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Cile prace:

. Vypracovani reSerse odborné literatury  se zameérfenim na

aminoaldehyddehydrogenasy, betainaldehyddehydrogenasy a jejich inhibici.

. Experimentalni proméfeni inhibiénich zavislosti vybranych slou¢enin na

spektrofotometru.

. Studium interakce enzym-inhibitor.



TEORETICKA CAST

1 Polyaminy

Polyaminy jsou nizkomolekularni slou€eniny, které nalezneme v mikrobidlni,
rostlinné i ZzivociSné fiSi. NejznaméjSimi zastupci jsou propan-1,3-diamin (DAP),
putrescin (PUT), kadaverin (CAD), spermidin (SPD) a spermin (SPM) (Walters, 2003).

NH,
NH, NH NH
NH, NH, NH;
CAD SPD

DAP PUT

NH\/\/\NH/j
[/NHZ

H,N

SPM

Obr. 1: Strukturni vzorce vybranych polyamint (Walters, 2003)

Kli¢ovou slouéeninou biosyntézy polyaminu je putrescin, ktery muze byt v pfipadé
vy8Sich  rostlin a baktérii syntetizovan pfimo z ornithinu  pusobenim
ornithindekarboxylasy (ODC, EC 4.1.1.17), &i nepfimo - cestou pfes arginin, jenz je
arginindekarboxylasou (ADC, EC 4.1.1.19) odbouravan na agmatin (AGM). Z néj pak
naslednymi enzymovymi reakcemi vznik& putrescin - vychozi latka tvorby SPD. Pfenos
aminopropylové skupiny z dekarboxylovaného S-adenosylmethioninu na zminény PUT
za vzniku SPD, je katalyzovan spermindinsynthasou (EC 2.5.1.16). SPM vznika
obdobnym zpusobem, avSak akceptorem aminopropylové skupiny prostfednictvim
sperminsynthasy (EC 2.5.1.22), je SPD. U hub a savcu je syntéza putrescinu mozna
pouze z ornithinu. (Walters, 2003; Bouchereau et al., 1999).

Za fyziologického pH nesou polyaminy kladny naboj a z toho davodu se mohou
vazat na zaporné nabité biomolekuly - napfiklad nukleové kyseliny (Takeda et al.,
1983). V organismu zastavaji mnoho dulezitych funkci. V pfipadé vySSich rostlin se
podileji na rlstu kofenu, somatické embryogenezi, indukci kveteni aj. Také jsou
zapojeny v odpoveédi rostlin pfi vystaveni stresové situaci jako je napf. sucho,

nedostatek drasliku, osmoticky Sok &i infekce patogeny, jak je shrnuto v recentni
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publikaci Walters (2003). Polyaminy maji podil i v procesech bunééné proliferace
a diferenciace (Heby, 1981).

Na druhé strané jsou produkty, vznikajici v prvnim kroku odbouravani polyaminu
za katalytického Gc€inku chinoproteinovych diaminooxidas (CAO, EC 1.4.3.22), popf.
flavinovych polyaminooxidas (PAO, EC 1.5.3.17), jako jsou peroxid vodiku, nékteré
w-aminoaldehydy a pfipadné amoniak, zna¢né cytotoxické - zvlasté pak pfi zvySené
koncentraci. Mohou napfiklad podmifiovat programovanou bunéénou smrt a inhibovat
bunééné déleni (Agostinelli et al., 2004). Nejen z téchto dlvodl je nutno drahu pfisné
regulovat. Mezi enzymy, které zasahuji do metabolismu polyaminQ, patfi

i aminoaldehyddehydrogenasy.

2 Aminoaldehyddehydrogenasy

Aminoaldehyddehydrogenasa (AMADH, EC 1.2.1.19) je NAD(P)" dependentni
enzym, jenZz se v zivych systémech podili na procesu degradace biogennich
aminoaldehydu, vznikajicich pfi oxidaéni deaminaci polyamini (Sebela et al., 2000).
Touto reakci tak dochazi k oxidaci w-aminoaldehydu na pfislusné w-aminokyseliny za

soucasné redukce koenzymu NAD", dle rovnice:
NH,(CH,),CHO + NAD" + H,0 — NH(CH,),COOH + NADH + H*

AMADH zafazujeme do rozsahlé rodiny aldehyddehydrogenas 9 (ALDH9)
nélezejicich do nadrodiny aldehyddehydrogenas (ALDH) (Perozich et al., 1999;
Sophos et al., 2001).

Skupinu ALDH9 vzdjemné propojuji tfi nesouvisejici metabolické drahy, a to
metabolismus polyaminl, cholinu a lysinu - klasifikace jednotlivych €lenu ALDH9 je
proto vztaZzena k substratové specifi¢nosti, na zakladé které je déle rozdélujeme na:

- 4-aminobutyraldehyddehydrogenasy (ABALDH, EC 1.2.1.19)

- 4-guanidinobutyraldehyddehydrogenasy (GBALDH, EC 1.2.1.54)

- betainaldehyddehydrogenasy (BADH, EC 1.2.1.8)

- 4-trimethylaminobutyraldehyddehydrogenasy (TMABALDH, EC 1.2.1.47)
Mezi typické substraty tak muzeme zafadit 4-aminobutyraldehyd (ABAL),
3-aminopropionaldehyd (APAL), 4-guanidinobutyraldehyd (GBAL), betainaldehyd
(BAL), N,N,N-trimethyl-4-aminobutyraldehyd (TMABAL) a dale nékolik aromatickych
a alifatickych aldehydu (Tylichova et al., 2010).

-10-
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Obr. 2: Strukturni vzorce vybranych w-aminoaldehydu (Tylichova et al., 2010).

Rozsah substratové specificnosti daného enzymu, ktery byl izolovan zraznych
organismu, neni vzdy striktné vymezen, proto by vySe uvedené enzymy meély byt
obecnéji povazovany za AMADH (Tylichova et al., 2007; 2010).

2.1 Vyskyt AMADH

Aminoaldehyddehydrogenasy  byly nalezeny a nasledné izolovany
z mikroorganismd, rostlin i Zivo€ichu - v€etné ¢loveéka.

Zfad mikroorganismu, konkrétné z gramnegativni baktérie Pseudomonas
fluorescens, byla ABALDH ziskéana jiz v roce 1957, kdy jako jediny zdroj dusiku, uhliku
a energie pro jeji vyzivu, byl pouZzit putrescin a pyrrolidin (Jakoby & Fredericks, 1959).
DalSi vtomto ohledu studovanou baktérii zrodu Pseudomonas byla P. putida,
produkujici ABALDH i GBALDH. Bylo zjisténo, Ze ABALDH je schopn& pfemény ABAL
i GBAL, zatimco GBALDH je striktné specificka pouze pro GBAL (Yorifuji et al., 1986).
V piipadé Klebsielly aerogenes (G-)* se NAD" dependentni ABALDH G¢astni procesu
odbouravani agmatinu, a to pfeménou jednoho z meziproduktd (ABAL) na
4-aminomaselnou kyselinu (GABA). Koneénou slouéeninou této degradaéni drahy je
sukcinat (Friedrich & Magasanik, 1979).

Posledni zde zminénou baktérii bude gramnegativni Escherichia coli (kmen K12), jejiz
ABALDH (YdcW protein) je schopna oxidovat BAL a také i nékteré kratké aldehydy
(Gruez et al., 2004)

Vroce 1984 byla popsana ¢aste¢na purifikace NAD® dependentni GBALDH

z bobu obecného (Vicia faba), katalyzujici pfeménu GBAL a ABAL. Inhibice tohoto

enzymu byla provedena pridavkem p-chloromerkuribenzoatu, N-ethylmalenimidu

& = gramnegativni
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a zinkonu (2-karboxy-2"-hydroxy-5"-sulfoformazylbenzen) (Matsuda & Suzuki, 1984).
O rok pozdéji byl publikovan popis aktivity pyrrolindehydrogenasy (ABALDH) v hrachu
a ovsu, avSak samotny enzym nebyl purifikovdn. Mimo vySe zminéné rostliny byl
ABALDH nalezen také v kukufici, je€meni a soji (Flores & Filner, 1985).
Nejlépe prozkoumanou rostlinou v této oblasti vSak zustava vySe zminény hrach sety
(Pisum sativum), jehoz AMADH byla ¢aste¢né purifikovana z epikotylu (Awal et al.
1997). Uplna purifikace homogenni AMADH se zdafila v roce 2000. Enzym vykazoval
Sirokou substratovou specificnost pro w-aminoaldehydy C3-C6, kdy jako nejlépe
vyhovujici substraty byly vyhodnoceny APAL, ABAL a dale w-guanidinova analoga
aminoaldehydd. Molekulova hmotnost ziskaného tetramerniho proteinu byla v nativnim
stavu 230 kDa, pro jednu podjednotku dosahovala 57 kDa (Sebela et al., 2000). V roce
2003 byla zvefejnéna primarni struktura hrachové AMADH. Soucéasné bylo zjisténo, Ze
existuji dva izoenzymy, nyni ozna¢ované jako PSAMADH1 a PsAMADH2 (Brauner et
al., 2003).

V pfipadé fiSe Zivo€isné, je mozné uvést studie vyzkumu dimernich ABALDH
z krysich jater (Testore et al., 1995) a také ze stfevni sliznice, efektivné oxidujici ABAL.
Druhy jmenovany enzym s podjednotkovou molekulovou hmotnosti 52 kDa ma
vysokou afinitu pro ABAL (K, = 18 uM) a NAD' (K, = 14 pM)°, ovSem afinita pro
betainaldehyd je mnohem nizsi (K, = 285 uM) a to pfi zachovani podobné uc&innosti,
coz je podminéno vysokou hodnotou rychlosti pfemény V (Testore et al., 1999). Je
pfekvapenim, Ze ABALDH ziskany z krysiho mozku, vykazuje snizenou afinitu pro
ABAL, a to vu¢i acetaldehydu, propionaldehydu a sukcinat-semialdehydu (Abe et al.,
1990; Tylichov4 et al., 2007).
Studie pochazejici zroku 1977 byla zaméfena na aldehyddehydrogenasy lidskych
jater. Byly objeveny dva izoenzymy (Greenfield et al., 1977): cytoplazmovy (E1)
a mitochondrialni (E2), které jsou schopny oxidovat Sirokou Skalu aldehydu, zahrnujici
jak alifatické, aromatické tak substituované (napf. 2-hydroxy-, 2-halogen-) aldehydy na
odpovidajici kyseliny. ABAL je oxidovan také, avSak az pfi zvySenych koncentracich
(Ambroziak & Pietruszko, 1987).
O 12 let pozdéji byl v lidskych jatrech popséan izoenzym tfeti (E3), ktery vykazoval pro
zminény ABAL, narozdil od dvou predchozich, afinitu vysokou. Muzeme jej tedy
povaZovat za prvni ABALDH nalezenou v sav&im organismu (Kurys et al.,, 1989;
Tylichova et al., 2007).

b hodnoty byly naméfeny pfi pH = 7,4
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2.2 Lokalizace AMADH

Aktivita AMADH byla vizualizovana v etiolovanych semenaécich hrachu v roce
2001. Principem pouzité barvici techniky, zaloZzené na prenosu elektronu, byla redukce
nitrotetrazoliové modfi, za pfitomnosti fenazinmethosulfatu (PMS), na barevny produkt
- formazan. Nejintenzivnéjsi zbarveni a tedy i nejvySsi aktivita AMADH byla
detekovana v burikadch pericyklu a endodermis kofene a hypokotylu. Slabsi zbarveni
bylo pozorovano ve vaskularnim kambiu kofene. V pfipadé epikotylu a vrcholku vyhonu
byla €innost AMADH prokazana zejména ve vaskularnim kambiu, dale pak v pericyklu
a endodermis, kde jiz intenzita vybarveni byla niZ&i (Sebela et al., 2001).

