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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:

Zpracovani literarni reSerSe na téma nadrodiny aldehyddehydrogenas (ALDH)
a vybranych rodin ALDH.

Zpracovani literarni reSerSe na téma RT-PCR se zaméfenim na porovnani detekce
amplifikace pomoci TagMan sond a SYBR green barviva.

Prakticka ¢ast:

1. Kultivace cepenky odstalée (Physcomitrella patens) za nékolika stresovych
podminek.

2. lIzolace a reversni transkripce RNA.

3. Provedeni real-time PCR experimenti s pouzitim FAM-TAMRA sond proti
vybranym ALDH gentim indukovanym stresem.

4. Vypracovani fylogenetické analyzy ALDH kukufice (ZmALDH) a mechu.
(PPALDH).



1 UVOD

Aldehyddehydrogenasova (ALDH) nadrodina je tvofena velkou S$kalou enzymu
zapojenych do endogenniho i exogenniho metabolismu aldehydd. ALDH enzymy
vyuzivaji kofaktory NAD" ¢ NADP" Kk oxidaci aldehydické skupiny na piislusnou
karboxylovou kyselinu za soufasné tvorby NADH <¢i NADPH. Slouceniny
s aldehydovou skupinou jsou tvofeny jako dulezité intermediaty v fadé katabolickych
i anabolickych drah. Tvorba NADH/NADPH béhem reakci katalyzovanych ALDH
navic predstavuje vyznamny zdroj redukénich ekvivalentli potiebnych pro udrzeni
redoxni bunééné rovnovahy (Brocker et al., 2013).

Cytoprotektivni ¢innost téchto enzymt béhem vlivu oxidacniho stresu predstavuje
dalsi z hlavnich funkci ALDH nadrodiny. Vlivem okolnosti indukujicich oxidac¢ni stres
ALDH enzymy metabolizuji reaktivni aldehydy produkované vlivem oxidativni
degradace lipidovych membran, téz znamé jako peroxidace lipidi. Mnohé z téchto
aldehydli jsou silné elektrofily, které se ochotné vazou na fyziologicky dulezité
nukleofily, jako jsou nukleové kyseliny a proteiny. Adice téchto molekul mtize zptisobit
mutace, branit funkci téchto nukleofili a vést k vyznamnym poruchdm homeostazy
(Brocker et al., 2013). Mnoho studii ukazuje, Ze v rostlinaich zvySeni exprese geni
ALDH enzyml je béznym cilem aktivace odpovédi na stres, a proto je velky
hospodaisky zajem na utilizaci exprese ALDH ke zlepSeni riustu i kvality plodin
péstovanych za drsnych podminek, jako jsou Spatna kvalita pldy ¢i sucho (Bartels
a Sunkar, 2005).

Mnoho rostlinnych ALDH genti reaguje na stres a zmény Vv expresi jsou
pozorovatelné po vystaveni Sirokému spektru stresort, jako jsou dehydratace, tézké
kovy, vysoké koncentrace soli, teplo, chlad, oxidativni stres ¢i ultrafialové zareni

(Chugh et al., 2011; Inostroza Blancheteau et al., 2011; Sunkar et al., 2003).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Nadrodina aldehyddehydrogenas

Rostlinnda ALDH nadrodina obsahuje 13 odlisnych rodin: ALDH2, ALDH3, ALDHS5,
ALDH6, ALDH7, ALDH10, ALDH11, ALDH12, ALDH18, ALDH21, ALDH22,
ALDH23 a ALDH24, z nichz rodiny ALDH2, ALDH3, ALDH5, ALDH6, ALDH7
a ALDH18 maji téz sav¢i ortologni geny. Rodiny ALDH10, ALDH12, ALDH21,
ALDH22, ALDH23 a ALDH24 jsou pro rostliny specifické (Brocker et al., 2013).
Mnohé z rodin ALDH jsou roz¢lenény na jednotlivé podrodiny na zékladé miry shody
mezi sekvencemi aminokyselin libovolnych sad ALDH. Sekvence identické z piiblizné
40 % ¢i vice spadaji do stejné rodiny ALDH. Pokud jsou sekvence identické z 60 % ci
vice, jsou seskupeny do stejné podrodiny (Vasiliou et al., 1999). Celkovy poc¢et ALDH
genl je napfic rostlinnymi druhy velmi rizny, vyssi pocet gentll je spojen s evoluénim
pfechodem rostlin z vody na sou$ astim spojenym zvétSenim miry komplexnosti

(Brocker et al., 2013).

2.1.1 Struktura a reakéni mechanismus ALDH

ALDH enzymy se podileji na Siroké skale spole¢nych fyziologickych funkci. Nicméné
kazdy isoenzym ma svou vlastni preferenci k uréitému substratu (Wang et al., 2009).
Rozdily v uspotadani aktivniho mista by tim padem mohly usnadnit navrhovani novych
inhibitort ¢i substratl selektivnich pro kazdy isoenzym (Koppaka et al., 2012).

