi
metabolické pochody vedouci ke vzniku osmoprotektandd.

GBAL vznikajici z agmatinu, ktery je meziproduktem syntézy polyamind a zaroven
produktem degradace argininu, mtze byt také preménén na GABA (Obr 3.). Produktem

jeho oxidace katalyzované AMADH je 4-guanidinobutanoat, ktery je dale hydrolyzovan
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guanidinobutyrasou (EC. 3.5.3.7) na GABA za sou¢asné¢ho vzniku mocoviny. Tento
enzym byl charakterizovin zejména u bakterii a je pravdépodobné analogem jinych
ureohydrolas napt. agmatiniminohydrolasy (Matsuda a Suzuki, 1984; Sekowska et al.,
2000; Arakawa et al., 2003).

2.1.1.4 Cyklizace m-aminoaldehydu

Konkrétnimi produkty oxidace polyamint jsou w-aminoaldehydy (Obr 2.). Putrescin
je preménén na ABAL, kadaverin na 5-aminovaleraldehyd, spermin je pfeménén na
APBAL a agmatin na GBAL. Tyto produkty nadale cyklizuji na netoxické produkty
vlivem pH optima enzymi, kdy z ABALu, 5-aminovaleraldehydu, GBALuU a APBALu
vznikd v poradi Al-pyrolin, Al-piperidin, N-amidino-2-hydroxypyrolidin a 1-(3-
aminopropyl)pyrolin, ktery dale cyklizuje na 1,5-diazabicyklononan, naproti tomu APAL
necyklizuje pro vysoké vazebné pnuti ¢tyi¢lenného cyklu (Tabor, 1951; Hasse a Maisack,
1957; Medda et al., 1995; Ascenzi et al., 2002; Tylichové et al., 2007).

Cyklické formy ABALuU a 5-aminovaleraldehydu jsou dulezitymi meziprodukty pfii
tvorbé rostlinnych alkaloida (Hasse a Schiihrer, 1962; Tylichova et al., 2007).
Pii nedostate¢né oxidaci ABALu dochazi k tvorbé 2-acetyl-1-pyrolinu, ktery je
zodpovédny za typické aroma jasminové ryze. Inaktivaci genti pro AMADH v ryzi byla
zjiSténa pritomnost zvySené hladiny této latky, coZ potvrdilo dileZitost vyznamu

AMADH pti odpovédi na tvorbu cytotoxickych latek (Bradbury et al., 2008).

2.1.1.5 y-Aminomaselna kyselina

y-Aminomaselna kyselina (GABA) je neproteinogenni aminokyselina, ktera se nachazi
ve vSech organismech. U Zivo€ichi hraje zasadni roli jako signalni molekula, konkrétné
neurotransmiter. Moznymi rolemi GABA v rostlindch jsou ochrana proti oxidativnimu
stresu, regulace cytosolického pH, obrana proti hmyzu, podil se na rovnovéze uhlik-dusik,
osmoregulace a potencialni role signalni molekuly (Steward et al., 1949; Shelp et al.,
1999; Bouché a Fromm, 2004).

Glutamat dehydrogenasa (EC 1.4.1.3) a glutamat dekarboxylasa (EC 4.1.1.15)
umoziuji syntézu GABA z 2-oxoglutaratu pies glutamat. GABA je poté degradovana za
ucasti dvou enzymu - sukcinat semialdehyddehydrogenasy (EC 1.2.1.16) a GABA
transaminasa (EC 2.6.1.19). Dohromady tyto ¢tyti enzymy tvoii tzv. GABA odbocku

citratoveho cyklu, ktera se uplatiuje u zivocicha a rostlin (Kinnersley a Turano, 2000).
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V mutantni Arabidopsis thaliana, ktera méla naruSeny gen pro sukcinat
semialdehyddehydrogenasu, byla pozorovana vyssi citlivost vué¢i oxidativnimu stresu,
protoze nebyla schopna odstraiiovat peroxid vodiku. Zaroven je posledni krok GABA
odbocky doprovazen vznikem NADH a sukcinatu, které jsou dulezité pro Krebstv cyklus
i dychaci fetézec. Piedpoklada se, Ze degradace GABA by mohla vést
Kk zabranéni kumulace reaktivnich kyslikovych meziproduktt, vznikajici za oxidativniho
stresu, které inhibuji enzymy Krebsova cyklu (Coleman et al., 2001; Bouché a Fromm,
2003).

Kyselé pH stimuluje aktivitu glutamatdehydrogenasy, ktera odstraiiuje proton za
katalyzy dekarboxylace glutaméatu (lyer et al., 2002).

Hladiny GABA jsou v rostlinach vyssi pti poSkozeni ¢i mechanické stimulaci (hmyz
lezouci po listu popft. pojidajici rostlinu). Je mozné, Ze GABA naruSuje normalni vyvoj
hmyzu v ranych fazich vyvoje (Ramputh and Bown, 1996; Shelp et al., 1999; Bown et
al., 2002).

V zavislosti na stresovych podminkéach roste hladina GABA v rostlinach. Arabidopsis
thalina efektivné rostla na médiu obsahujici GABA, jako jediného zdroje dusiku, tudiz je
mozno predpokladat jeji cast v metabolismu dusiku (Breitkreuz et al., 1999; Shelp et al.,
1999).

2.1.2 Metabolismus cholinu - tvorba betainu

Vyslednym produktem degradace cholinu je glycin betain (Obr 4.), ktery vznika ve dvou
oxidacnich krocich. Prvnim krokem je oxidace cholinu na betain aldehyd (BAL), druhym
krokem pak oxidace BAL na glycin betain. (Weretilnyk et al., 1990).