Cinnost AMADH byla také studovana v reakci na stres, konkrétné na mechanické
poskozeni, které vyvolalo zvySeni aktivity enzymu G€astnicich se degradacni drahy
polyaminu (jako jsou peroxidasy, aminooxidasy a aminoaldehyddehydrogenasy),
paralelné s narustem PUT, CAD, SPD a 4-aminoméselné kyseliny. ZvySena aktivita
AMADH byla histochemicky lokalizovana na fezech semenacku hrachu, a to konkrétné
v epidermalnich bunk&ch a bunkach kortikalniho parenchymu, jez pfiléhaly k mistu
poskozeni (byla zde patrna i intenzivni lignifikace), (Petfivalsky et al., 2007).

Metodou ,Immunogold labeling” - znageni protilatkou s koloidnim zlatem - byla
provedena intracelularni lokalizace BADH. Je€menna BADH exprimovana v rostlinach
transgenniho tabadku byla detekovdna v peroxisomech, vmalé mife také
v chloroplastech a mitochodriich (Nakamura et al.,1997). Roku 2001 se klonovanim
odpovidajici cDNA je€mene podafilo izolovat 2 izoenzymy BADH, konkrétné BBD1
a BBD2. Prvni typ, obsahoval C-terminalni tripeptid SKL, jenZ je signalem sméfujicim
preproteiny do peroxisomu. U druhého jmenovaného, tripeptid SKL nebyl pfitomen,
pficemzZ jeho pravdépodobna lokalizace je tak sméfovana do cytosolu (Nakamura et
al., 2001).

2.3 Reakéni mechanismus AMADH

Reakéni mechanismus AMADH, ale i dalSich ALDH, se opird o pfitomnost
cysteinu, jako katalytického rezidua, které se u€astni svou thiolovou skupinou pfemény
aldehydl na kyseliny (Sebela et al. 2000). V aktivnim misté je také lokalizovano
vazebné misto pro koenzym, kdy NAD® mulzZe byt ¢asto nahrazen NADP®. Tato
nahrada je vSak v nékterych pfipadech provazena poklesem enzymoveé aktivity, coz je
pravdépodobné zplUsobeno elektrostatickou repulsi 2'-fosfatové skupiny (Perozich et
al., 2000).

-13-



Princip katalytického mechanismu je znazornén na obr. 3. Po navazani koenzymu
dochézi k nukleofilnimu ataku substratu cysteinovou -SH skupinou za vzniku
kovalentné vazaného thiohemiacetalového meziproduktu. Posléze je proton z tohoto
meziproduktu prenesen na uhlik C4 nikotinamidového kruhu. Vznik4 tak redukovany
koenzym NAD(P)H a thioester. Odstranéni vodikového iontu ze substratu je vSak
energeticky velmi naro¢né a to diky dipolarnimu charakteru karbonylové skupiny.
V poslednim kroku limitujicimu rychlost enzymové reakce, dochazi k aktivaci molekuly
vody glutamatovym zbytkem (= obecnd baze) a k naslednému nukleofilnimu ataku
acyl-sirné vazby za odstépeni aminokyseliny. Redukovany koenzym poté oddisociuje

z aktivniho mista (Tylichova et al., 2007).

Obr. 3: Schéma reakéniho mechanismu AMADH: 1: Substrat (zndzornén APAL) je
nukleofilné atakovan SH- skupinou cysteinového zbytku za vzniku thiohemiacetalového
meziproduktu. 2: Pfenos protonu z tohoto meziproduktu na NAD® za vzniku NADH
a thioesteru. 3: Hydrolyza thioesteru za uvolnéni odpovidajici aminokyseliny (B-alanin).
4: Uvolnéni NADH z aktivniho mista a pfipadné navazani dalSiho NAD". (Tylichova et
al., 2007).
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2.4 Substraty a produkty AMADH reakce

Jiz bylo zminéno, Ze ALDH se u€astni fady metabolickych procesu. Pocinaje
degradacni drahou lysinu vedouci k biosyntéze karnitinu - kdy methylaci vznikly
N,N,N-trimethyllysin je enzymovym pusobenim e-N-trimethyllysinhydroxylasy (EC
1.14.11.8) nejprve hydroxylovdn na B-hydroxytrimethyllysin a posléze Stépen
specifickou aldolasou na glycin a N,N,N-trimethyl-4-aminobutyraldehyd. Katalytickym
pusobenim TMABALDH (EC 1.2.1.47) vznika dale y-butyrobetain, jehoz hydroxylaci
ziskame zminovany L-karnitin (Hulse et al., 1978). Kinetickd a strukturni studie
izoenzymu PsAMADH1 a PsAMADH2 hrachové AMADH doklada jejich schopnost
katalyzovat oxidaci TMABAL na y-butyrobetain, ¢imZ se tak otevira moznost podilu
AMADH v biosyntetické drdze karnitinu u rostlin (Tylichova et al., 2010). Biologicky
zajimavy je L-karnitin, coZ je latka, podilejici se na transportu aktivovanych mastnych
kyselin (acyl-CoA) z cytosolu do mitochondrii. Takto pfenesené acyly jsou nasledné
degradovany v procesu B-oxidace.

Neméné dulezitou drahou je pak metabolismus cholinu, kdy oxidaci ferredoxin
dependentni cholinmonooxygenasou (CMO, EC 1.14.15.7) je vznikly betainaldehyd,
za katalyzy betaindehydrogenasou (BADH, EC 1.2.1.8), odbouravan na glycinbetain
(obr. 4), (Brouquisse et.al, 1989). V pfipadé nékterych organismu (napf. Arthrobacter
globiformis), muze byt syntéza glycinbetainu z cholinu zprostfedkovana pouze jednim
enzymem - cholinoxidasou (COD, EC 1.1.3.17), (Ikuta et al., 1977).

Glycinbetain zastava v organismech fadu funkci - jedna se napfiklad o vysoce efektivni
osmoprotektant, slouzici jako ochrana viaé&i osmotickému stresu (Courtenay et al.,
2000). Daéle je donorem methylu pro syntézu methioninu, ma dulezity podil

na stabilizaci thylakoini membrany v chloroplastech (Ashraf & Foolad, 2007), aj.
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Obr. 4: Schéma biosyntetické drahy glycinbetainu: Dvoustupfiova oxidace cholinu
na glycinbetain za vyuZiti ferredoxin dependentni cholinmonooxygenasy (CMO)
a betainaldehyddehydrogenasy (BADH), (McNeil et al., 1999).

Velmi vyznamnou roli pak plni AMADH pfi degradaci polyaminl, kdy
w-aminoaldehydy vzniklé vtéto draze jsou pfevadény na w-aminokyseliny. Tato

problematika bude proto popsana detailnéiji.

2.4.1 w-Aminoaldehydy

w-Aminoaldehydy vznikaji jako primarni produkty v procesu oxidaéniho
odbouravani polyamint za katalyzy chinoproteinovymi aminooxidasami (CAO, EC
1.4.3.22) nebo flavoproteinovymi polyaminooxidasami (PAO, EC 1.5.3.17). Obvykle
homodimerni CAO, obsahujici v aktivnim misté kaZzdé z podjednotek méd
a topachinonovy kofaktor, atakuje v reakci primarni aminoskupinu polyaminu (Sebela
et al., 2001; Tylichova et al., 2007). Po odstépeni vzniklého aminoaldehydu je
redukovany kofaktor reoxidovan za uvolnéni peroxidu vodiku (Schwartz et al., 2000).
Nejvhodnéjsimi substraty pro rostlinou CAO jsou diaminy putrescin (butan-1,4-diamin)
a kadaverin (pentan-1,5-diamin), jejichZz oxidaci vznika ABAL resp. 5-aminopentanal
(5-aminovaleraldehyd, AVAL). Enzymy z lusténin také efektivné oxiduji spermidin
[N-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin], agmatin [N-(4-aminobutyl)guanidin] a spermin
[N,N"-bis-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin] (Medda et. al., 1995).
Nékteré w-aminoaldehydy nésledné spontanné cyklizuji do relativné stabilnich
sloucenin (obr. 5), jiné (popf. jejich degradaéni produkty) jsou ale zna¢né reaktivni,

maji proto cytotoxické uc€inky (Tylichové et al., 2007).
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Obr. 5: Schéma oxidace polyaminu rostlinnou CAO s naslednou spontanni cyklizaci
(Tylichova et al., 2007).
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V pfipadé monomerni PAO, ktera v aktivnim misté obsahuje nekovalentné
vazany FAD, je degradace katalyzovana na sekundarni aminoskupiné polyaminu, a to
budto z vné&jsi nebo vnitini strany. Zivo&isné PAO katalyzuji oxidaci z vnéjsi strany
- v pfipadé SPM vznika SPD, H,0, a APAL; degradaci SPD je opét uvoliovan APAL
a H,0,, tfetim produktem je ovSem PUT. Je-li uhlik oxidovan z vnitfni strany (zejména
PAO rostlin), tvofi se ze SPD 4-aminobutanal, narozdil od SPM, kdy vznik&
[4-(3-aminopropylamino)-butyraldehyd] (APBAL), spoleénymi produkty jsou dale
peroxid vodiku a propan-1,3-diamin, jak je shrnuto v recentni publikaci Tylichova et al.
(2007).

Bylo zjisténo, Ze i nékteré rostlinné PAO jsou schopny katalyzovat pfeménu SPM na
SPD a také degradovat norspermin na norspermidin. Uvedena vlastnost byla popsana

napfiklad pro AtPAOL rostliny Arabidopsis thaliana (Tavladoraki et al., 2006).

Mezi nejvyznamnéjSi w-aminoaldehydy v této oblasti se zafazuji APAL a ABAL.

2.4.1.1 APAL

3-Aminopropanal je obecné znam predevSim diky svym cytotoxickym u¢inktm,
vyskytuje se napfiklad v ischemické tkani. Zpusobuje apoptosu a nekrosu neuronu
véetné gliovych bunék. Pfi¢inou je pravdépodobné protrzeni lysozomu v dusledku
intralysozomalni akumulace 3-aminopropanalu. Nasledné uvolnéni lysozomalnich
enzymu vede k aktivaci kaspas a apoptose buriky (Li et al., 2003).
K hromadéni 3-aminopropanalu v mozku exprimentalnich zvifat, doslo kratce po
nastupu mozkové ischemie. Podobné zvySeni bylo rovnéz nalezeno v mozkomisni
tekutiné pacientt s CNS ischemii, a to v koncentracich pfimo souvisejicich s rozsahem
ischemické léze (Ilvanova et al., 1998). RozSifeni cytotoxini v mozkové tkani mimo
hlavni ischemické loZisko zpusobuje jeho znaéné poskozeni (Ivanova et al., 2002).