VétSina isoenzymil sdili stejny reakéni katalyticky mechanismus pro aktivitu jak
esterasovou, tak dehydrogenasovou (Koppaka et al., 2012). Tento fakt je
vramci ALDH nadrodiny vysoce konzervovany. Mnohé ALDH vytvafeji
homotetramery ¢i homodimery s aktivnim mistem na kazdém monomeru. Tyto
monomery byvaji obvykle tvofeny 500 — 600 aminokyselinami (Takahashi et al., 1981,
Weiner et al., 1983; Rodriguez-Zavala a Weiner, 2002). Krystalografické studie ukazuji
na to, ze ALDH monomery napti¢ vSemi rodinami sdileji vysokou homologii ve tfech
odlisnych funkénich oblastech: NAD(P)'-vazebné doméng, katalytické doméné
a doméné oligomerizacni (Liu et al., 1997; Steinmetz et al., 1997; Colby et al., 1998;
Cobessi et al., 2000; D'Ambrosio et al., 2006; Koppaka et al., 2012).
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Obr. 1 Mechanismus oxidace aldehydu na karboxylovou kyselinu. Vytvoteno podle Koppaka et

al. (2012)

Experimenty cilené mutageneze ukazaly, Ze mechanismus katalyzy probihd v péti

krocich (Obr. 1) (Hempel et al., 1999). Jako prvni dochazi k aktivaci katalytického

Cys302 pomoci Glu268, jehoz karboxylova skupina atakuje molekulu vody, ktera

nasledné deprotonizuje SH- skupinu cysteinu. Druhym krokem je nukleofilni atak

elektrofilni aldehydové skupiny pomoci thiolatové skupiny Cys302. Ve tietim kroku

dochazi ke vzniku tetrahedralniho thiohemiacetalového intermediatu (deacylace).

11



Soucasné probiha presun hydridového aniontu na pyridinovy kruh NAD(P)". Ctvrty
krok vede khydrolyze vysledného thioesterového intermediatu a na zavér dochazi
k odstépeni redukovaného kofaktoru a nasledné regeneraci enzymu vazbou NAD(P)*
(Wang a Weiner, 1995; Sheikh et al., 1997). Pfedpoklada se, Ze prvni a étvrty krok je
podminén piitomnosti molekuly vody navazané na postranni fetézec Glu268. Voda
slouzi kusnadnéni deprotonace Cys302 1 nésledné hydrolyze thioesterového
intermediatu. Aktivni misto se nachazi na bazi hydrofobniho tunelu 12 A od povrchu
enzymu, pobliz tetramerniho rozhrani a naproti vazebnému mistu kofaktoru. Postranni
fetézce tvofici tento tunel se ziejmé podileji na substratové specifité jednotlivych
isoenzymt (Koppaka et al., 2012). Kofaktor NAD(P)" je na enzym navazan
prostfednictvim deseti vodikovych mustkd, z nichZz jsou 4 tvofeny residui Lys192
a Glu399. Tyto aminokyseliny jsou vysoce konzervovany ve vSech ALDH isoenzymech
(Ni et al., 1997). Kazdé ztéchto residui vytvaii 2 vodikové mistky, jeden
adenosinribosidu a druhy k nikotinamidribosidu NAD(P)" (Koppaka et al., 2012).

2.2 ALDHZ2 rodina

Genova ALDH2 rodina obsahuje geny pro mitochondrialni a cytosolické enzymy
vykazujici pomérné nizkou substratovou specifitu (Obr. 2) (EC 1.2.1.3) (Marchitti et al.,
2008). Prvni zastupci ALDH2 rodiny byli identifikovani jako geny obnovujici plodnost
(RF) wurostlin. Mutace tohoto genu vedla Kk cytoplazmatické samci sterilité
a naslednému spojeni s dalsimi RF geny (Skibbe et al., 2002). RF geny jsou vSak
klasifikovany dle funkce, ne dle homologie, a proto nemusi byt nutné¢ evolucné
ptibuzné. Geny ALDH z kukufice seté (Zea mays) byly plivodné identifikovany jako RF
geny (RF2A, RF2B, RF2C a RF2D). Pozdégji vsak doslo k ptejmenovani na ALDH2B1,
ALDH2B6, ALDH2C2 a ALDH2C3, podle Skibbe et. al. v roce 2002 (Cui et al., 1996,
Skibbe et al., 2002). RF2A, RF2B, RF2C a RF2D byly také nezavisle piejmenovany na
ALDH2B2, ALDH2B5, ALDH2C1 a ALDH2C2 podle Jimenez-Lopeze et al. v roce
2010 po komplexni analyze celé¢ rodiny gentt ZmALDH porovnanim 3D struktur
a specifickych epitopovych domén nalezenych mezi mnoha jiz charakterizovanymi
krystalovymi strukturami ALDH enzymu (Jimenez-Lopez et al., 2010; Brocker et al.,
2013).