Prvni krok této drahy je katalyzovan rozlicnymi enzymy v rtznych systémech. U
vyssich rostlin se vyskytuje ferredoxin-dependentni cholin monooxygenasa (EC
1.14.15.7), ktera je lokalizovana v chloroplastech. Béhem oxidace se spotiebovava kyslik.
Druhy krok, oxidace BAL na glycin betain, probiha v ptitomnosti AMADH (EC 1.2.1.19)
(Rathinasabapathi et al., 1997; Nuccio et al., 1998; Russell et al., 1998).

Glycin betain, stejné jako B-alanin betain, je Siroce rozsifena osmoprotektivni latka,
ktera chrani rostlinné enzymy a membrany pied chladem, horkem atd. M& funkci
chaperonu, kdy poméha stabilizovat a chréanit proteinovou strukturu a funkci v buiice.
Rozdil mezi glycin betainem a B-alanin betainem je i v jejich tvorbé. Pfedpoklada se, ze

tvorba B-alanin betainu je prednostni pfi stresu v prostiedich s nedostatkem kysliku a
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Obr 4. Schéma metabolismu cholinu u rostlin.

salinitou, jelikoz jeho tvorba nevyzaduje pfitomnost kysliku (Hanson et al., 1994;
Allakhverdiev et al., 2008). Na zaklad¢ schopnosti kumulovat glycin betain, rozdélujeme
vyssi rostliny na glycin betain neakumulujici a glycin betain akumulujici (Fitzgerald et
al., 2009).

2.1.3 Metabolismus lysinu - tvorba L-karnitinu

U zivocicht i hub je velice dobte popsana degradace lysinu, ktera vede ke karnitinu, jako
produktu. Je znamo, ze karnitin se vyskytuje u zivoc€ichli, kde hraji roli pfenaSece
aktivovanych mastnych kyselin, u hub ve kterych je zodpovédny za pienos acetyl-CoA z
glyoxysomi, bakterii, kde ma roli osmolytu, i rostlin. Detailné je vSak popsana jeho
syntéza a funkce pouze u zivocichi, hub a bakterii, u rostlin prozatim nebyla jeho funkce
ani biosyntéza dobfe determinovana. Predpoklada se velka podobnost mezi biosyntézou
karnitinu u rostlin s biosyntézou probihajici ostatnich eukaryotnich organismia (van
Roermund et al., 1999; Kerner a Hoppel, 2000; Stephens et al., 2007; Angelidis a Smith,
2003; Rippa et al., 2012).

Metabolismus, ktery vede az ke tvorbé karnitinu u zivocichi (Obr 5.) zacéina
prekurzorem 6-N-trimethyllysinem (TML), ktery pochazi z degradace proteinii. Od TML
vedou celkem 4 kroky k findlnimu produktu. Prvnim krokem je hydroxylace TML
pomoci TML dioxygenasy (EC 1.14.11.8), ktera vede k tvorbé 3-hydroxy-6N-
trimethyllysinu (HTML). Za katalyzy HTML aldolasy (EC 4.1.2. X) dojde k vytvoteni 4-
N-trimethylaminobutanalu (TMABAL) a glycinu. Tfetim krokem je pfeména TMABAL
na 4-N-trimethylaminobutyrét (y-butyrobetain, yBB) u¢inkem AMADH (EC 1.2.1.19).
Nakonec dojde k hydroxylaci za katalyzy y-BB dioxygenasou (EC 1.14.11.1) za tvorby
finalniho produktu L-karnitinu. Houby a bakterie maji podobné biosyntetické cesty jako
savci (Kaufman a Broquist, 1977; Strijbis et al., 2009).
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Obr 5. Schéma metabolismu lysinu u savct (upraveno z Rippa et al., 2012)

Prozatimni vyzkum ukazuje, Ze syntéza karnitinu v rostlinch pravdépodobné probiha
podobng, jak je tomu u savcu, S homolognimi enzymy, katalyzujicimi dané
reakce. V Arabidopsis thaliana byla identifikovana pfitomnost TML a y-BB v mnohem
veétsim mnozstvi neZ karnitin, tudiz je mozné piedpokladat, ze prubéh syntézy ma jiny
spad nez u savcl, kde se v nejvetsi koncentraci vyskytuje karnitin. TML a y-BB  maji
strukturu kvartérni amoniové soli stejné jako glycin betain a karnitin a mohly
by mit i osmoprotektivni funkci (van Vlies et al., 2005; Charrier et al., 2012; Rippa et al.,
2012).

2.2 Zarazeni, struktura a funkce aminoaldehyddehydrogenas
Aminoaldehyddehydrogenasy jsou soucasti $iroké skupiny enzymu patiici do
superrodiny aldehyddehydrogenas, sestavajici z 27 rodin, pficemz 13 rodin je rostlinnych.
ALDH se vyskytuji jak u prokaryotickych, tak i u eukaryotickych organisma (Brocker et
al., 2013; Vasiliou et al., 2013; Riveros-Rosas et al., 2013).

Bunécna lokalizace ALDH je Sirokd. Vyskytuji se v cytoplasmé, mitochondriich,
plastidech, peroxisomech, mikrosomech i jako souc¢ast membran. Jejich hlavni funkce
spociva v odstranovani reaktivnich aldehydi, které vznikaji béhem oxidativni degradace
lipidovych membrén tzv. lipoperoxidace, nebo také jako meziprodukty mnoha
metabolickych drah. Tato Siroka skupina enzymu se podili na endogennim i exogennim
metabolismu aldehydu (Bartel a Sunkar et al., 2005; Mitsuya et al., 2009; Missihoun et
al., 2011).