Oxidaci 3-aminopropanalu ziskame B-alanin, znamy také jako prekurzor
karnosinu (B-alanyl-L-histidin). Karnosin zastava v organismu fadu dulezitych funkci,
pfedevsim se jedna o aktivator myosinové ATPasy (Tiedje et al., 2010). Vyznamna je
vSak i jeho antioxidaéni schopnost - zejména viéi hydroxylovym radikalim (Aruoma et
al., 1989), kdy pfipadn& oxidace esencialnich mastnych kyselin, proteina a nukleovych
kyselin buriky vede k jejimu poSkozeni az bunééné smrti (Kil et al., 1996). Nedavné
vyzkumy, mimo jiné, poukazaly na schopnost karnosinu inhibovat rust bunééné kultury,
izolované z lidskych mozkovych nadorovych bunék (Renner et al., 2008).

U Zivoc€ichu a nékterych druhl baktérii je B-alanin tvoren také degradaci uracilu,

kdy enzymatickym pusobenim dihydropyrimidindehydrogenasy (EC 1.3.1.2) vznikly
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dihydrouracil je hydrolyticky odbouravan na N-karbamoyl-B-alanin, ze kterého reakci
katalyzovanou B-ureidopropionasou (EC 3.5.1.6), vznikd zminény B-alanin (Brown
& Turan, 1995).

B-alanin je déle soucasti koenzymu A, respektive kys. pantotenové (vitamin Bs),
syntetizované ATP dependentni kondenzaci B-alaninu s pantoatem za katalyzy
pantotenatsynthetasy (EC 6.3.2.1), (Miyatake et. al., 1976; Raman & Rathinasabapathi,
2004). Nedostatek pantotenatu vede ke kfe¢im, zvraceni, bolestem bficha,
doprovazenych nespavosti a snizenou imunitou (Vandamme, 1992). Thioestery
koenzymu A maji podstatny vyznam v metabolismusu lipidd, aminokyselin, syntéze
steroidl a také v citratovém cyklu (Raman & Rathinasabapathi, 2004). V soucasnosti je
B-alanin zkouman i jako pravdépodobny neurotransmiter (Tiedje et al., 2010).

B-Alaninbetain, vznikly S-adenosylmethionin dependentnimi N-methylacemi
B-alaninu, je znam pro své osmoprotektantni (¢inky, zejména u rostlin rodiny
Plumbaginaceae, u nichZz pravdépodobné zvySuje toleranci vuéi zasoleni a hypoxii
(Rathinasabapathi et al., 2000; 2001).

2.4.1.2 ABAL

Jednou z vyznamnych vlastnosti 4-aminobutanalu (ABAL) je jeho oxidace
probihajici za  pfispéni NAD® dependentni  dehydrogenasy  (AMADH),
na neproteinogenni y-aminobutanovou kyselinu, znamou také pod zkratkou GABA
(Friedrich & Magasanik, 1979). Ta hraje vyznamnou ulohu v fadé procesu, tykajicich
se prokaryotnich a eukaryotnich organismu (viz nize). U vySSich rostlin je primarni
reakci syntézy jmenované kyseliny a-dekarboxylace L-glutaméatu za katalyzy
glutaméatdekarboxylasou (EC 4.1.1.15), (Satya Narayan & Nair, 1990). Jako dalSi
variantu vzniku mdzeme uvést bakterialni guanidinobutyrasu (EC 3.5.3.7), katalyzujici
hydrolyzu 4-guanidinobutyratu na GABA a mocovinu (Yorifuji et al., 1992).

U rostlin, které byly vystaveny stresové zatéZi (napf. chlad, sucho, mechanické
poSkozeni) dochazi k vyraznéjSimu hromadéni GABA. Jednou z pficin této akumulace
muze byt, vzhledem ke vzniklé acidifikaci cytoplasmy, stimulace aktivity cytoplasmové
Ca**/kalmodulin dependentni glutamatdekarboxylasy s pH optimem cca 5,8. Tato cesta
za produkce GABA, tak muZe zéroven pfispivat k regulaci pH, nebot’ protony jsou
zminénou pfeménou spotiebovavany (Tylichova et al. 2007; Shelp et al., 1999).
Typicky je také pokles pH cytosolu v dusledku nedostatku kysliku, jenz je hlavnim
stresujicim faktorem zaplavenych pud (Kinnersley & Turano, 2000). V pfipadé
mechanického poskozeni, které bylo studovano u semenackt hrachu, koreluje nejvyssi

koncentrace kyseliny y-aminobutanové s maximalni aktivitou AMADH, &imz tak - pfi
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zminéné stresové situaci - pravdépodobné i ona zasahuje do syntézy GABA
(Petfivalsky et al., 2007).

Cyklické formy ABAL a AVAL, tj. A'-pyrrolin a A'-piperidein jsou znamy také jako
meziprodukty tvorby nékterych rostlinnych alkaloidu (Tylichova, et al., 2007). Nedavno
bylo zjisténo, Ze ABAL je vychozi slou€eninou pro syntézu 2-acetyl-1-pyrrolinu (2AP),
ktery je hlavni slozkou zodpovédnou za typickou vuni aromatickych odrud ryZze jako
jsou indicka Basmati a jasminova ryZe z Thajska (Bradbury et al., 2008), dale je spolu
zodpovédna za aroma jinych potravin - napfiklad p3eniéného a Zitného chleba
(Schieberle & Grosch, 1985), zeleného ¢aje (Kumazawa et al., 2002) aj.

V Zivocisné fisSi je GABA vyznamna prfedevsim jako inhibiéni neurotransmiter
v centralnim nervovém systému, dale se napfiklad G¢astni pfi agregaci krevnich
desticek, akrozomalni reakci spermii a také inhibice migrace bunék karcinomu tlustého
stfeva, ¢ehoz snad bude moZno v budoucnu vyuZzit k potlageni invaze a metastazovani

riznych typu rakoviny (Ortega, 2003).

3 Betainaldehyddehydrogenasa

Betainaldehyddehydrogenasa (BADH, betainaldehyd: NAD" oxidoreduktasa, EC
1.2.1.8), enzym nalezici do nadrodiny nefosforylujicich ALDH, dostal svuj nazev diky
schopnosti ireverzibilni NAD(P)*-dependentni oxidace betainaldehydu na glycinbetain®.
Vhodnymi substraty jsou dale TMABAL, APAL, ABAL a v neposledni fadé nékteré
tercialni sulfoniové slouéeniny, jakym je i 3-dimethylsulfoniopropionaldehyd, jehoZz
oxidaci vznika osmoprotektant 3-dimethylsulfoniopropionat (Mufioz-Clares et al., 2010;
Trossat et al., 1997).

BADH byla purifikovana a charakterizovana z fady organismu. Z rostlin uvedme
BADH Spenéatu (Spinacia oleracea L.) (Pan, 1988), se subcelularni lokalizaci
majoritniho izoenzymu v chloroplastech a minoritniho v cytosolu (Weigel et al., 1986).
O intracelularni lokalizaci jeémenné BADH, jejiz ¢aste€na purifikace byla uskute¢néna
vroce 2001 (Nakamura et al.,, 2001), bylo pojedndno v kapitole 2.2. Posledni zde
zminénou rostlinnou BADH bude BADH z ovsa (Avena sativa), jejiz izolovany
homodimerni enzym s molekulovou hmotnosti podjednoky 61 kDa, byl schopen mimo
oxidace BAL, APAL, ABAL katalyzovat pfeménu GBAL (Livingstone et al., 2003).

V pfipadé mikroorganismu nesmime opomenout bakterii Pseudomonas

aeruginosa (detailné&jsi popis v nasledujici kapitole), jejiz PaBADH byla purifikovana

° rovnice syntézy glycinbetainu z betainaldehydu byla uvedena v kapitole 2.4
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(Velasco-Garcia et al.,, 1999) a posléze i krystalizovana - za aerobnich podminek
v pfitomnosti 2-merkaptoetanolu, glycerolu, NADP* a K" ionti (Gonzalez-Segura et al.,
20009).

Z Zivo€ichu muzeme vzpomenout purifikaci mitochondrialni BADH z krysich jater
(Chern & Pietruszko, 1999).

3.1 Betainy

Betainy, derivaty aminokyselin s plné methylovanym atomem dusiku, se fadi
mezi tzv. kompaktibilni osmolyty (osmoprotektanty), jenZz se podileji v odpovédi
organismu pfi vystaveni abiotickému stresu (jako je napf. nedostatek vody, zasoleni
pudy, chlad, pusobeni vysokych teplot aj.). Mezi jejich hlavni ulohy v bufce patfi
zvySovani cytoplasmatického osmotického tlaku a dale stabilizace nékterych proteinu
a membran pravé v reakci na nepfiznivé koncentrace soli - kdy pfitomnosti téchto
osmoprotektantt je zabezpe€en kontakt povrchu proteinu se solvataéni vrstvou vody,
vedouci k zachovani pfirozené struktury proteinu v dusledku zamezeni denaturaéniho
acinku soli (McNeil et al., 1999; Hanson et al., 1985). Jedn& se o latky netoxické a to
i pfi zvySené koncentraci, pfi¢emz za fyziologického pH jsou neutrdlni (Livingstone et
al., 2003).

Nékteré rostlinné plodiny postradaji schopnost vyraznéjSi akumulace betainu
nebo jinych osmoprotektantl. Tato skuteénost je duvodem aktualniho zajmu védcu
Z oblasti genového inZenyrstvi, kdy vloZzenim genu pro syntézu BADH, je moZno docilit
zvySené tolerance k suchu, zasoleni a jinym stresovym udélostem (McNeil et al.,
1999). Budeme-li konkrétnéjsi: ryZe je rostlinou pfirozené neakumulujici glycinbetain,
tfebaZe vlastni geny pro syntézu BADH (BADH1, BADH2), je vysledn& exprese tohoto
enzymu pomérné nizka (Nakamura et al., 1997), navic BADH1 m& o mnoho vySsi
afinitu vuéi ABAL (K., = 498 pM) nez pro betainaldehyd (K., = 3233 uM) (Bradbury et
al.,, 2008). Transgenni ryZze, s genem jeémenné BADH, byla schopna efektivngji
pfemeénovat vysoké exogenni koncentrace betainaldehydu na glycinbetain, ve srovnani
s netransformovanymi rostlinami. Ve vysledku ved| narust koncentrace glycinbetainu,
u takto upravenych rostlin, k vyraznéjSi toleranci vuéi zasoleni, chladu a tepelnému
stresu (Kishitani et al., 2000). Zasoleni pudy patfi k hlavnim stresujicim faktoram
zemédélstvi - pfispivd k nému napfiklad nadmérné pouZzivani hnojiv (Zhu, 2001).
Transgenni mrkev exprimujici BADH, je schopna rust i v pfitomnosti NacCl
o koncentraci vysSi jak 400 mM, coZ je zatim nejvySSi Uroven tolerance soli u takto

geneticky modifikovanych plodin (Kumar et al., 2004).
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4 Inhibice AMADH, BADH

V8echny nespecifické sav€i ALDH se fadi mezi sulfhydrylové enzymy (Perozich
et al., 2000), stejné jako rostlinné BADH (Weretilnyk et al., 1990), mikrobialni ABALDH
a GBALDH (Yorifuiji et al., 1986) aj. Volnd SH- skupina v aktivnim misté enzymu je tedy
hlavnim voditkem v hledani novych inhibitora.