12
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Obr. 2 Oxidace acetaldehydu, 3-methylbut-2-enalu, benzaldehydu, coniferaldehydu
a sinapaldehydu na pfislusné karboxylové kyseliny za katalyzy rostlinnymi ALDH?2.
Acetaldehyd je oxidovan na kyselinu octovou, 3-methylbut-2-enal na kyselinu
3-mehtylbut-2-enovou, benzaldehyd na kyselinu benzoovou, coniferaldehyd na kyselinu
ferulovou a sinapaldehyd na kyselinu sinapovou. Upraveno podle Kongitikové et al.
(2015).

2.2.1 Fylogeneticka analyza ALDH2 rodiny

Rostlinnd ALDH2 rodina je pomérné rozmanitd, tvofend 4 odliSnymi podrodinami
(ALDH2B, C, D a E). Kvelkému rozvoji ALDH2 rodiny doslo béhem evolu¢niho
vyvoje suchozemskych rostlin. Pocet zastupci ALDH2 rodiny mezi jednotlivymi druhy
rostlin je velmi odlisny. Proteiny ALDH2E zftas jsou vice homologni s proteiny
ALDH2B nez ALDH2C ¢i ALDH2D. Genom plavuni S. moellindorf obsahuje &tyti
¢leny podrodiny ALDH2B a dva ¢leny ALDH2D podrodiny. Oproti tomu genom
P. Patens obsahuje pouze dva geny ALDH2B. Plavuné jsou povaZovany za prvni
cévnaté rostliny, béhem jejichz vyvoje doslo k velkému rozvoji riznych fyziologickych
procest, které u mechu pozorovatelné nejsou. Je tudiz mozné, ze rozvoj ALDH2 rodiny

je tzce spjat s evolu¢nim vyvojem cévnatych rostlin z rostlin nizsich. (Brocker et al.,

2013).
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2.2.2 Substratova specifita ALDH2A a ALDH2B
Mnoho enzymii ALDH je schopno jako koenzym vyuzit NAD" i NADP*. ALDH2A
i ALDH2B vsak realné vyuzivaji pouze NAD". Pi pouziti NADP" nebyla b&hem reakce
se substratem zjisténa zadna aktivita (Liu a Schnable, 2002).

Na zaklad¢ hodnoty katalytické ucinnosti lze vyvodit, ze RF2A je schopen oxidovat
velkou Skalu rGznorodych substrati, mezi néz patii alifatické aldehydy (napf.
acetaldehyd, propanal, butanal, valeraldehyd, hexanal, heptanal, octanal ¢i nonanal),
aromatické aldehydy (benzaldehyd, cinnamaldehyd, p-nitrobenzaldehyd, anisaldehyd
a o-nitrocinnamladehyd), ¢i jiné dal$i aldehydy (akrolein, chloroacetaldehyd,
glykolaldehyd ¢i  indol-3-acetaldehyd), jejichz hodnoty Kg jsou Vrozmezi
mikromolarnim a ke se pohybuji vrozmezi 10 — 100 s™. Pro RF2B je nejlepsim
substratem acetaldehyd. DalSimi velmi dobrymi substraty jsou propionaldehyd,
o-nitrocinnamaldehyd, butanal, 4-nitrobenzaldehyd a m-anisaldehyd. Vyjma
trans 2-nonenal, indol-3-karboxyladehyd, 2-naftaldehyd, 9-cis-retinal a trans-retinalu,
které ALDH2A neni schopno oxidovat, jsou nejhor$imi substraty trans-2-hexenal,
formaldehyd, decylaldehyd, methylglyoxal a citral. Naproti tomu ALDH2B (RF2B)
enzym ma velmi uUzkou substratovou specifitu k aldehydim s kratkym alifatickym
fetézcem (acetaldehyd, propionaldehyd a butanal). U aldehydu s fetézcem del$im nez
6 uhlikd, aromatickych aldehydti ani dalSich aldehydi nebyla aktivita ALDH2B
detekovatelna (Liu a Schnable, 2002).

2.2.3 Struktura RF2A a RF2B

I pres 83% podobnost mezi sekvenci aminokyselin u RF2A a RF2B enzymt je mezi
témito enzymy velky rozdil v kinetickych vlastnostech a substratové specifité. Tento
rozdil pravdépodobné vytvareji zmény v nekonzervovanych aminokyselinach, které
hraji dilezitou roli v udileni funkce daného proteinu. Na zdkladé¢ 3D struktur
a fylogenetické analyzy (Liu a Schnable, 2002) tuto zménu v kinetickych vlastnosti
RF2A a RF2B zfejmé¢ zplsobuji residua Prol61/Thr162, Tyrl62/Leul63,
Asp395/Gly396, Asp296/Gly296 a Asp529/Tyr530. Tato residua jsou konzervovana

v ramci daného isoenzymu, avsak nikoli mezi isoenzymy (Liu a Schnable, 2002).