Pfirozenym koenzymem ALDH je NAD" (akceptuji i koenzymem NADP™ a dalsi
analoga), pticemz katalyzuji oxidaci aldehydové funkéni skupiny na karboxylovou
funkéni skupinu. Pfi této reakci zaroven vznikaji redukované koenzymy NADH a
NADPH, které jsou dilezité pro zachovani bunétné redoxni rovnovahy (Brocker et al.,
2013).
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Rostlinné geny ALDH jsou exprimovany, jako odpovéd’ na stres, konkrétné€ pak stres
zpusobeny suchem, podmacenim, tézkymi kovy, vysokou salinitou, horkem, suchem atd.
Tento stres-responsivni charakter ukazuje jejich dalezitou roli v adaptaci na ménici se
environmentalni podminky (Sunkar et al., 2003; Chugh et al., 2011; Inostroza-
Blancheteau et al., 2011; Brocker et al., 2013).

Ptislu$nost k jednotlivym ALDH rodinam a podrodinam je zaloZena na procentualnim
zastoupeni stejnych aminokyselinovych sekvencich. Pokud jsou dva enzymy identické v
nejmén¢ 40 % aminokyselinovych sekvenci, fadime je do stejné rodiny. Enzymy sdilejici

alespon 60 % identitu jsou zafazeny do stejné podrodiny (Sophos et al., 2001).

2.2.1 Aminoaldehyddehydrogenasy
Aminoaldehyddehydrogenasy (EC 1.2.1.19, AMADH) jsou enzymy S$iroké substratové
specifi¢nosti ptislusné k rodinam ALDH9 (zivoc¢isné), ALDH10 (rostlinné a houbové) a
ALDH25 az ALDH27 (nékteré bakterialni). Podileji se na degradaci a zaroven
detoxifikaci aldehydi, které vznikaji napt. pii katabolismu polyamind, cholinu, lysinu atd.
Katalyzuji pfeménu w-aminoaldehydi, na korespondujici w-aminokyseliny (Obr 6.)
(Sebela et al., 2001; Riveros-Rosas et al., 2013).

Pro svou schopnost oxidovat m-aminoaldehydy (APAL, ABAL) arovnéz GBAL, BAL
a TMABAL jsou AMADH oznacovany rovnéz jako ABAL dehydrogenasa (EC 1.2.1.19,
ABALDH), GBAL dehydrogenasa (EC 1.2.1.54, GBALDH), BAL dehydrogenasa (EC
1.2.1.8, BADH) a TMABAL dehydrogenasa (EC 1.2.1.47, TMABADH) dle jejich
nejpreferovangjsiho substratu. (Sebela et al., 2000; Strijbis et al., 2009). V nékterych
pfipadech ABALDH, GBALDH 1 BADH oxiduje efektivngji APAL. Naopak nékteré
BADH zase nejsou schopné oxidovat jiné ®-aminoaldehydy vibec. V zavislosti na tomto
faktu je poté tézké urcit jejich presnou klasifikaci. V dnesni dobé jiz prevlada oznaceni
AMADH. (Chern a Pietruszko, 1995; Trossat et al., 1997; Sebela et al., 2000; Hibino et
al., 2001).

NAD(P)* NAD(P)H /O
HQN—QCHZ}—CH_—O 7 HzN;ECHa;C/
/ aminoaldehyddehydrogenasy . / \
o—aminoaldehydy o-aminokyseliny oH

Obr 6. Obecné schéma reakce katalyzujici aminoaldehyddehydrogenasy.
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2.2.2 Struktura

Jedna se pfevazné o homodimerni enzymy (Obr 7.) popf. homotetramery, pii¢emz kazda
podjednotka s hmotnosti ptiblizn¢ 50 az 60 kDa, sestava ze tii domén:

oligomeriza¢ni domény, koenzym vazajici domény a katalytické domény (Obr 8.). Pevné
spojeni téchto domén je divodem, pro¢ nedochazi ke konformacnim zménam za
pfitomnosti i nepiitomnosti NAD(P)* (Gruez et al., 2004; Johansson et al., 1998).

AMADH vyuziva jako NAD" jako redoxni koenzym, pfi¢emz tento koenzym muize
byt nahrazen NADP?, ale v tomto ptipadé dochazi ke sniZeni rychlosti pfemény APAL
popi. ABAL (Sebela et al., 2000).

Oligomerizaéni jednotka je zodpovédnd za propojeni dvou podjednotek pomoci
vodikovych vazeb, které se vazi ke katalytické doméné druhé podjednotky. Tetramer je
zformovan interakci dvou dimert z opacné strany, nez se dvé podjednotky vazou k sobé
(Johansonn et al., 1998).

V ptipad¢ hrachovych isoenzymiit AMADH tvoii oligomeriza¢ni doména dva dlouhé
a jeden kratky B skladany list. V porovnani s ostatnimi ALDH je C-konec o néco delsi a
to kvili pfitomnosti C-terminalni peroxizomalni zaméfovaci sekvenci typu 1. (Tylichova
etal., 2010).

V misté spojeni oligomerizacni a katalytické domény je zformovan substratovy
kanalek o délce 14 A, ktery vede ke katalytickému cysteinovému residuu. Tento kanalek

je castecné hydrofobni a ¢astecné hydrofilni s asparaginovym a glutamovym residuem.