Homogenni AMADH izolovana ze semenacku hrachu, o niz bylo pojednano
v oddile 2.1, byla studovéna také z pohledu inhibice. Silny inhibi¢ni efekt vykazovala
sulfhydrylovd ¢€inidla - 4-chlormerkuribenzoan a N-methylmalenimid, atakujici
cysteinovy zbytek v aktivnim misté. Slabsi inhibice pak byla pozorovana u chelata¢nich
¢inidel (1,10-fenanthrolin, 2,2"-bipyridyl aj.), nékterych aldehydu (acetaldehyd,
acrolein), amint a aminoalkoholu (tab. 1). Je tedy mozno predpokladat, Ze zminény
enzym pravdépodobné nevyuZiva kovovych iontl, jako Kkatalytickych kofaktoru
- vzhledem Kk relativné vysoké koncentraci chelataéniho €inidla a slabého inhibi¢niho
efektu. Inhibice enzymu nebyla prokdzana v pfitomnosti 1,4-diaminobutan-2-onu,
aminoguanidinu, 1,3-diaminoacetonu a propan-1,3-diaminu, a to ani pfi koncentraci
10 mM (Sebela et al., 2000).

Tab. 1: Vysledky spektrofotometrického méfeni aktivity AMADH po inkubaci
s jednotlivymi inhibitory. Pouzitym substratem byl APAL. Specificka aktivita
105 nKat.mg™ nativni (neinhibované) AMADH byla brana jako 100% (Sebela et al.,

2000).

Inhibitor Koncentrace (mM) Rezidualni aktivita enzymu (%)
4-Chlormerkuribenzoan 0,1 0
N-Ethylmalenimid 0,1 6
2,2"-Bipyridyl 1,0 45
1,10-Fenanthrolin 1,0 67
Diethyldithiokarbamat sodny 1,0 71
8-Hydroxychinolin 1,0 75
Akrolein 1,0 42
Acetaldehyd 1,0 60
3-Methylbut-2-enal 1,0 53
Arkain 1,0 37
1-Propylamin 1,0 81
2-Aminobutan-1-ol 1,0 85
4-Aminobutan-1-ol 1,0 80

Vyznamné jsou studie zaméfujici se na inhibici BADH resp. PaBADH lidského
oportunniho patogenu Pseudomonas aeruginosa. Tato gramnegativni baktérie ¢asto
napadéa pacienty trpici cystickou fibrosou (Zierdt & Williams, 1975), infekci mo€ovych
cest (Mittal et al., 2009), dale osoby s oslabenou imunitou, napf. nemoci AIDS

(Mendelson et al.1994), aj. Jeji schopnost rust na cholinu jako jediném zdroji uhliku
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a dusiku (Kortstee, 1970) je mozZno vyuZit pfi potencionalni 1é€bé&. Skute¢nost, Ze
infikované tkané, napfiklad plice, epitlelarni bunky, epitel rohovky a také mocove
sliznice, jsou bohaté na choliny, popf. jejich prekurzory - fosfatidylcholin, acetylcholin
(Pesin & Candia, 1982; Zaldivar-Machorro et al., 2011), vede k zavéru, Ze inhibici
PaBADH lze docilit akumulace toxického betainaldehydu v bakteridlnich burikach
(Sage et al., 1997).

Ireverzibilni inaktivace PaBADH byla, za podminek in vitro a in situ, prokazana
u metabolitd disulfiramu: S-methyl-N,N-diethyldithiokarbamoylsulfoxidu
a S-methyl-N,N-diethylthiokarbamoylsulfonu, kdy byl bakterialni rust zastaven.
V médiu, neobsahujicim cholin, inhibice témito latkami nenastala. Zkoumanymi
slou¢eninami byly také disulfiram a S-methyl-N,N-diethyldithiokarbamoylsulfon, jenz
vyborné inhibovaly v prostfedi in vitro, narozdil od in situ, kde k inaktivaci nedoslo
- pravdépodobnou pfi¢inou byla jejich vysokd reaktivita s méné vyznamnymi
intracelularnimi thioly, coz vedlo k jejich vy€erpani (Zaldivar-Machorro et al., 2011).

V pfipadé BADH laskavce ¢ervenoklasého (Amaranthus hypochondriacus) byla
zjiStovana inhibice produktem. K jejimu prokazani doSlo u NADH, ktery v pfitomnosti
NAD" a betainaldehydu, vykazoval inhibici smiSenou. Druhy produkt BADH reakce
- glycinbetain, enzym neinhiboval, a to ani pfi vysoké koncentraci. Pfi experimentech
s pouzitim AMP jako inhibitoru, za G¢asti betainaldehydu a NAD®, byla inhibice
kompetitivni (Valenzuela-Soto & Munoz-Clares, 1993).

BADH izolovana z E. coli byla efektivné inhibovana nékterymi aldehydy,
obsahujicimi ve své struktufe nepolarni skupiny - pro pfiklad uvedme isovaleraldehyd
(Ki = 0,10 mM), benzaldehyd (K;= 0,70 mM), fenylacetaldehyd (K;= 0,53 mM).

Také N-methylované slou€eniny, jako jsou N-methylglycin (K; = 130 mM),
N-methylethanolamin (K; = 40 mM) aj., vykazovaly inhibici, kterd se vSak projevila
v mendi mife. Uplna inhibice byla prokazana pro HgCl,, ZnCl,
a p-chlormerkuribenzoan. Jodacetat a jodoacetamid enzym inaktivovali také, ale oproti

vySe zminénym, pfi daleko vy3Si koncentraci (Falkenberg & Strgm, 1990).

Jednim z potencionalnich inhibitort aktivity PSAMADH2 studovanym v této
bakalarské préaci byl jiz vyse zmifovany disulfiram (antabus;
bis(diethylkarbamoyl)disulfid), béZzné uzZivany pfi 1é¢bé alkoholismu. Ta spociva
v ireverzibilni inhibici mitochondrialni aldehyddehydrogenasy jater (ALDH2), kdy
pozitim alkoholu dochazi k akumulaci acetaldehydu, vznikajiciho degradaci ethanolu.
Nastava tzv. disulfiram-ethanolovd reakce, ktera byva doprovdzena nevolnosti,

zvracenim, navaly horka, zavrati, bolestmi bficha a tachykardii. Principem |éCby je tedy
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vyvarovani se pfijmu alkoholickych napoju, vzhledem k nasledné nezadouci reakci pro

pacienta (Hempel et al., 1984, Fuller et al., 1986).

Pfi studiu ireverzibilnich inhibici se ¢asto setkavame s grafickym vyjadienim dle
Kitz a Wilsona, uzivaného k zisku kinetickych parametru jako jsou konstanta inaktivace
K|, pfedstavujici koncentraci poZzadovanou pro dosazeni poloviny maximalni inaktivace,
dale rychlostni konstanta inaktivace Kinae, Vyjadfujici maximalni rychlost inaktivace pfi
saturaci enzymu a ty, jeZ je doba potfebna k inaktivaci poloviéniho mnoZstvi enzymu
v pfitomnosti saturaéni koncentrace inhibitoru (Kitz & Wilson, 1962; Lamplot et al.,
2004).
Princip Kitz-Wilsonovy metody vychazi zrovnice (rov. 1) popisujici ztratu aktivity
enzymu v ¢ase - v niz zkratka E(0Q) reprezentuje maximalni enzymovou aktivitu po
preinkubaci v nepfitomnosti inhibitoru a E(t) je maximalni aktivita enzymu po
preinkubaci s inhibitorem za dobu t. Hodnota k., se nazyva zdanliva rychlost
inaktivace (odpovida smérnici, ziskané z primarniho grafu inaktivace pseudoprvniho

fadu, zavislosti In(v/v,) *100 na dobé inaktivace).

rov. 1: |n( E(t)j - kinact [t =k t

E(O) 1+ K| app
I

odtud Upravou ziskdme vztah:

1 1 K

rov. 2: = + '
kapp kinact kinact [ﬁl ]

Vynesenim 1/kqpp v Zavislosti na 1/[1] ziskame pfimku, jejiz pruse¢ik s osou x je roven
-1/K, a prusecik s osou y predstavuje 1/Kinae. Sklon pfimky je roven K/kiae (Maurer
& Fung, 2000; Kitz & Wilson, 1962). Hodnotu ty, pak urime z nasledujici rovnice
(rov.3):

rov. 3: t,;;, = (IN100 -IN50)/ K.

Vynést lze také zavislost t;, na 1/[I], hodnotu K, a ki pak odeCeme zpusobem

zndzornénym na obr. 6 (Purich & Allison, 2000)

=24 -



ty/» (Min)

'1/K| Y t1/2 = 0,693/ kinact

U] (mm

Obr. 6: Kitz-Wilsonovo vyneseni. Znazornéni zavislosti t;, na reciproké koncentraci

inhibitoru pfevzato z Purich & Allison, 2000.
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EXPERIMENTALNI CAST

5 Material a metody

5.1 Biologicky material

V této bakalafské praci byla pouZita transformovana baktérialni kultura
Escherichia coli (BL21 Star) s expresnim vektorem pET28b. Baktérie byly namnozZeny

kultivaci a sklizeny centrifugaci. V této formé byly ziskany od Mgr. Jana Frémmela.