14



2.3 ALDH7 rodina

Enzymy ALDH7 rodiny (EC 1.2.1.31) jsou taktéz znamé jako A’-piperidin-
6-karboxylatdehydrogenasy (P6CDH) ¢i a-aminoadipat-semialdehyddehydrogenasy.
Gen ALDH7 ma napfi¢ evoluci vysoky stupenn konzervace. Tento gen konzervovany
V mnoha riznymi evolucné vzdalenymi druhy naznacuje, ze pravdépodobné doslo i ke
konzervaci fyziologické funkce spjaté s timto enzymem (Brocker et al., 2013). Exprese
rostlinnych ALDH?7 je velmi citliva na Sirokou $kélu inzult, nebot” ALDH7 jsou spjaty
se mnoha hlavnimi bunéénymi odpovéd'mi na stres. ZvySena exprese ALDH7B je
dehydratace, zvySena salinita, nizka teplota ¢i teplotni Sok (Kotchoni et al., 2006;
Rodrigues et al.,, 2006; Brocker et al., 2013). ALDH7B je taktéz piitomen
v semenech ryze seté (O. sativa), kde je odpovédna za jejich kli¢eni. Aldh7b mutantni
semena akumulovala malondialdehyd (MDA) a Zluty pigment, alkaloid pojmenovany
»oryzamutaic acid“ vznikly polymerizaci oa-aminoadipat-semialdehydu, hlavniho
substratu ALDH7 (Shen et al., 2012; Shin et al., 2009). Purifikovany enzym byl
schopen katalyzovat oxidaci MDA, acetaldehydu a glyceraldehydu (Shin et al., 2009;
Brocker et al., 2013).

2.3.1 Fylogeneticka analyza rodiny ALDH7

Lidska ALDH7A1 (hALDH7) sdili s rostlinnou ALD7B podrodinou lehce pod 60 %
identity v sekvenci aminokyselin. I pfes vysokou sekvenéni identitu je vSak substratova
specifita hALDH7 a rostlinnych ALDH?7 riizna (Koncitikova et al., 2015). Stejné jako
ostatni ALDH genové rodiny jsou i ALDH7 proteiny vysoce konzervovany mezi
jednotlivymi rostlinnymi druhy. Naproti tomu je piekvapivé, Ze v fasach Volvox carteri
ani Chlamydomonas reinhardtii se tyto geny nenachazeji. Geny ALDH7, u ostatnich
rostlin jinak pfitomné, byly zfejmé ztraceny vlivem evoluéniho tlaku (Brocker et al.,
2013). ZmALDH?7 sdili s PSALDH7 78% sekvencni identitu, a proto oba tyto enzymy
patii do jedné specifické ALDH7B podrodiny spolu s dal§imi rostlinnymi ALDH
(Kon¢itikova et al., 2015).
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ALDH?Y. Upraveno podle Koncitikové et al. (2015).

2.3.2 Substratova specifita ALDH7
Z hodnot katalytické uc¢innosti vyplyvd, Ze nejlepSim substraitem pro hALDH7
i rostlinné ALDH7 je a-aminoadipat-semialdehyd (Obr. 3) (Koncitikova et al., 2015).
Rostlinné ALDH7 maji oproti hALDH7 mnohem uZsi substratovou specifitu. hRALDH7
je schopen katalyzovat oxidaci ®-aminoaldehydt (betainaldehydu (BAL),
3-aminopropanalu (APAL), 4-aminobutanalu (ABAL), guanidinobutanalu (GBAL)
a 3,3,3-trimethyl-3-aminopropanalu  (TMAPAL) svys8i katalytickou ucinnosti.
Z vyjmenovanych substratd byly rostlinné ALDH7 schopny katalyzovat s obdobnou
katalytickou uc¢innosti oxidaci guanidinobutanalu (Koncitikova et al., 2015). Alifatické
i aromatické aldehydy jsou pro isoformy ALDH?7 horsi substraty, velmi nizkou aktivitu
pak ALDH7 mély v kombinaci s produkty peroxidace lipidd, jako je trans-2-hexenal,
trans-2-nonenal ¢i malondialdehyd. Preferovanéjsim koenzymem u lidské i rostlinnych
ALDH7 je NAD" (Kon¢itikova et al., 2015).

Rostlinna ALDH7 mé vyznamnou aminoaldehyddehydrogenasovou aktivitu, nebot’
enzymy jsou schopny oxidovat GBAL, APAL a ABAL, které poskytuji cytosolické
osmoprotektivni latky 4-guanidinobutyrat, f-alanin ¢i GABA. GBAL je meziprodukt
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katabolismu argininu. Uvolnény 4-guanidinobutyrat muize poté byt hydrolyzovan

ureohydrolasou na mocovinu a GABA (Koncitikova et al., 2015).

2.3.3 Struktura ALDH7

ZmALD7 enzym vytvari homotetramer, kdy je kazda podjednotka tetrameru slozena
z domény, kde se vaze koenzym, katalytické domény a oligomeriza¢niho mista. Vstupy
do substratového tunelu a do NAD(P)*-vazebného mista lezi na prot&jsich stranach
monomeru. Do dutiny blizko NAD(P)"-vazebného mista je navazan sodny ion, ktery ma
pravdépodobné vliv na strukturu monomeru (Kon¢itikova et al., 2015).