Obr 7. Struktura dimerni hrachovych (Pisum sativum) a rajcatové (Solanum Lycopersicum)
AMADH s navazanym NAD* a glycerolem v aktivnim misté. Modie PSAMADH1 (PDB: 3IWK),
zelené PsAMADH2 (PDB: 3IWJ) a ¢&ervené SIAMADHI (419B). (zdroj dat:
https://www.rcsb.org/, duben 2019).
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Obr 8. Struktura podjednotky PSAMADH2 (PDB: 31WJ) - oligomeriza¢ni doména zelené,
katalyticka doména Cervené a koenzym vazajici doména modre. (zdroj dat:
https://www.rcsb.org/, duben 2019).

na dné, které interaguji s kyslikem substratu. Tato tfi residua vytvaii aktivni misto
AMADH. (Steinmetz et al., 1997; Johansson et al., 1998).

Na opacné stran¢ substratového kandlku se nachdzi v tésné blizkosti katalytického
cysteinu navazany koenzym, ktery nalezi ke koenzym vézajici doméné, nachézejici se v
NAD* véazajici duting. Cast NAD" je v dutiné vazano pevné, konkrétné ADP, zatimco
nikotinamid a ribosa maji flexibilitu. Isoenzymy AMADH a BADH rtznych druhi maji
proménlivé slozeni této dutiny. Pti redukei a oxidaci nikotinamidového kruhu dochézi k
jeho izomeraci, coz souvisi s pfenesenim hydridu a thioesterovou hydrolyzou (Johansson
et al., 1998; Perez-Miller et al., 2003; Tylichova et al., 2010).

2.2.3 Reak¢éni mechanismus

Mechanismus pfemény w-aminoaldehydu na w-aminokyselinu za katalyzy AMADH
probihéd celkem ve &tyfech krocich (Obr 9.). Jednd o klasicky uspotfadany sekvencni
mechanismus, ktery je shodny u celé superrodiny ALDH (Wymore et al., 2004).

Glu ma za pfi¢inu aktivaci nukleofilniho cysteinu a aktivaci molekuly vody pfi
hydrolyze thioesterového intermediatu. V prvnim kroku dochazi k nukleofilnimu ataku
cysteinu na w-aldehyd, ktery d& vzniku thiohemiacetalovéemu intermediatu. Ve druhém
kroku dochazi k presunu hydridového kationtu na NAD*, pfi¢emZ vznika thioester a
redukovany NADH. Tietim krokem je hydrolyza thioesteru. Baze navaze hydridovy

kationt vody, hydroxidovy aniont nésledné hydrolyzuje thioesterovy intermediat za
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Obr 9. Reakéni mechanismus odehravajici se v aktivnim mist¢ AMADH (upraveno podle
Tylichové et al., 2007)

uvolnéni m-aminokyseliny. Nakonec dochazi k odstépeni NADH a navazani nové

molekuly NAD™ (Abriola et al., 1987; Wymore et al., 2004; Tylichova et al., 2007).

2.2.4 Lokalizace

Prozatim neni znama buné¢na lokalizace eukaryotni AMADH. Prvni zdznamy o hrachové
aovesné AMADH uvadéji jejich asociaci s protoplastem (Flores a Filner, 1985). Pozd¢jsi
experimenty s polyklondlnimi protilatkami ukazaly, ze hrachova AMADH se
nejpravdépodobnéji vyskytuje v cytoplazmé (Tylichova et al., 2007).

Vyskyt v pletivech semenace hrachu byl prokazan pomoci barviva NB (nitroblue-
tetrazolium). U kofene a hypokotylu se nejvétsi intenzita zbarveni projevila v pericyklu
a endodermis. Slabsi zbarveni bylo pozorovano v kambiu. V epikotylu a ve stonkovém
vrcholu byla nejvétsi intenzita pozorovana v kambiu, pficemZz slabsi zbarveni bylo
pozorovano u pericyklu a endodermis (Sebela et al., 2001).

Izoenzymy BADH byly lokalizovany v riznych bunéénych strukturach, jako jsou
chloroplast, peroxizom a cytoplasma. Jako prvni byla charakterizovana Spenatova BADH.
Pozdé¢ji byl jeden z jejich izoenzymil nalezen majoritné v chloroplastu, zatimco druhy se
v malé koncentraci nachézel v cytosolu (Weigel et al., 1986). Ryzové isoenzymy BADH

byly nalezeny pouze v peroxizomech (Nakamura et al., 1997; Shirasawa et al., 2006).
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Zatimco Vv jeCmeni byly isoenzymy lokalizovany v peroxizomech a cytoplazmé
(Nakamura et al., 2001).

Analyzou aminokyselinovych sekvencich raznych sekvencich AMADH a BADH bylo
zjisténo, Ze Cast téchto enzymi nese C-termindlni peroxizomalni zaméfovaci sekvenci
typu 1. Odhaduje se soucasna existence peroxizomalnich a neperoxizomalnich isoenzymui
u dvoud¢loznych a jednodéloznych rostlin (Reumann et al., 2004).

Peroxizomy jsou buné¢né organely, které se t¢astni velkého poctu oxidativnich reakci.
Kromé jejich funkce pfi fotorespiraci a mobilizaci lipidl, maji také dalezitou funkci pii
biosyntéze fytohormonti, metabolismu dusiku a degradaci aminokyselin. Jejich dalezity
potencial pii reakci na oxidativni stres je také ptedurcen, diky jejich produkci glycin
betainu (Reumann et al., 2004). Predpoklada se tizky vztah s detoxifikaci pti oxidacnim
stresu zpasobeném kyslikovymi radikaly. Je znamo, Ze pocet peroxizomu se zvétSuje pii
oxidativnich stresovych podminkéch (del Rio et al., 2002). Zatim neni zndmo, zda-li
BADH a AMADH jsou v peroxizomech pouze skladovany az do jejich uvolnéni pii reakci
na podnét, nebo se aktivné ucastni na zmirnéni stresu a detoxifikaci (Cona et al., 2006).
Nicméné prozatim neni lokalizace BADH a AMADH v peroxizomech prokazana

(Tylichova et al., 2007).