5.2 Chemikalie

1-Amino-3,3-dietoxypropan (Sigma-Aldrich Chemie, Né&mecko); acetonitril
(Sigma-Aldrich Chemie, Némecko); akrylamid (Bio-Rad, USA); B-PER - tj. Bacterial
Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific, USA); Coomassie brilliant blue R-250
(Bio-Rad, USA); dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko); DNAsa (Top-Bio,
Ceska republika); ethanol (Lach-Ner, Ceska republika); fenylmethylsulfonylfluorid - tj.
PMSF (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko); glycerol (Lach-Ner, Ceska republika);
hovézi trypsin (MP Biomedicals, USA); hydrogenuhli¢itan amonny (znacka Fluka;
dodala Sigma-Aldrich Chemie, Né&mecko); chlorid hofeénaty (Lachema, Ceska
republika); chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika); chromatograficky sorbent IDA-
Sepharose (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko); imidazol (zna¢ka Fluka, dodala Sigma-
Aldrich Chemie, Némecko); jodacetamid (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko); kyselina
a-kyano-4-hydroxyskoficova (Bruker Daltonik, Némecko); kyselina chlorovodikova
(Lach-Ner, Ceska republika); L-cystein hydrochlorid (Lachema, Ceska republika);
Laemmliho vzorkovy pufr (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko); lysozym (znaéka: Fluka
analytical, dodala firma Sigma-Aldrich Chemie, Némecko); N,N'-methylenbisakrylamid
(Bio-Rad, USA); N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (Bio-Rad, USA);
nikotinamidadenindinukleotid (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko); persiran amonny
(znacka Fluka; dodala Sigma-Aldrich Chemie, Némecko); proteinovy standard pro
SDS-PAGE (Bio-Rad, USA); RNAsa (Fermentas, Litva), tetraethylthiuramdisulfid
(Sigma-Aldrich Chemie, Némecko); tetramethylthiuramdisulfid (Sigma-Aldrich Chemie,

Némecko), tris(hydroxymethyl)aminomethan - tj. Tris (MP Biomedicals, Francie).
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5.3 Pristroje

Analytické vahy (Sartorius, Némecko); centrifuga CL31R (Thermo Jouan,
Francie); digitalni pH metr (InoLab pH levell, Némecko); digitalni pfedvazky (KERN,
Némecko); elektroforetickd komurka (Bio-Rad, USA); elektromagnetickd michacka
(IKA, Némecko); inkubator (Inkubat 85, Némecko); MALDI-TOF hmotnostni
spektrometr Microflex LRF20 (Bruker Daltonik, Némecko); MALDI ter€ik AnchorChip
600/96 (Bruker Daltonik GmbH, Némecko); magnetickd michacka (IKA, Némecko);
spektrofotometr Beckman DU 7500 (Beckman Coulter, USA); spektrofotometr
BioSpec-nano (Shimadzu, USA); termostat (Grant, UK); tfepacka VXR basic (IKA,
Némecko); ultrafiltraéni zafizeni Amicon (Millipore, USA); vortex (Stuart, UK); vodni
lazen (Grant, UK); zafizeni pro afinitni nizkotlakou kapalinovou chromatografii:
peristaltickd pumpa P3 (GE Healthcare, UK), kolona Co-(ll)-IDA-sepharose, fidici
jednotka a detektor UV1 (GE Healthcare, UK), sbérag frakci SC 100 (Beckman Coulter,
USA), dvoukandlovy zapisova¢ Recorder 2210 (LKB Bromma, Kanada).

5.4 1zolace enzymu PSAMADH?2

Byla provedena lyze bunék vySe uvedené baktériaini kultury E. coli.
K rozmrazenému peletu ziskanému centrifugaci bylo napipetovano 2,50 ml
resuspendujiciho pufru o slozeni: 1,25 ml 400 mM Tris-HCI pH 8.0, 250 yl 400 mM
MgCl,, 150 pl inhibitoru proteas (fenylmethylsulfonylfluorid 50 mM v ethanolu) a 850 ul
deionizované H,O. Po promichani na vibraéni tfepacce bylo k suspenzi pfidano 2,50 mli
extrakéniho ¢inidla B-PER (Bacterial Protein Extraction Reagent). Obdobnym
zpusobem byla smés protfepana a ponechana 10 minut stat pfi pokojové teploté. Po
pfidani 0,3 ml lysozymu (50 mg/ml), inkubaci 30-60 min, doSlo ke zgelovaténi vzorku.
Do této soustavy bylo napipetovano 5 ml deionizované vody, 20 pl RNAsy (10 pg/ml)
a 10 yl DNAsy1 (10 IU/ul), nasledovalo promichani (5x obracenim zkumavky). DalSim
krokem byla inkubace vzorku a to 30 minut pfi 37 . Poté bylo pfidano 1,25 ml 1 M
NaCl a 1,37 ml 50 % glycerolu. Centrifugace byla provedena v Nalgene kyvetach
- 30 minut, pfi 12000 g a 10 . Supernatant byl pfenesen do nové uzaviratelné
zkumavky, zmrazen a dalSi den podroben purifikaci pomoci afinitni chromatografie.

Pro afinitni chromatografii byla pouZzita kolona naplnéna Co(ll)-IDA-Sepharosou
(2,5 x 10 cm). Po ekvilibraci ekvilibraénim pufrem (obsahujicim 20 mM Tris-HCI pH 8.0,
100 mM NaCl, 10 mM imidazol a 5% (v/v) glycerol) byl na kolonu nanesen vzorek.
DalSim promyvanim timto pufrem doSlo k odstranéni balastnich proteint. Nasledné byl

zachyceny protein vymyt eluénim pufrem o stejném sloZeni av3ak s navysenou
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koncentraci imidazolu 250 mM. Rozsah detektoru: Abs 0,05; nastaveni zapisovace:
0,1V, prutok pfi nanédSeni byl 1-1,5 ml/min, pro eluci 1,5-2 ml/min.

V dalSim kroku doSlo k zahusténi eluatu ultrafiltraci na ledové lazni v komarce
Amicon 8200 (Millipore, USA) s aplikaci pozitivniho tlaku inertniho plynu - dusiku,
1 bar. Po zredukovani objemu bylo ke vzorku pfidano 50 ml pufru o sloZzeni 20 mM
Tris-HCI pH 8.0 s obsahem glycerolu 3 %. Opakovanim tohoto kroku do3lo k odsoleni

vzorku, nasledné byla smés rozpipetovana a zamrazena (Tylichova et al., 2008).

5.5 Kineticka m éreni

Princip niZze uvedenych kinetickych méreni spociva v detekci redukovaného
koenzymu NADH, vzniklého pfeménou NAD® v pfitomnosti substratu APAL za
katalytického  G€inku  enzymu  PsAMADH2.  Stanoveni byla provadéna
spektrofotometricky na pfistroji Beckman DU 7500 pfi vinové délce 340 nm (Sebela et
al., 2000).

5.5.1 Stanoveni aktivity PSAMADH?2

Fotometrické stanoveni katalytické aktivity enzymu je zaloZzeno na skute€nosti, Ze
zména koncentrace substratu ¢i produktu reakce za jednotku &asu je pfimo Umérna
zméné absorbance za stejny €asovy interval (Vodrazka et al., 1991). Jestlize neni
produkt ani reaktant schopen absorpce ve viditelné nebo ultrafialové oblasti spektra je
nutné vyuzit nepfimych metod.

Vztah absorbance a koncentrace stanovované latky je definovan Lambert-Beerovym
zakonem (rov. 4), kde A - je absorbance, &£- molarni absorpéni koeficient (pro

NADH = 6220 I.mol™.cm™) a d - tloustka absorbujici vrstvy (cm).

rov. 4: A=¢lcld

Vzorec pro vypocet aktivity enzymu (v katalech) ziskame Upravou vySe uvedeného
vztahu. Jeden kat je charakterizovdn jako mnoZstvi enzymu, katalyzujici pfeménu
jednoho molu substratu za vtefinu.
rov. 5: a[kat] =44 DV—
At 0
Méfeni enzymové aktivity bylo provadéno za laboratorni teploty 21-23 <.
Reakéni smés obsahovala 1850 pl 0,1622 M® Tris-HCI pufru (pH 9.0), jehoZ teplota

byla vytemperovana na 25 C, dale 30 pl deionizované vody, 50 yl 20 mM NAD"

4 koncentrace pouZzita pro dosazeni 0,15 M konc. Tris-HCI v kyveté
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a 20 pl 10x fedéného enzymu PSAMADH2 o puvodni koncentraci 3,4 mg/ml. Po
vynulovani pfistroje byl do systému pfidan substrat APAL o objemu 50 pl a koncentraci
100 mM ¢&imZ byla nastartovana reakce (uvedeny aldehyd byl ziskan z diacetalu
1-amino-3,3-dietoxypropanu, ktery byl podroben kyselé hydrolyze v prostiedi 0,4 M
HCI). Méfeni probihalo za stalého michani s detekci po 6 sekundovych intervalech po

dobu 3 minut.
5.5.2 Experimentalni ur €eni Ky, a Viim

Michaelisova konstanta (K.), definovana jako konstanta polovi¢ni saturace,
vyjadfuje koncentraci substratu, pfi niz je rychlost enzymové reakce rovna poloviné
rychlosti limitni (Vym). Zaroven ji povazujeme za miru afinity enzymu vuéi substratu
enzymu (Macholén, 1979).

Méfeni bylo provadéno obdobnym zpusobem - za laboratorni teploty, kdy
k 1850 pl Tris-HCI pufru (pH 9.0) s vyslednou koncentraci 0,15 M v kyveté a s teplotou
vytemperovanou na 25 °C, bylo pfidano 10 ul vySe uvedeného 50x fedéného enzymu,
40 pl deionizované vody a 50 ul 20 mM NAD®, nasledovalo vynulovani pfistroje
a pridavek substratu APAL vzdy 50 ul v rozsahu vyslednych koncentraci 2,5-500 yuM.

Mé&reni probihalo za stalého michani s detekci po 6 sec intervalech po dobu 3 minut.

5.5.3 Casova inaktivace enzymu

Pro tuto bakalafskou préaci byly za potencionalni inhibitory enzymu PSAMADH2
vybrany nasledujici slouceniny: tetramethylthiuramdisulfid (TMTDS)
a tetraethylthiuramdisulfid (TETDS).

Rozpoustédlem byl v pfipadé TMTDS 96% (v/v) ethanol; TETDS byl z divodu
precipitace inhibitoru rozpustén v dimethylsulfoxidu (DMSO).

Byla pfipravena reakéni smés pro sérii méfeni s danou koncentraci inhibitoru, ze
které byl, v prub&hu inkubace pfi 25 € po zvolenych &asovych intervalech, odebiran
alikvotni podil, dale podrobeny spektrofotometrickému stanoveni.

Pro jedno méfeni se inkubaéni smés sestavala: z 1850 ul 0,1622 M pufru Tris-HCI
pH 9.0 (pfi praci s TETDS bylo do pufru z davodu jiz zminéné precipitace pfidano
DMSO 2% (v/v)), 20 ul 10x fedéného enzymu, 30 ul inhibitoru v rozsahu koncentraci
v kyveté 0-150 uM, kdy v pfipadé kontroly byla pouZita deionizovani voda a 1 pl
20 mM NAD" (z duvodu tepelné nestability enzymu). Po inkubaci bylo do kyvety
prfidano 49 pl 20 mM NAD®, nasledovalo vynulovani spektrofotometru. Reakce byla

nastartovana 50 ul substratu o konc. 100 mM.
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5.5.4 Stanoveni rozd élovaciho pom éru (,partition ratio“)

Rozdélovaci pomér (r) vyjadfuje pocet molekul inhibitoru, jenZ je potfebny
k inaktivaci jedné molekuly enzymu. Uréime jej z grafického vyjadfeni rezidualni aktivity
enzymu v zavislosti na poméru koncentraci [inhibitor]/[enzym]. Cislo odeétené
z pruseciku osy x prfimkou, ziskanou prolozenim vhodnych hodnot grafu (pfed
zakfivenim), je rovno r+1 (Kent et al., 1999).

Smési obsahujici vhodné zvolené koncentrace inhibitoru (rozsah v kyveté:
TETDS 0-60 uM a TMTDS 0-150 pM) byly inkubovany pfi 25 T po dobu 30 minut
v pfipadé TMTDS, ¢i 90 minut u TETDS. Nasledné doslo k spektrofotometrickému

proméreni smési (mnoZstvi reagencii je shodné s oddilem 5.5.3).