Monomer ZmALDH7 je velmi podobny hALDH7 a ALDH7 prazmy kralovské
(Sparus aurata). Residua aktivniho mista jsou témét identicka, coz také poukazuje na
moznost stejné role v bunkach rostlin, savel ¢ ryb za pouziti AASAL jako
preferovaného substratu (Koncitikova et al., 2015). Vazebné misto pro substrat
obsahuje tii konzervované residua Glul120, Arg300 a Thr302. Tyto aminokyseliny jsou
specifické pro rodinu ALDH7. Na zdkladé experimentii cilené mutageneze bylo
zjisténo, ze Glul20 residuum se vaZe na o-aminoskupinu AASAL, zatimco Arg300
vytvaii vazbu s karboxylatovym postrannim fetézcem AASAL. Vyznam Thr302
spociva pravdépodobné ve tvorbé vazby na karboxylatovy postranni fetézec AASAL,
obdobn¢ jako Arg300 (Tang et al., 2008; Chan et al., 2011). Na zaklad¢ kinetické
analyzy lze usoudit, Ze pro dosazeni vy$si hodnoty Keat enzymu je nutno, aby substrat
obsahoval a-aminoskupinu. Pro sniZzeni hodnoty K je nezbytné, aby substrat navic

obsahoval karboxylovou skupinu (Koncitikova et al., 2015).

2.4 ALDH10 rodina

Isoenzymy rodiny ALDHI10 jsou téZz znamé jako aminoaldehyddehydrogenasy
(AMDH; EC 1.2.1.19), 4-aminobutyraldehyddehydrogenasy, 4-guanidinobutyraldehyd-
dehydrogenasy (EC 1.2.1.54) ¢i betainaldehyddehydrogenasy (BADH; EC 1.2.1.8).
Tyto enzymy jsou spjaty s degradaci polyamint, konkrétné s oxidaci reaktivnich
aminoaldehydd (APAL, ABAL), které vznikaji pii reakci polyamint s rostlinnou
aminoxidasou (Sebela et al., 2000). Oxidaci APAL a ABAL néslednd vznikaji

netoxické metabolity B-alanin a kyselina y-aminomaslenda (GABA) (Brocker et al.,
2013).
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Obr. 4 Reakce katalyzované ALDHI10. 3-aminopropanal (APAL) je oxidovan na [B-alanin,
4-aminobutanal (ABAL) na kyselinu y-aminomaselnou (GABA), 3-acetamidopropanal
(ACAPAL) na  3-acetamidopropionat,  4-guanidinobutanal  (GBAL) na
4-guanidinobutyrat, N, N, N-trimethylaminobutanal (TMBAL) na vy-butyrobetain,
betainaldehyd (BAL) na glycin betain a 3-dimethylsulfoniopropanal (DMSPAL) na
3-dimethylsulfoniopropionat (DMSP). Upraveno podle Kope¢ného et al. (2013).

ALDH10 isoenzymy maji z hlediska svého studia ekonomicky potencial, nebot” se
v rostlinach podileji na fad¢ rtiznych fyziologickych pochodi, jako je naptiklad obrana
proti stresu pomoci produkce osmoprotektivniho glycin betainu (GB). GB je hlavnim
bunéénym osmolytem a taktéZ se chova jako molekularni chaperon, ktery slouzi ke

stabilizaci struktury a funkce proteint (Allakhverdiev et al., 2008). Vyssi rostliny na
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zakladé¢ schopnosti akumulace GB miZzeme dé¢lit na  GB-akumulujici
a GB-neakumulujici (Fitzgerald et al., 2009). Je vSak zajimavé, ze ob¢ tyto skupiny ve
svych genomech obsahuji ALDH10 geny ve svych genomech, coz naznacuje, ze funkce
téchto enzymi je mnohostranna (Brocker et al., 2013).

AMDH isoenzymy maji taktéz roli v dalSich ekonomicky vyznamnych aspektech.
Bylo napiiklad prokazano, ze vlivem mutace AMDH genu vedlo Kk acetylaci volného
ABAL a nasledné akumulaci 2-acetyI-Al-pyrrolinu, ktery udili charakteristickou viini
odridam Jasmine nebo Basmati (Arikit et al., 2011; Bradbury et al., 2008).

Rodina ALDH10 se v genomu savct nevyskytuje, pravdépodobné je totiz nahrazena
rodinami ALDH9 aALDH7, které jsou schopny Kkatalyzovat syntézu GB
a y-butyrobetainu (Brocker et al., 2013; Vaz et al., 2000).

2.4.1 Fylogeneticka analyza

ALDH10 geny identifikované ve vétSin¢ rostlinnych druhti jsou vysoce homologni
a spadaji do podrodiny ALDHI10A. Niz$i rostliny jako mechy ¢i fasy obsahuji vzdy
jeden samostatny ALDH10 gen. ALDH10 gen identifikovany v jednobunécné ftase
Chlamydomonas reinhardtii koduje protein sdilejici 72 % sekvenéni identity s genem
identifikovanym v fase Volvox carteri a 60 % sekven¢ni identity s ostatnimi sekvencemi
rostlinnych genti véetné gent identifikovanych ve vyssich rostlinach, diky ¢emuz taktéz
tento gen spada do ALDHIOA podrodiny. Naproti tomu je gen V. carteri méné
homologni s ostatnimi ALDH10 sekvencemi a tim padem spada do nové podrodiny
pojmenované ALDH10C1 (Brocker et al., 2013).