2.2.5 Specifi¢nost
Nejlépe prozkoumanymi rostlinnymi AMADH, co se tyce specifi¢nosti a struktury, jsou
hrachové isoenzymy (Pisum sativum AMADH) PSAMADH1 (PDB kdd 3IWK) a
PSAMADH?2 (PDB kdd 31W)) a rajéatové isoenzymy (Solanum lycopersicum AMADH)
SIAMADH1 (PDB kod 419B) a SIAMADH2. Rozdilna struktura jejich substratoveho
kanalu (Tab 1.) zptsobuje ruzné Sirokou specificnost jednotlivych isoenzymi AMADH
(Tylichova et al., 2010; Kopecny et al., 2011; Kopeény et al., 2013).
Tti residua typicka pro celou rodinu rostlinnych AMADH jsou Asn162, Cys 294 a Glu260
(¢islovani podle PSAMADH?2). Ta se nachazeji na dn¢ substratového kanalku (Obr 10.).
Role katalytického cysteinu byla studovana mutaci krysi jaterni ALDH2 a lidské ALDH2,
kdy byl nahrazen katalyticky cystein alaninem, coz mélo za nasledek ztratu aktivity.
Nahrazeni cysteinu serinem, jakozto slabym nukleofilem, zpusobilo snizeni
dehydrogenasove aktivity (Farrés et al., 1995; Perez-Miller a Hurley, 2003).
Mutagenese PSAMADH?2, ukazala, ze dvé aspartatova residua lokalizovana okolo
vstupu substratového kanalu jsou zodpovédna za vysokou afinitu k ®w-aminoaldehydim

(Asp110 a Aspl113) (Kopecny et al., 2011). Rovnéz residua v pozicich 163, 288, 289, 444
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a 454 (cislovani podle PsSAMADH?2) maji vyznamny vliv na substratovou specificnost
AMADH. Tyrl63 a Trp288 jsou nezbytné pro vysokou afinitu kK
w-aminoaldehydti. AMADH s Ile444 maji pouze slabou aktivitu vii¢i BAL, zatimco ty s
Asn289 mohou vykazovat aktivitu viuc¢i BAL. Vysoka afinita vi¢i w-aminoaldehydu s
nejlepSim substraitem APALem je zajiSténa Thr288, ktery se nachazi ve tfi-Ctvrtinach
AMADH, spolu s Tyrl63, Trp170 a Trp459 (Kopecny et al., 2013). Absence Trp u
SIAMADHI1 a soucasna ptitomnost Thr454, misto Cys nebo Ser u dalSich AMADH
(Cys/Ser 453 u PSAMADH), mé za nésledek zvétseni substratového kanalu a zvySeni
substratové specifi¢nosti. Pozice Thr454 vede ke vétsimu, méné polarnimu kanalku, proto
je SIAMADH1 schopna oxidovat alifatické i aromatické aldehydy efektivnéji, nez je
tomu u SIAMADH?2 a obou isoenzymi PSAMADH (Kope¢ny et al., 2011).

PSAMADH maji v pozici 453 Cys nebo Ser, coz ma za nasledek zmensSeni
Obr 10. Substratovy kanadlek PSAMADH2. Residua aktivniho mista vyznadena Cervené

(Frommel, 2014).

substratového kanalu a tedy i niz$i substratovou specifiénost vuéi alifatickym a
aromatickym aldehydim. Rozdil mezi PSAMADH1/2 je pouze ve 3 residuich a proto
vykazuji podobné substratove preference. Rozdil v pozici 288 ma za nasledek

rozdilnou aktivitu viici TMABAL, zatimco diference v pozici 109 ma vliv na afinitu k

GBAL (Tylichovéa et al., 2010).
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AMADH prokazaly Sirokou substratovou specificnost jak u ptfirozenych substratu, tak
i syntetickych substratd. Jsou schopné oxidovat N-acyl-ow-aminoaldehydy (Frommel et
al., 2015), dusikaté heterocyklické aldehydy odvozené od pyridinu, pyrimidinu, purinu,

pyrazolu ¢i imidazolu (Frommel et al., 2012; Frommel et al., 2019).

Tab 1. Pozice jednotlivych residui v substratovém kanalu isoenzmymi PsAMADH, SIAMADH
a kukuficnych AMADH (Zea mays, ZmMAMADH) (¢islovani dle PSAMADH?2). Zluté vyznaceny
jsou residua, ktera jsou jina oproti vét§iné AMADH. (piejato a upraveno z Kopeény et al., 2013).

2228385 R83BQ38IE YD

— — — — — — — — N [Q\ [Q\ [Q\ [Q\ [Q\ < < < < <
PsAMADH?2 w b DN Y L M W E F W I C S I Q P C W
PsAMADH1 A D DN Y L M W E F F I C S I Q P S W
SIAMADH1 A D DNY L M W E F A V C S I QQ P T W
SIAMADH?2 s b b N Y L M W E F W I C S I Q P C W
ZMAMADH1la W D D N Y L M W E F W I C S C Q P C W
ZMAMADHI W D D N Y L M W E F W I C S I Q P C W
ZMAMADH2 G b DN YL M W E F A V C S I QQ P C W
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Vybrané substraty pro testovani
o]
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Obr 11. Substraty vybrané pro testovani.