5.5.5 Ireverzibilita inhibice

Inhibitory jsou latky sniZujici rychlost enzymové reakce, jinymi slovy zapfi€ifuji
pokles enzymové aktivity. Na zakladé pevnosti vazby vuc¢i enzymu je mozné je zaradit
do dvou skupin - irreverzibilni a reverzibilni. V pfipadé reverzibilnich inhibici Ize aktivitu
enzymu obnovit napf. zvySenim koncentrace substratu, dialyzou apod. Ireverzibilni
inhibitory (inaktivatory) naopak blokuji aktivitu enzymu nevratné, tvorbou pevného
komplexu enzym - inhibitor (Macholan, 1979).

Smés v mikrozkumavce se skladala z 200 yl 10x fedéného enzymu, 700 pl

0,1622 M pufru Tris-HCI (pH 9.0), 50 pl 10 mM inhibitoru a 50 yl 20 mM NAD". Po
dvouhodinové inkubaci (25 C) byla tato soustava po drobena dialyze, v prostfedi pufru
Tris-HCI (pH 8.0) s 3% pridavkem glycerolu, do dalSiho dne.
Nasledné spektrofotometrické méreni bylo provedeno se 100 pl dialyzaéni smési (toto
mnozstvi odpovidalo koncentraci enzymu v kyveté, s niZ bylo pracovano ve vyse
uvedenych pfipadech), k ni bylo déale pfidano 1800 pl 0,1622 M pufru Tris-HCI (pH 9.0)
a 50 pl 20 mM NAD". Po vynulovani pfistroje byla reakce iniciovana pridavkem 50
100 mM substratu APAL.

5.6 Uréeni koncentrace enzymu

Koncentrace PSAMADH2 byla stanovena na pfistroji BioSpec-nano (Shimadzu).
Tento spektrofotometr pracuje s extrémné nizkymi objemy vzorku (1-2 pl) v rozsahu
vinovych délek (220-800 nm).
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Pomoci Edelhochovy metody byl, ze znalosti aminokyselinové sekvence proteinu,
spoéten extinkéni koeficient (g,g0= 1,823.10° M*cm™)®, jehoZ hodnota je potfebna pro
samotné stanoveni. Po vynulovani spektrofotometru byl enzym (10x fedény) v objemu
2 pl nanesen na €o€ku pfistroje (optickd dréaha pro toto mnozZstvi byla 7 mm)

a proméfen pfi vinové délce 280 nm.

5.7 SDS-PAGE

Jednd se o elektroforetickou separaéni techniku, jejiz princip spociva v rozdilné
rychlosti migrace ¢astic v elektrickém poli. Pfitomnosti detergentu, dodecylsulfatu
sodného (SDS), ziskavaji €astice uniformni naboj - jejich pohyblivost tak zavisi
zejména na velikosti, resp. molekulové hmotnosti.

Vzorek tvoreny 20 pl 10x fedéného enzymu, 1 pyl NAD" a 30 ul inhibitoru (TETDS;

TMTDS o vhodné koncentraci uréené zrozdélovaciho poméru r), popf. 30 l
deionizované vody (kontrola) byl, po dvouhodinové inkubaci pfi 25 C, smisen se
stejnym objemem Leammliho vzorkového pufru (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)
Smés byla poté promichana a nasledné podrobena péti minutové tepelné dentauraci
pfi 100 C.
Kazdy z téchto vzorku byl dale rozdélen na dva podily o objemu 50 pl. K prvni &asti
bylo pfidano 15 pl 1 M jodacetamidu, do druhé byl napipetovan stejny objem
deionizované vody. Po pulhodinové inkubaci v temnu byly tyto vzorky podrobeny SDS
PAGE.

SloZeni zaostfovaciho i déliciho gelu je uvedeno v tabulce &. 2. Mezi sklenéné
desky v nalévaci kazeté byl napipetovan délici gel, jenZ byl nasledné prevrstven
n-butanolem. Ten byl po 30-ti minutové polymeraci odstranén. Poté byl nanesen pas
zaostfovaciho gelu, zasunut hfebinek a soustava byla opét ponechana cca 30 minut
stat. Po preneseni do elektroforetické komdarky, zaliti elektrodovym pufrem (0,025 M
Tris, 0,192 M glycin, 0,1 % SDS, pH 8.3) bylo do vzniklych jamek napipetovano po
18 ul vySe uvedenych vzorkd a vhodné mnozstvi standardu. Komurka byla pfipojena ke
zdroji elektrického napéti. Po dokonéeni elektroforézy byly pasy vizualizovany
ponofenim do barviciho roztoku ,standard staining coomassie brilliant blue R-250“ pfes
noc, odbarvovani se uskute€nilo vroztoku ,standard destaining“ obsahujicim 7 %

octanu a 5 % methanolu.

¢ hodnota je uvedena pro dimer
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Tab. 2: SloZeni zaostfovaciho a déliciho gelu

Slozky Zaostrovaci gel (4%) Délici gel (12%)
[ml] [ml]

AA/BIS (30%/8%) 0,65 4,00

0,5 M Tris HCI (pH 6.8) 1,25 -

1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) - 2,50

deionizovana voda 2,95 3,20

SDS (10%) 0,10 0,10

APS (10%) 0,06 0,05

TEMED 0,01 0,01

5.8 MALDI TOF

Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (laserova desorpéni ionizace za ucasti
matrice v kombinaci s pruletovym analyzatorem) je metodou hojné vyuZivanou napf.
k separaci biomakromolekul. Jejim principem je nepfim& ionizace vzorku pomoci
matrice, kdy vzniklé ionty jsou analyzovany na zakladé doby letu v zavislosti na
poméru hmoty a naboje (m/z). Tato technika je dale vhodna k identifikaci proteinu, pro

studium interakci (napf. vazba inhibitor-enzym), riznych modifikaci atd.

Po provedeni SDS-PAGE byly vzorky z gelu vyfiznuty a nakrdjeny na kosti¢ky

(velikosti cca 1x1 mm) v mikrozkumavce. Odbarveni gelovych kouskl probéhlo ve
smési 100 mM NH4HCOg;:acetonitril 1:1 (v/v) s inkubaéni dobou 45 min. Poté byl modry
roztok odpipetovan. Nasledné byla provedena redukce a alkylace. Po promyti
deionizovanou vodou byl do mikrozkumavky pfidan acetonitril - zhruba v trojndsobném
nadbytku vaéi gelu, ten byl po 15 minutach dukladné odstranén. Dale byl pfidan 10 mM
dithiotreitol/0,1M NH4,HCO3, v mnoZstvi dosta€ujicim na pokryti gelu. Po 30ti minutovée
inkubaci pfi 56 C byla tekutina odpipetovana. Op &t byl do soustavy vnesen acetonitril
- po jeho odstranéni nasledoval pfidavek roztoku 55 mM jodacetamid/0,1M NH4HCO:;.
Tato smés byla dale 20 min inkubovéana v temnu pfi pokojové teploté. Po odstranéni
roztoku bylo, na dobu 15 min, pfidano 200 pl 0,1M NH4HCO; - ndsledovalo odstranéni
tekutiny, pfidavek acetonitrilu a nakonec vysuseni.
DalSim krokem bylo trypsinové Stépeni, uskute€néné vnesenim smési o slozeni 50 mM
NH4HCO3;, 5 mM CaCl, a 12,5 ng/ul trypsinu s inkubaci pfi 4 T po 30-45 min. Po jeho
odstranéni nasledoval pfidavek 5-25 pl vySe uvedené smési avSak bez obsahu
trypsinu. Inkubace pfi 37 C p fes noc.

MALDI-TOF analyza byla provedena na pfistroji Microflex LRF20 (Bruker
Daltonik, Némecko) s dusikovym laserem (337 nm). Na MALDI tercik byla nanesena

smés: 0,6 ul matrice a-kyano-4-hydroxyskoficové kyseliny (5 mg/ml ve smési
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acetonitril:2,5% kyselina trifluoroctova, 2:1, v/v) a stejny objem vzorku digestu. Po
vysuSeni, kalibraci spektrometru, nésledovala pulsni ionizace laserem o vhodné
intenzité. Ziskana spektra byla vyhodnocena na softwaru FlexAnalysis 3.0 a Biotools
3.2 (Bruker Daltonics), porovnana s internetovou databazi NCBInr pomoci programu
PeptideMass (http://www.expasy.org/tools/peptide-mass.html) a také Mascot (Matrix

Science, London, UK) a vyhodnocena.
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6 Vysledky a diskuze

6.1 Stanoveni kinetickych parametr G enzymu PSAMADH2

Pro stanoveni Michaeilsovy konstanty a limitni rychlosti k zakladni charakterizaci
izolovaného enzymu byl pouzit pfirozeny substrat APAL vrozsahu koncentraci
v kyveté 2,5-500 uM. Vysledky byly graficky vyhodnoceny dle Michaelise a Mentenové
(saturaéni kfivka), Lineweavera-Burka, Eadie-Scatcharda, Hanese-Woolfa

s naslednym porovnanim ziskanych hodnot v tabulce 3.
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Obr. 7: Graf Michaelise a Mentenové. Znazornéni zavislosti specifické aktivity enzymu
(nmol.mg™.s™) na koncentraci substratu (uM). Bilé &tverce poukazuji na inhibici

enzymu substratem, tykajici se rozsahu koncentraci 300-500 uM.
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Obr. 8: Vyneseni dle Lineweavera-Burka (1; 2). Zavislost reciproké specifické aktivity
na reciproké koncentraci substratu. V detailu (2) patrné zakfiveni v dusledku inhibice

substratem (bilé ¢tverce).
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Obr. 9: Eadie-Scatchardovo vyneseni. Zavislost podilu specifické aktivity a

koncentrace substratu na specifické aktivité.
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Obr. 10: Grafické vyjadrfeni dle Hanese-Woolfa, znazorfujici zavislost podilu konc.

substratu a specifické aktivity na koncentraci substratu.
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Tab. 3: Srovnani hodnot K, a Vi, ziskanych z vySe uvedenych grafu

Typ vyneseni Kmn (UM) Vim (NMol.s™.mg™)
Lineweaver-Burk 17,5 128,9
Eadie-Scatchard 18,5 132,7
Hanes-Woolf 19,9 136,1
pramér 18,6 132,6
Tylichova et al., 2010 10 190

Michaelisova konstanta ziskéana z pruméru experimentalnich dat byla rovna 18,6 uM,
limitni rychlost vztazenA na hmotnostni jednotku byla stanovena jako
132,6 nmol.s'.mg®. Data Fadové odpovidaji vysledkim, publikovanym v &lanku
Tylichova et al. (2010), (pro 20 ). Rozdil je dan mirné odliSnymi podminkami méfeni

(teplota) a také byl k dispozici jiny enzymovy preparat.

6.2 Stanoveni koncentrace enzymu
Koncentrace PsSAMADH2 byla stanovena spektrofotometricky na pfistroji
BioSpec-nano (Shimadzu), jeji hodnota &inila 3,4 mg.ml*. Naméfené spektrum
enzymu, v rozsahu vinovych délek 220-320 nm, je uvedeno na obr. 11.