Cévnaté rostliny obsahuji dva ALDH10A geny, coz naznacuje, Ze k duplikaci genu
doslo az po divergenci vysSich rostlin od niZSich. Na tento fakt poukazuje pfitomnost
dvou ALDHI10 gent identifikovanych v topolu chlupatoplodém (Populus trichocarpa),
ALDH10A8 a ALDHI10A9, které lezi na riznych chromozomech, avsak architektura
tohoto genu je shodna vcetné okolni oblasti chromozomu, coZ poukazuje na duplikaci
segmentu vlivem evoluce. Taktéz je zndm dikaz o pfitomnosti i vice neZ dvou ALDH10
gent, a sice v genomu kukufice (Z. mays). Gen kukufice obsahuje tfi ALDH10 geny,
z nichz dva (ALDH10A8 a ALDH10A9, téz znamé jako AMDH1A a AMDH1B) jsou
duplikovany zcela (Brocker et al., 2013).
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2.4.2 Substratova specifita ZmALDH10
Viechny isoenzymy ZmALDHI10 jsou NAD-specifické, nebot jejich koenzym-

vazebna doména obsahuje konzervovanou aminokyselinu glutamat, kterd zabrafiuje
vazb& 2 -fosfatové skupiny NADP* (Kopeeny et al., 2013).

Isoenzymy ZmAMDH jsou schopny katalyzovat nejlépe tii- a ¢tyfuhlikaté aldehydy
¢i aminoaldehydy. Isoenzymy ZmALDHAMDHI1A, ZmAMDHI1B i ZmAMDH2
nejlépe  katalyzuji  ®-aminoaldehydu  3-aminopropanalu  (APAL). Methylové
a guanidinové derivaty, jako je N,N,N-trimethyl-3-aminopropanal (TMAPAL)
a 3-guanidinopropanal (GPAL), jsou t€émito enzymy taktéz oxidovany, oproti tomu jsou
vSak hydroxyderivaty oxidovany mnohem pomaleji. ZmAMDHIA ma piekvapivé
vysokou aktivitu pii pouziti betain aldehydu (BAL) (Kopeény et al., 2013).

2.4.3 Struktura ZmALDH10

ZmALDHI10 je homodimer, jehoZz jednotlivé podjednotky jsou slozeny ze tii
charakteristickych domén, NAD(P)*-vazebné domény (residua 1 — 131, 152 — 261
a 456 — 480), katalytické domény (residua 262 — 455) a oligomerizacni C-termindlni
domény (132 — 151 a 481). Dimery zdroven obsahuji monovalentni kation ukotveny
V konzervované jamce tvoiené tfemi karbonylovymi skupinami (Val-30, Asp-101
a Leu-191) a jednou karboxylovou skupinou Aps-101 (Kope¢ny et al., 2013).
Homodimer je spojen oligomerizaénimi doménami tak, aby NAD(P)*-vazebné domény
a katalytické domény leZely naproti sobé&, pficemz katalyticky cystein leZi mezi témito

doménami (Kopecny et al., 2013).

2.5 ALDH12

Rodina gent ALDHI2 je rodina rostlinnych enzyma ze skupiny GSALDH enzymu
(glutamat-y-semialdehyddehydrogenasy, E. C. 1.2.1.88). Aby dany enzym pattil do
stejné ALDH rodiny, je potfeba, aby se svou primarni strukturou shodoval alesponi ze
40 % s ostatnimi ¢leny dané ALDH rodiny (Vasiliou et al., 1999). Tyto rostlinné
enzymy se vSak svou aminokyselinovou sekvenci shoduji pouze ze zhruba 24 %
s rodinou ALDH4 vyskytujici se u ostatnich organismii mimo rostliny, proto bylo nutné
tuto rodinu vyclenit (Brocker et al., 2013).

ALDH12 enzymy maji kli¢ovou roli v katabolismu prolinu a argininu (Obr. 5)
(Brocker et al., 2013). Vramci katabolismu prolinu vznika jako meziprodukt
glutamét-y-semialdehyd (GSAL), ktery vznika hydrataci A'-pyrrolin-5-karboxylatu
(P5C) za katalyzy flavinovym enzymem prolindehydrogenasa (PRODH, E. C. 1.5.5.2)
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(Nakashima et al., 1998; Funck, Eckard a Muller, 2010). GSAL je nasledné¢ pomoci
GSALDH oxidovan na glutamat. Prolin a jeho metabolismus je v rostlinach uplatiovan
jako odpovéd’ na zmény v osmolarit¢ pidniho roztoku (Hare, Cress, 1997), napadeni
patogeny (Cecchini et al., 2011) nebo jako zdroj energie pifi zrani pylovych zrn
a kliceni (Schwacke et al., 1999). Ma téz vliv na oddaleni senescence (Zhang a Becker,
2015). Arginin je prekurzor syntézy polyaminid (Bagni a Tassoni, 2001; Illingworth et
al., 2003), latek podilejici se na odpovédi na stres u rostlin a taktéz na embryogenezi,
organogenezi, rustu rostlin i nasledné senescenci (Page et al., 2012; Majumdar et al.,
2013; Pathak et al., 2014). TaktéZ ma vliv na produkci oxidu dusnatého a udrzovani
rovnovahy koncentrace organického dusiku v bunce (Maiale et al., 2004; Marco et al.,
2011; Gupta et al., 2013; Guo et al., 2014; Minocha et al., 2014; Pathak et al., 2014;
Tiburcio et al., 2014).