Jako potencialni substraty pro AMADH byly vybrany celkem tii aldehydy (Obr 11.).
Jednalo se o derivaty 3-karbamoylpropanalu, konkrétné 3-[(benzyloxykarboxy)-
amino]propanal (Obr 11.A), Bn-O-CO-APAL), a 3-fenylpropanalu, konkrétn¢ 3-(3-
chlorofenyl)propanal (Obr 11.B), CI-Ph-PAL) a 3-(4-methoxyfenyl)propanal (Obr 11.C),
Me-O-Ph-PAL), které byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich Chemie GmbH. Jako
fyziologicky substrat byl pouzit APAL, ktery byl pfipraven kyselou hydrolyzou
z piislusného diethylacetalu.

3.2 Biologicky material

Pro produkci studovanych enzymu byly vyuzity geneticky modifikované bakterie
Escherichia coli s vlozenym vektorem nesouci gen pro pfislusny enzym. Pro
PSAMADH1 (GenBank no. AJ315852) byl pouzit vektor pET28b, zatimco pro
PSAMADH2(GenBank no. AJ315853), SIAMADH1(GenBank no. AY796114) a
SIAMADH2 (GenBank no. FJ228482) byl pouzit vektor pCDFDuet. Oba vektory
obsahuji polyhistidinovou kotvu. Jednotlivé bakterialni kmeny byly poskytnuty Mgr.

Martinou Kopecnou, Ph.D.

3.3 Pristrojova technika
e Inkubator (Sanyo MIR-154)
e Vortex (IKA MS 3 basic)
e Spektrofotometr (Agilent 8453) s laziiovym termostatem (Huber CC1-106A)
e Sucha lazen (Labnet D1200)
e Centrifuga (Thermo Fisher Scientific - Heraeus Multifuge X3R)
e Desintegrator bunék (Constant systems LTD One Shot)
e Rotator (IKA Loopster digital)
e Tiepacka (Barnstead/Lab-Line MAX® 4000)
e Laminarni box Merci (SCS 2-4 196)

e Parni sterolizator (Tuttnauer 3870)
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3.4 Chemikalie

1-amino-3,3-diethoxypropan (Sigma Aldrich Chemie GmbH)
acetonitril (Sigma Aldrich Chemie GmbH)

BSA - hovézi sérovy albumin (Sigma Aldrich Chemie GmbH)
Co'"-agarosa (Thermo Fisher Scientific)

DNAsa (VWR Leuven Belgie)

glycerol (Lach-Ner, s.r.0.)

guanidin HCI (Sigma Aldrich Chemie GmbH)

HCI 37% (Sigma Aldrich Chemie GmbH)

imidazol 99% (Alfa Aesar GmbH )

inhibitor proteas - EDTA-free Proteas Cocktail tablets (Roche Diagnostic
GmbH)

IPTG - isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid (VWR Leuven Belgie)
kanamycin sulfat (Carl Roth GmbH & Co. Kg)

LB médium (Sigma Aldrich Chemie GmbH)

NaCl (Lach-Ner, s.r.0.)

RNAsa (VWR Leuven Belgie)

set bicinchoninové kyseliny pro analyzu koncentrace proteini - ¢inidlo A a B
(Thermo Fisher Scientific)

streptomycin sulfat (Sigma Aldrich Chemie GmbH)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma Aldrich Chemie GmbH)
TritonX-100 (Honeywell Fluka™)

B-Nikotinamidadenindinukleotid (Sigma Aldrich Chemie GmbH)

3.5 Programy

Data ze spektrofotometru

- Agilent 8453 UV-visible Sperctroscopy System (B.02.01 SP1 [50])
Vyhodnoceni dat

- Microsoft Office Excel 2003 (11.8404.8405) SP3

- GraphPad Prism 5 (verze 5.04)
Obrazky

- PyMOL 13

- ChemSketch 14.01
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3.6 Metody

3.6.1 Exprese rekombinantniho proteinu

Pii piipravé PSAMADH1 byl pouzit kanamycin (findlni koncentrace 30 pg.ml?) a

streptomycin (finalni koncentrace 50 pg.ml™) u zbylych isoenzymd.

Piiprava prekultury a kultury v¢etné exprese probihala ve sterilnim prostiedim za vyuziti

laminérniho boxu, sterilniho média a sterilniho vybaveni.

Bylo ptipraveno LB médium rozpusténim v deionizované vodé (25 g LB média
na 1 | vody) a naslednou sterilizaci ve sterilizatoru pii 121 C po dobu 20 minut.
Z piipravené¢ho média bylo odebrano po 20 ml pro pfipravu prekultury, ktera se
celkové skladala z 20 ml LB média, 2 ul kultury a antibiotika o pftislusné
koncentraci. Prekultura se nechala inkubovat na tiepaéce pies noc pii 37 'C.

LB médium se rozlilo do Erlemayerovych banck po 400 ml a ptidal se
anitibiotikum do kazdé banky.

Prekultura se zcentrifugovala na centrifuze pii 4000 G po dobu 3 minut.
Supernatant se odstranil a k precipitatu bylo pfidano 10 ml LB média a sm¢s byla
promichana na vortexu. Smés pak byla nalita do pfipravenych Erlenmayerovych
banck s LB médiem.

Erlenmayerovy batiky se poté nechaly kultivovat na tfepacce alespon po dobu 3
hodin pii 30 'C.