Extinkéni koeficient pro dimerni protein (ess0= 1,823.10° M*cm™) byl uréen pomoci

Edelhochovy metody.
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Obr. 11: Spektrum PSAMADH2. Zavislost absorbance na vinové délce (méfeno s 10x

fedénym enzymem).
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6.3 Inaktivace PSsAMADH2

V této bakalarské praci byly za potencionalni inhibitory PSAMADH2 zvoleny

nasledujici slouc¢eniny:

S CH S CH
= -
\
H3C\N S—s CH, Hsc—\N S—S \_CH3
H3C/ \s — \

HsC S

TMTDS, tetramethylthiuramdisulfid TETDS, tetraethylthiuramdisulfid

TETDS byl vybrén cilené, vzhledem k prokdzané ¢asové inaktivaci pfibuznych BADH,
izolovanych z organismt Amaranthus hypochondriacus a Pseudomonas aeruginosa
(Velasco-Garcia et al., 2003). TMTDS byl zvolen na zékladé analogické struktury.
Vysledky inhibi¢énich méfeni obou slouenin byly graficky vyhodnoceny
znazornénim inhibice pseudoprvniho fadu, Kitz-Wilsonovym vyjadienim a stanovenim
rozdélovaciho poméru. Z nich ziskané hodnoty (K|, Kiact, t12 @ 1) byly porovnany v tab.
4. Ireverzibilita reakce mezi inhibitorem a enzymem byla potvrzena experimentem

popsanym v kapitole 6.4.
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6.3.1 Uprava podminek m é&feni

Jak je patrné z obr. 12, pfitomnost NAD® pfimo vinkubaéni smési vedla
ke znatelnému sniZzeni vlivu TMTDS na aktivitu enzymu. Navdzany koenzym tak
pravdépodobné stéricky brani vstupu inhibitoru do aktivniho mista.

Neni bez zajimavosti, Ze v pfipadé BADH byla inaktivace TETDS v pfitomnosti

NAD(P)" rychlejsi, nez bez koenzymu (Velasco-Garcia et al., 2003).

’g 0,1400 -

c

S

® 0,1200 - 0 (1) Neinhibovany enzym y = 9,23E-04x + 5,22E-03
P B (2) TMTDS + NAD+ o
< 0,1000 1 |A(3)TMTDS

0,0800 -
y = 8,17E-04x - 4,18E-04
0,0600 -

0,0400 +

0,0200
y = -2,98E-06x - 3,04E-04

0,0000
20 40 60 80 100 120

t(s)

-0,0200 -

Obr. 12: Srovnani spektrofotometricky ziskanych dat po 5 minutové inkubaci pfi teploté
25 C. V zavislosti na typu inkuba éni smési bylo do soustavy obsahujici pufr, enzym
a vodu (inhibitor) pfidavano 50 ul 20 mM NAD®, a to budto pfed (2) nebo po (1,3)
pétiminutové inkubaci. Reakce byla posléze zahajena pfidavkem substratu. Koneéna
koncentrace NAD® v objemu 2 ml (po pfidavku vSech reagencii) byla 0,5 mM
a inhibitoru 100 uM.

V prubéhu mérfeni inaktivace v ¢ase vSak bylo zjiSténo, Ze PSAMADH2 je bez
pfitomnosti koenzymu tepelné nestabilni, tj. dochazelo k vyrazné ztraté enzymové
aktivity (obr. 13). Bylo proto nutné zvolit takovou koncentraci NAD", pfi niz byl enzym
jesté dostate¢né stabilni, ale zarovern nebylo branéno v pusobeni inhibitoru.

Za vhodné mnozstvi NAD" v inkubaéni smési byla uréena koncentrace 10,5 uM, coz
predstavuje 1 pul 20 mM NAD" v celkovém objemu soustavy 1901 ul. Zbyvajici objem
NAD" (49 ul) byl spolu se substratem (50 pl) dopipetovan po inkubaci. Celkova

koncentrace NAD" tedy stejné jako u pfedchozich méfeni ¢inila 0,5 mM.
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Obr. 13: Ztrata enzymové aktivity v ¢ase (0, 10, 20, 30, 45, 60 min), inkubace pfi 25
<. Pufr, enzym a voda byly inkubovany v p fitomnosti (1) 50 yl 20 mM NAD", (2) 1 ul
20 mM NAD®, kdy pfidavek druhého podilu koenzymu (49 ul) byl uskute¢nén po
inkubaci, (3) inkubaéni smés neobsahovala NAD", cely objem byl dodan tésné pred
spektrofotometrickym méfenim. Kone¢nd koncentrace NAD® v objemu 2 ml

(po pfidavku vSech reagencii) byla vzdy 0,5 mM.
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6.3.2 Inaktivace PSAMADH2 pomoci TMTDS

Oba inhibitory byly velmi 3patné rozpustné ve vodném prostfedi, jako

rozpoustédlo byl proto v pfipadé TMTDS volen 96% (v/v) ethanol.

TMTDS - PSAMADH2

S W 150 uM
=}
— 4100 uM
~ 51 -
—‘4(_3 A50uM
% 4.6 ®25uM
? © S o . O Neinhibovany enzym
4,1 1 < .
@ O
3,6 - * A
3,1 A
2,6 - .
4
2,1 )
1,6
u
1,1 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

t (min)

Obr. 14: Casova inaktivace pseudoprvniho Fadu. ZAvislost podilu pfirozeného
logaritmu aktivit inhibovaného (a) a neinhibovaného enzymu (a,) na dobé inkubace (pfi
25 C). Hodnota k je korekci na inhibitorem neovlivnény samovolny pokles aktivity
enzymu. Ur€ime ji z podilu aktivity neinhibovaného enzymu v €ase t a aktivity neinhib.
enzymu na pocatku méreni. Rozsah koncentraci TMTDS byl 0-150 yM; doba inkubace
az 60 min (méfeno po 0, 6, 12, 18, 26, 34, 45, 60 min).
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Obr. 15: Kitz-Wilsonovo vyneseni. Zavislost 1/kap, (hodnoty kap, ziskame ze smérnic

primarniho grafu pseudoprvniho Fadu) na reciproké hodnoté koncentrace inhibitoru.
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Obr. 16: Grafické vyjadieni pro stanoveni rozdélovaciho poméru. Podil zbytkové (a)) a
pocateéni aktivity enzymu (a,) v zavislosti na podilu koncentraci inhibitoru a enzymu.
Mé&reni probéhlo po 30ti minutach inkubace, pfi 25 €. Koncentrace inhibitoru ve
vyslednych smésich byla 0, 10, 20, 30, 50, 100 a 150 uM; koneéna koncentrace

enzymu se rovnala 2,95.10° M.
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6.3.3 Inaktivace PSAMADH2 pomoci TETDS

Prace s TETDS bhyla zkomplikovana precipitaci inhibitoru v reakéni smési. Proto
bylo hledano rozpoustédlo, které by zminény efekt minimalizovalo. Prvni volbou byl
96% (v/v) ethanol, ovSem vzhledem k citelnému sraZzeni TETDS, nasledovalo postupné
zvySovani podilu ethanolu také vpufru (aZz 15 %). Ani tento krok vSak nebyl
vyhodnocen za dostateény. Proto byl za rozpoustédlo zvolen dimethylsulfoxid
s kone¢nou 2% koncentraci DMSO v pufru. | pfesto ale bylo nutné snizit koncentraci
inhibitoru na 60 uM, coz byla zarovef nejvys3i hodnota v reakéni smési se kterou se
pracovalo.

TETDS - PSAMADH?2

»
©

»
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/
J

In((a/a,.k).100)

3,8 - A
W10 uM

3,6 || €15uM [m]
A20 UM
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3.4 geo uM o
O Neinhibovany enzym

3,2 T T T T T 1
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t (min)

Obr. 17: Casovéa inaktivace pseudoprvniho fadu. Rozsah koncentraci TETDS byl
0-60 uM; doba inkubace az 60 min ( méfeno po 0, 10, 20, 30, 45, 60 min).
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Obr. 18: Kitz-Wilsonovo vyneseni. Zavislost 1/k,,, na reciproké hodnoté koncentrace

inhibitoru.
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Obr. 19: Grafické vyjadfeni pro stanoveni rozdélovaciho poméru. Méfeni probé&hlo po
90ti minutové inkubaci, pfi 25 €. Koncentrace inhibitoru ve vyslednych sm ésich byla

0, 15, 20, 25, 35, 50 a 60 pM; koneéné koncentrace enzymu se rovnala 2,95.10% M.



6.3.4 Souhrn vysledk U éasové inaktivace

Po porovnani experimentalnich dat (tab. 4) ziskanych zvySe uvedenych
kinetickych zavislosti je zfejmé, Ze TETDS inhibuje PSAMADH2 u¢innéji nez TMTDS.
Tento zavér byl vyvozen zejména z konstanty inaktivace, ktera byla u TETDS fadové
niz§i nez v pripadé druhého inhibitoru. Vysledné hodnoty byly vzhledem k mozné

skryté precipitaci zaokrouhleny.

Tab. 4: Srovnani inhibi€nich dat (TMTDS, TETDS). Konstanta inaktivace K a rychlostni
konstanta inaktivace kit byly ziskdny z grafu Kitz-Wilsona, jak je popséano v kapitole 4
(hodnota ty, pochazi z rovnice uvedené na obr. 6). Rozdélovaci pomér r byl vyjadien

z prusediku osy x pfimkou (obr. 16 a 19) a upraven dle rovnice: prusecik = r+1.

K| kinact t1/2 r
(uM)  (min™)  (min)
TMTDS 741 1,05 0,66 1200
TETDS 18,0 0,03 23,2 1200

V pfipadé publikace tykajici se BADH organismi P. aeruginosa a A.
hypochondriacus, byla sledovana ¢asové zavisla inaktivace disulfiramem, s naslednym
vyhodnocenim rychlostni konstanty inaktivace druhého fadu. U bakteridlni BADH byla
kinetika inaktivace monofazova, pfiéemZ hodnota zmifiované konstanty se rovnala
49 + 0,4 M*'s™ (pro pH 6.9), zatimco u rostlinné BADH se jednalo o dvoufazovy
proces, kdy pro pH = 7.5 bylo dosaZeno hodnot 6,8 + 0.6 M's™" a 0,33 + 0,04 M's™. Pfi
pH 8.8 byla rychlostni konstanta inaktivace druhého faddu PaBADH stanovena
na 1.10° M?s?, coZ je dobfe srovnatelné s konstantou interakce lidské ALDH2
s disulfiramem rovnajici se 840 M™'s™, uréené za podobnych podminek. Pseudoprvni
rychlostni konstanta inaktivace bakterialni BADH v pfitomnosti 50 pM disulfiramu
a 3,7 mM NADP" byla rovna 82,6 + 5,5 .10° min™ av3ak v ptipadé koenzymu NAD,

stejné koncentrace byla rovna 122 + 8,9 .10 min™ (Velasco-Garcia et al., 2003).
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6.4 Ireverzibilita inhibice

Ireverzibilita reakce PSAMADH2 a inhibitoru byla experimentalné potvrzena

spektrofotometricky (obr. 20).
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0.1350 1 |© Neinhibovany enzym
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0,0350 -
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Obr. 20: Ireverzibilini inhibice PSAMADH2. Smés sestavajici se z pufru Tris-HCI
(pH 9.0), inhibitoru, enzymu a NAD® byla, po dvouhodinové inkubaci (25 <€),
podrobena dialyze v Tris-HCI (pH 8.0). Po pfidavku zbyvajicich reagencii byla

spekrofotometricky sledovana zavislost absorbance po dobu 3 min.