Dukladné byl prozkouman enzym PSCDH u Arabidopsis thaliana. Tento enzym se
nachdzi v matrix mitochondrii. K indukci exprese dochazi vlivem zvySeni koncentrace
prolinu, nikoli v8ak vlivem osmotického stresu (Deuschle et al., 2001; Kirch et al.,
2005). Mutanti p5cdh jsou hypersenzitivni na prolin, arginin ¢i ornithin. Pfedpoklada se,
ze akumulace P5C jakozto meziproduktu katabolismu prolinu je pfi¢inou nasledné
bunécné smrti. Jednotlivé analyzované rostlinné druhy obsahuji pouze jediny ALDH12
gen. Veskeré aminokyselinové sekvence predpokladané pii expresi tohoto genu
vykazuji vice nez 60% identitu, proto patii do stejné podrodiny ALDHI12A. Pii tak
vysokém stupni konzervace pozorované napii¢ evoluéné vzdalenymi druhy naznacuje

existenci selektivniho tlaku na udrzeni funkce daného genu (Brocker et al., 2013).
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Obr. 5 Reakéni schéma katabolismu prolinu a argininu. Ob& aminokyseliny jsou béhem své
degradace premeénény na glutamat-y-semialdehyd (GSAL), ktery je nasledné oxidovan
ALDHI12 na glutamat za pouziti koenzymu NAD". Stejnou reakci v jinych organismech
katalyzuje ALDHA4. Upraveno podle Korasick et al. (2018).

Katabolicka drédha prolinu je u rostlin negativné regulovéna vlivem osmotického
stresu spoustéjiciho akumulaci prolinu. Na akumulaci se podili existence

P5C-prolinového cyklu. Tento mitochondridlné-cytosolicky cyklus zptsobuje redukci
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vzniklého P5C zpét na prolin. Vlivem hyperaktivity cyklu vSak dochdzi ke vzniku
mitochondrialnich reaktivnich forem kysliku (ROS). Nedostate¢na aktivita PSCDH
zpusobena naristem koncentrace prolinu za svétla i tmy vede Kk vyssi produkci ROS
a zaroven k hypersenzitivité na teplotni stres. Kompenzace produkce mitochondrialniho
ROS béhem zvysené oxidace prolinu je proto zasadni pro vylouceni toxickych ucinki.
Oxidace P5C na Glu katalyzovand PSCDH je tudiz klicem k zabranéni hyperaktivity
P5C-Pro cyklu a k inhibici produkce ROS z odbéru elektront. (Miller et al., 2009).

* @)
Ha, | NAD(P)*  NAD(P)H i,
_ N _
© LL <j/\ o)
P5C reduktasa
Prolin D-pyrrolin-5-karboxylat

(P5C)

POX

1/20,+ADP  H,0 + ATP
Mitochondrie

Obr. 6 P5C-prolinovy cyklus. Prolin, ktery je mozno transportovat skrz membranu
mitochondrie, je pomoci POX (prolinoxidasy) oxidovan na P5C. Béhem této oxidace
dochazi zaroven ke vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS). Vyvoteno podle Millera
et al. (2009).
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2.5.1 Fylogeneticka analyza ALDH12 rodiny

Rostlinny gen ALDH12 je gen umistény na jediném lokusu, obsahujici 15 ¢i 16 exonu
(Korasick et al., 2018). Gen ALDH12 se poprvé vyskytl napfi¢ infrafise Alveolata
protista, zahrnujici kmen obrnénky (Dinoflagellata), mezi néz se ftadi napiiklad
jednobunééna fasa Symbiodinium microadraticum, patogen ustiic Perkinsus marinus ¢i
savCéi patogen Toxoplasma gondii (Korasick et al., 2018). V #isi Excavata je ALDH12
pfitomna v Stygiella incarcerata (A0OA192ZITO0), bicikaté protista z kmene Jakobea
(Korasick et al., 2018).