Po 3 hodinach se provedla kontrola nartstu kultury pomoci optické denzity.
Mg¢feni se provadélo na spektrofotometru pii vinové délce 600 nm proti blanku
(Cisté médium). Idedlné se absorbance méla pohybovat mezi Opsoo = 0,8 - 1,0.
Pokud toto rozmezi hodnot nebylo splnéno, pokrac¢ovalo se v kultivaci az do
dosaZeni pozadované absorbance.

Poté bylo do kultury ptiddno IPTG (0,5 mmol.I"Y) do finalni koncetrace 100
umol.I't a pokracovalo se v inkubaci pres noc pti 20 C.

Cely objem kultury byl postupné zcentrifugovan v centrifuga¢nich zkumavkach
(50 ml) pii 5000 G po 5 minutach. Supernatant se vzdy odstranil a byl piidan dalsi
objem kultury.

Nakonec bylo k precipitatu ptidano 25 ml 0,9% (w/w) NaCl. Smés se promichala
na vortexu a zcentrifugovala pii 5000 G po dobu 2 minut.

Supernatant byl odstranén a kultura obsazena v peletu se zamrazila.
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3.6.2 Extrakce a purifikace rekombinantniho proteinu

K rozmraZenym vzorktim bakterialniho peletu bylo p¥idano po 6 ml 50 mmol.I*
Tris-HCI (pH 8,0) a 50 pul (10 mmol.I}) inhibitoru proteas. Tato smés se dikladné
promichala pomoci vortexu a poté vlozila do desintegratoru bun¢k, kde doslo k
desintegraci bunék rekombinantni E. coli pfi tlaku 20000 psi
(138 MPa).

Lyzat byl ptepipetovan do ¢istych centrifugacnich zkumavek a bylo ptidano 20 pul
(0,01 pg.ml?) RNAsy a 20 pl (0,04 U.ull) DNAsy. Obsah zkumavky se
promichal pomoci péti obrati zkumavkou.

Lyzat se poté nechal inkubovat pfi 37 °C podobu 30 minut v inkubatoru.

Po inkubaci byl piidan 1 mmol.I"t NaCl (finalni koncentrace 100 mmol.I) a 50%
( v/v) glycerol do finalni koncentrace 5 % (v/v).

Cela smés se opét promichala a nasledné centrifugovala po dobu 30 min. pii
12000 G.

Supernatant se poté nanesl do piipravenych centrifugaénich kolonek s Co'-
agarosou.

Byly pfipraveny celkem 3 pufry.

- Ekvilibra¢ni pufr s vyslednou koncentraci 20 mmol.I* Tris-HCI (pH 8,0),
300 mmol.I"t NaCl, 10 mmol.I* I imidazolu, 5% (v/v) glycerolu.

- Eluéni pufr s vyslednou koncentraci 20 mmol.I" Tris-HCI (pH 8,0), 300
mmol.I" NaCl, 250 mmol.I"t imidazolu a 5% (v/v) glycerolu.

- Promyvaci pufr s vyslednou koncentraci 20 mmol.I"* Tris-HCI (pH 8,0) a
5% (v/v) glycerolu.

Provedla se p¥iprava centrifugacni kolonky s Co''- agarosou.

- Ptidalo se 10 ml vody, kolonka se zaSpuntovala a nechala se rotovat na
rotatoru po dobu 5 min. za stalého chlazeni. Poté se voda odstranila
centrifugaci pti 100-250 G po dobu 30 sekund. Tento postup se opakoval
jesté jednou.

- Dile se pidaly 3 ml &isticiho roztoku obsahujiciho 6 mol.I guanidin HCI
a 1%(v/v) roztoku Triton-X a kolonky se nechaly opét 5 min. rotovat a
op¢t se zcentrifugovaly pii 100 G.

- Poté doslo jeste tiikrat k promyti vodou (viz. bod 1).
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- Nakonec se ptidalo 10 ml ekvilibracniho pufru. Kolonky se nechaly 20
min. rotovat a pufr se odstranil centrifugaci pti 100 G. Tento postup se
opakoval celkem tiikrat, z toho posledni dvé inkubace se provadély v
chladu (4 °C).

¢ Do kolonek se nanesl supernatant z extrakce a nechaly se rotovat v chladu (4 °C).
po dobu 60 min.

e Nasledovala centrifugace pfi 100 G podobu cca 3 min. (az tekutina vytekla z
kolonky).

e Do kolonek se ptidalo po 10 ml ekvilibra¢niho pufru, nechaly se rotovat po dobu
5 min. s naslednou centrifugaci pti 100 G cca 3 min. (do vyteceni pufru). Tento
postup se opakoval ttikrat.

e FEluce se uskutecnila ptidanim 5 ml elu¢niho pufru, nasledovanou 30 minutami
rotovani a centrifugaci cca 3 min. pfi 100 G (do vyteceni eluatu). Tento postup se
opakoval celkem dvakrat.

e Eluat se prenesl do centrifugacniho 10 kDa filtru (centrikon), ktery byl pfedem
ptipraven centrifugaci 5 ml ¢istého promyvaciho pufru pii 4000 G (do vyteéeni).

e Vzorek naneseny z eluce se nechal centrifugovat pti 4000 G po dobu asi 15 minut.

e K roztoku enzymu bylo pfidino 10 ml promyvaciho pufru. Vzorek byl
centrifugovan 15 min. pfi 4000 G. Tento odsolovaci krok byla proveden celkem
tiikrat.

e Zakoncentrovany enzym se poté prepipetoval do mikrozkumavek a zamrazil.