Z grafu je patrné, Ze absorbance smési po dvouhodinové inkubaci s inhibitorem
(TMTDS, TETDS) a nasledné dialyze se pohybovaly v oblastech blizkych nule, na
rozdil od vzorku, v némZ inhibitor nebyl pfitomen a jehoz absorbance v ¢ase rostla. Je
tedy zfejmé, Ze enzym byl vazbou inhibitoru ireverzibilné inaktivovan. Ireverzibilita
reakce s disulfiramem byla prokdzana napf. pro aldehyddehydrogenasu izolovanou
z ovCich jater (Kitson, 1975). PFfi lé¢bé& alkoholismu se pak vyuZiva, jiz popsana,
ireverzibilni inaktivace jaterni ALDH2, vedouci k akumulaci acetaldehydu a k tzv.
disulfiram-ethanolové reakci (Hempel et al., 1984). V kapitole 4 byla rovnéz zminéna

ireverzibilni inaktivace disulfiramem pro PaBADH (Velasco-Garcia et al., 2003).
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6.5 SDS-PAGE trypsinové St épeni a MALDI-TOF hmotnostni

spektrometrie

Byla provedena SDS-PAGE s naslednym MALDI-TOF méfenim na pfistroiji
Microflex LRF20 (Bruker Daltonik, Némecko). Cilem bylo objasnit interakci mezi
inhibitorem a enzymem, zapfic¢inujici jeho inaktivaci. Pfedpoklada se, Ze inhibitor se
vaZe na cysteinovy zbytek v aktivhim misté. Laemmliho vzorkovy pufr pro elektroforézu
obsahuje merkaptoethanol, v jehoz pfitomnosti by vSak tato vazba byla Stépena.
Nicméné jsme se zajimali o to, zda nedochazi k modifikaci jinych aminokyselinovych
zbytka.

Smés obsahujici inhibitor, enzym a NAD" (stabilita enzymu) byla po
dvouhodinové inkubaci pfi 25 T smisena s Leammliho vzorkovacim pufrem (1:1). Po
tepelné denaturaci, pfidavku alkylaéniho €inidla jodacetamidu (&i vody jako kontroly),

bylo na polyakrylamidovy gel naneseno po 18 pl z jednotlivych smési (obr. 21).

¢

- — ———
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— -
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Obr. 21: Elektroforéza smési inhibitor-enzym. Jamky: (a,h) proteinovy LMW standard,
jehoZz molekulové hmotnosti odpovidaji: shora 97.0, 66.0, 45.0, 30.0, 20.1 a 14.4 kDa;
(b,c,d) smési s jodacetamidem v poradi: enzym-voda, enzym-TMTDS, enzym-TETDS;
(e,f,h) soustava neobsahujici jodacetamid v poradi: enzym-voda, enzym-TMTDS,
enzym-TETDS. Sirsi bendy v pfipadé jamek (e,f) byly pravdépodobné zpUsobeny
chybou v koncentraci nastalou b&hem manipulace se vzorkem. Teoreticky, ze

sekvence uréena molekulova hmotnost PSAMADH2, €ini pro monomer 58.44 kDa.

Nasledné byly pusobenim trypsinu pfipraveny proteinové digesty pro MALDI

analyzu, a to konkrétné ze vzorku: (b,c) v pfipadé alkylovaného enzymu a (e,f) pro
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nealkylovany  enzym. Hmotnostni  spektrum peptidu z PSAMADH2
alkylovanych jodacetamidem je zndzornéno na obr. 22, bez alkylace pak na obr. 23,

parametry identifikace jsou shrnuty v tabulce 5.
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Obr. 22: Hmotnostni spektra alkylovaného enzymu: (b) smés PsAMADH2-voda, (c) smés PSAMADH2-TMTDS.
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Obr. 23: Hmotnostni spektra nealkylovaného enzymu: (e) smés PsAMADH2-voda, (f) smés PSAMADH2-TMTDS.
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Tab. 5: Parametry identifikace trypsinovych digestl jednotlivych vzorki metodou
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie (peptidové mapovani). Kéd v proteinové
databazi NCBInr pro tento enzym je gi|284055630.

hodnota pocet nalezenych pocet zidentifikovanych )
vzorek | . . pokryti sekvence
skoére peptidl peptid
b 190 32 18 47%
c 219 50 24 60%
e 249 51 27 56%
f 262 42 25 58%

Porovnanim hmotnostnich spekter nebyly pozorovany Zadné modifikace PSAMADH?2.
Interakce mezi cysteinem (jako modelem zbytku aktivniho mista) a inhibitorem
byla sledovana v samostatném experimentu. Vzorek pro MALDI-TOF analyzu sestaval
z TMTDS v methanolu, ktery byl vuéi vodnému roztoku L-cystein hydrochloridu ve
dvacetinasobném molarnim nadbytku. Jako matrice byla pouZzita
a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina (CHCA).
Signdly (iontové species) v hmotnostnich spektrech (1,2) znadzornénych na obr. 24
byly vyhodnoceny nésledovné: pik v oblasti (m/z) 122 odpovida protonizované
molekule cysteinu, pik 172 (m/z) byl uréen jako protonizovana matrice po neutralni
ztraté vody. Samotna [CHCA+H]® odpovida piku 190 (m/z). Pik 241 (m/z) mulze
znazorhovat jak protonizovanou molekulu inhibitoru, tak zvlasté pro spektrum (1),
protonizovany cystin.
Pik 240 (m/z), jenZz by odpovidal protonizované kyselingé 2-amino-3-[(2-
methylpropanthioyl)-disulfanyl]propanové (vzniklé spojenim cysteinu s polovinou
molekuly TMTDS disulfidovou vazbou) neni patrny - pravdépodobné je prekryvan
pikem 241. Zbyvajici piky 212, 228 (m/z) odpovidaji aduktu CHCA se sodnym, resp.
draselnym iontem. V pfipadé piku 379 a 401 (m/z) se pravdépodobné jedna
0 [CHCA+CHCA+H]*, resp. [CHCA+CHCA+Na]".
Piky hmotnostniho spektra (2) v pozicich 150, 267 a 275 (m/z) nebyly pfifazeny
domnélym strukturédm, s nejvétSi pravdépodobnosti se vSak, po srovnani se spektrem

(1), jedn& o souvislost s pfitomnosti TMTDS ve vzorku.
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Obr. 24: Hmotnostni spektra: (1) cystein + CHCA, (2) cystein + TMTDS + CHCA
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7 Zaver

V Gvodu teoretické &asti této bakalarské prace bylo pojedndno o polyaminech
a vyznamu aminoaldehyddehydrogenasy pfi jejich oxidaénim odbouravani.
V  navazujicich kapitolach byly shrnuty poznatky tykajici se enzymu
aminoaldehydehydrogenasy, betainaldehyddehydrogenasy a vlivu inhibitort na tyto
proteiny.

V praktické ¢€asti bylo sledovano pusobeni slou¢enin TMTDS a TETDS, jako
potencionalnich inhibitort, na aktivitu PSAMADH2. Na zakladé vysledku
spektrofotometrickych méfeni, byla u obou latek prokazana irreverzibilni inhibice
enzymu s €asove zavislou inaktivaci. Porovnanim hodnot K|, Kiaet, ti2 @ r ziskanych
z grafickych zavislosti (inhibice pseudoprvniho fadu, Kitz-Wilsonovym vynesenim
a stanovenim déliciho poméru) byl TETDS shledan uc€inné&jSim inhibitorem ve srovnani
s TMTDS. Metodou MALDI-TOF nebyly zjistény interakce inhibitoru a enzymu mimo

aktivni misto.
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9 Seznam pouzitych zkratek

2AP 2-acetyl-1-pyrrolin

AA/BIS akrylamid/bisakrylamid

ABAL 4-aminobutanal; 4-aminobutyraldehyd
ABALDH 4-aminobutyraldehyddehydrogenasa

ADC arginindekarboxylasa

AGM agmatin; N-(4-aminobutyl)guanidin

ALDH aldehyddehydrogenasa

ALDH2 mitochondrialni aldehyddehydrogenasa jater
APAL 3-aminopropanal; 3-aminopropionaldehyd
APBAL 4-(3-aminopropylamino)butyraldehyd

APS persiran amonny

AMADH aminoaldehyddehydrogenasa

AtPAO polyaminooxidasa z rostliny Arabidopsis thaliana
AVAL 5-aminopentanal; 5-aminovaleraldehyd
BADH betainaldehyddehydrogenasa

BAL betainaldehyd

BBD izoenzym betainaldehyddehydrogensy jeémene
B-PER bacterial protein extraction reagent

CAD kadaverin; pentan-1,5-diamin

CAO chinoproteinova diaminooxidasa

cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina
CHCA a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina

CMO cholinmonooxygenasa

COD cholinoxidasa

DAP propan-1,3-diamin

DMSO dimethylsulfoxid

FAD flavinadenindinukleotid

G gramnegativni

GABA y-aminobutanova kyselina; 4-aminomaselna kyselina
GBAL 4-guanidinobutyraldehyd

GBALDH 4-guanidinobutyraldehyddehydorgenasa

Kapp zdanliva rychlost inaktivace

K, konstanta inaktivace

K; inhibiéni konstanta



kinact

Kwm

NAD"
NADP*
MALDI-TOF

PAO

PMS
PaBADH
PsSAMADH
PUT

r

SDS
SDS-PAGE
SPD

SPM

OoDC

tin

TEMED
TETDS
TMABAL
TMABALDH
TMTDS

rychlostni konstanta inaktivace

Michaelisova konstanta

nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

laserova desorpéni ionizace za Ucasti matrice v kombinaci
S pruletovym analyzétorem

flavinova polyaminooxidasa

fenazinmethosulfat

betainaldehyddehydrogenasa baktérie Pseudomonas aeruginosa

aminoaldehyddehydrogenasa hrachu setého - Pisum sativum

putrescin; butan-1,4-diamin

rozdélovaci pomér

dodecylsulfat sodny

elektroforéza za Ucasti dodecylsulfatu sodného
spermidin; N-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin
spermin; N,N*-bis-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin
ornithindekarboxylasa

doba potfebna pro inaktivaci poloviéniho mnozstvi enzymu
v pfitomnosti saturaéni koncentrace inhibitoru
N,N,N’,N'-tetramethylethylendiamin
tetramethylthiuramdisulfid
N,N,N-trimethyl-4-aminobutyraldehyd
4-trimethylaminobutyraldehyddehydrogenasa

tetramethylthiuramdisulfid
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