(Centrifugace a rotovani na rotatoru se provadéla za stalého chlazeni (4 °C).

3.6.3 Meéreni koncentrace proteinu (Bicinchoninova metoda)
e Pfiprava Cinidla
— Cinidlo se pfipravilo smisenim 1 ml &inidla A a 50 ml ¢inidla B.
e Pfiprava kalibra¢ni fady
- Roztok BSA o koncentraci 1 mg.ml byl rozpipetovan do 16 mikrozkumavek
v mnozstvich od 0,5 pl az do 100 pl.
- Pfipravené ¢inidlo se napipetovalo po 1 ml do mikrozkuvek s pfipravenym
BSA.
- Celkem byly ptipraveny dv¢ kalibracni fady.

e Pfipava vzorki
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- Do tii mikrozkumavek bylo napipetovano po 2 pl, 5 pl a 10 pl roztoku enzymu.
- Nasledné byl ptidan do kazdé 1 ml ¢inidla.
- Celkem takto byly vytvofeny 3 fady vzorki.
e Mikrozkumavky byly promichany za pomoci vortexu a ponechany v inkubatoru po
dobu 30 minut pii 37 °C.
e Po inkubaci byla zméfena absorbance za pomoci spektrofotometru vici blanku (1 ml
¢istého Cinidla) pfi 562 nm vinové délky.
e Po sestrojeni kalibra¢ni kiivky BSA byly naméfené hodnoty vzorkli porovnany s

kiivkou a koncentrace proteint byla vypocitana podle rovnice linearni regrese.

3.6.4 Meéreni aktivity enzymu
Byl pouzit klasicky Warburgiv opticky test coz je spektrofotometricka metoda zalozena

na detekci vznikajictho NADH s absorpénim maximem 340 nm (g = 6620 mol™.It.cm™)
(Warburg a Christian, 1943).

3.6.4.1 Méreni substratové specifi¢nosti

e Priprava APAL
- APAL byl ptipraven kyselou hydrolyzou z 1-amino-3,3-diethoxypropanu.
- Pro roztok o koncentraci 100 mmol.I*t bylo potieba 16,7 ul 1-amino-3,3-
diethoxypropanu a 983 pl vody.
- Tato smés se poté nechala zah¥ivat v mikrozkumavce pti 100 ‘C po dobu
10 minut v suché lazni.
e Pfiprava aldehyda
- Aldehydy byly rozpustény fadnym promichanim za pomoci vortexu v
roztoku 50% (v/v) acetonitrilu ve vysledné koncentraci 100 mmol/I.
e Pro aldehydy
-V plastové (PMMA) kyveté bylo ve finalni koncentraci 120 mmol.I Tris-
HCI (pH 9,0), 1 mmol.I NAD", a 3 ul roztoku enzymu.
- Takto byly pfipraveny 4 kyvety.
e Po vyblankovani pfistroje byla zahajena reakce ptidanim ptislusniho aldehydu ve
finalni koncentraci 1 mmol.I%.
e Absorbance se méfila pfi 340 nm po dobu 10-30 minut dle rychlosti reakce pii

37°C s frekvenci méfeni 10 sekund.
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3.6.4.2 Méreni kinetiky enzymovych reakci

Aldehydy a APAL byly pfipraveny stejné jako je tomu u méfeni specifi¢nosti.
Meéieni rychlosti reakce

- Vplastové (PMMA) kyveté bylo ve finlni koncentraci 120 mmol.I" Tris-

HCI (pH 9,0), 1 mmol.IX NAD" a 5 az 10 ul enzymu, dle potieby.

- Vzdy byly ptipraveny 3 kyvety o stejné koncentraci.
Po vyblankovani ptistroje byla zahajena reakce ptidanim piisluSného aldehydu ve
finalni koncentraci od 10 az po 4000 mmol.I. Pfesné rozmezi findlni koncentrace
substratu bylo zavislé na pribéhu méteni.
Absorbance se méfila pii 340 nm po dobu 10-20 minut, dle reakéni rychlosti pii

37 °C s frekvenci méfeni 10 sekund.
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4. Vysledky a diskuze

Bude zvefejnéno na podzim 2020.
5. Zavér

Bude zvetejnéno na podzim 2020.
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7. Seznam zkratek

ABAL - 4-aminobutanal
ABALDH -4-aminobutanaldehyddehydrogenasa
ALDH - aldehyddehydrogenasy
AMADH - aminoaldehyddehydrogenasy
APAL - 3-aminopropanal
APBAL - 4-[(3-aminopropyl)amino)]-butyraldehyd
BADH - betain aldehyddehydrogenasa
BAL - betain aldehyd
Bn-O-CO-APAL - 3-[(benzyloxykarboxy)amino]propanal
CI-Ph-PAL - 3-(3-chlorofenyl)propanal
DAP - 1,3-diaminopropan
GABA - kyselina y-aminomaselna
GBAL - 4-guanidinobutyraldehyd
GBALDH - 4-guanidinobutyraldehyddehydrogenasa
HTML - 3-hydroxy-6-N-trimethyllysin
IPTG - isopropyl -D-1-thiogalactopyranosid
Me-O-Ph-PAL - 3-(4-methoxyfenyl)propanal
SAM - S-adenosylmethionin
TMABADH - 4-N-trimethylaminobutanaldehyddehydrogenasa
TMABAL - 4-N-trimethylaminobutanal
TML - 6-N-trimethyllysin
v-BB - y-butyrobetain - 4-N-trimethylaminobutyrat
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