Kompletni sekvence ALDH12 byla nalezena v genomech zelenych fas a ve vsech
studovanych vyssich rostlinach (Embryophyta). ALDH12 je pfitomen v obou odd¢lenich
zelenych fas (Chlorophyta a Charophyta), v cervenych kryptomonadach, zelenych
Chlorarachniophyta, Haptophyta ¢i v bezbarvych rostlinnych patogenech, jako je
naptiklad Phythophthora. Porovnani s vyskytu ALDH4 a ALDH12 vykazuje vyménu
ALDH4 za ALDH12 mezi nejstarSimi eukaryoty béhem evoluce endosymbiotickych
rostlinnych ptedki jiz pted vyvojem zelenych fas a suchozemskych rostlin (Korasick et

al., 2018).

2.5.2 Substratova specifita ZmALDH12 a PpALDH12

Oba isoenzymy maji tizkou substratovou specifitu k GSAL a semialdehydu kyseliny
glutarové (GRSAL), pficemz u GSAL vykazuji nejvyssi katalytickou w¢innost.
(Korasick et al., 2018). Tyto dva substraty se lisi pouze v pfitomnosti pozitivné nabité
aminoskupiny u GSAL. Ostatni testované substraty z fady alifatickych i aromatickych
aldehydt ¢i semialdehydd vsSak vykazovaly vyrazné nizsi aktivitu nez preferovany
substrat GSAL (Korasick et al., 2018).

ZmALDHI12 vyuziva jako sviij koenzym ptedeviim NAD", coz dokazuje hodnota
zdanlivé katalytické Gi¢innosti (Kea/Km), ktera je pro NAD™ 60krat vyssi nez pro NADP*
(Korasick et al., 2018).

2.5.3 Struktura ZmALDH12

Celkova podoba ZmALDHI2 je srovnatelna s otatnimi enzymy ALDH nadrodiny.
ZmALDHI2 je slozend ze tfi (Vasilliou et al., 1999) domén: NAD"-vazebného mista
(residua 28 — 170, 190 — 295 a 519 - 527), katalytického o/p mista (residua 296 — 497)
a oligomeriza¢ni klapky (residua 171 — 189 a 528 — 549). NAD"-vazebna doména je
tvofena, podobné jako u jinych GSALDH, zkracenym Rossmannovym zahybem

slozenym do struktury paralelniho B-listu z péti vlaken. Katalytické a/f3 misto obsahuje
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katalytické residuum Cys330 na klicce lezici mezi katalytickou doménou
a NAD"-vazebnou doménou. C-terminlni oligomeriza¢ni klapka vytvaii antiparalelni
ttivlaknovy B-list zprostiedkovavajici klasicky ALDH dimer s prohozenymi doménami.
Residua 498 — 518 vytvaieji interdoménovy linker, ktery slouzi jako viko aktivniho
mista, a kotvici smycku pro aldehyd v aktivnim misté (Korasick et al., 2018).

Aktivni misto je tvofeno katalytickym Cys330 umisténym na smycce lemované
z kazdé strany konzervovanymi Lys329 a Ser331, které koordinuji karboxylovou
skupinu GSAL. Residuum Asn201 vytvarejici vodikovy mustek s atomem kysliku
aldehydové skupiny se nachazi na smycce piilehlé ke katalytické smycce. Pro stabilizaci
alifatického tetéze GSAL slouzi box tvofeny aromatickymi residui Phe202 a Phe205.
Tyto aminokyseliny jsou konzervovany ve vSech ALDH4 i1 ALDHI12 enzymech.
Kotvici smycka tvorena residui 497 — 499 vytvafi dutinu pro substrat kolem
karboxylové 1aminoskupiny substratu/produktu. Tato struktura, podobna svou
konformaci imy$i ALDH4 (MmALDH4), naznaCuje, ze smycka stabilizuje
aminokyselinovy skelet substratu/produktu pomoci vodikovych mustkl. Zbyly prostor
aktivniho mista je tvofen dvéma hydrofobnimi aminokyselinami I1e206 a Ila516

(Korasick et al., 2018).

2.6 ALDH21

Rodina ALDH21 byla relativné neddavno objevena jakoZto soucéast nadrodiny ALDH,
ktera se vyskytuje u rostlin a bakterii (Brocker et al., 2013). Exprese ALDH21 genu
u mechd Syntrichia (Tortula) ruralis a Syntrichia caninervis je silné indukovana jako
odpovéd’ na stres vytvofeny suchem, pfiCemz po rehydrataci dochdzi k opétovnému
zeslabeni exprese (Chen et al., 2002; Yang et al., 2012). TaktéZ bylo prokazano, ze
zvyseni exprese v bavlniku a tabaku zvySuje zarovei jejich odolnost vii¢i suchu a vyssi
koncentraci soli (Yang et al., 2015, 2016).

Enzymy  ALDH21  jsou  cytosolické  enzymy  katalyzujici  oxidaci
sukcinyl-semialdehydu (SSAL) na kyselinu sukcinovou za pouziti NADP* koenzymu.
Tyto enzymy maji vyznamny podil v metabolismu kyseliny y-aminomaselné (GABA)
(Bouché et al., 2003; Fait et al., 2008). V rostlinach se vyskytuje konzervovana
metabolickd draha zvand GABA piepinac, kterd umoznuje obejit dva kroky Krebsova
cyklu. GABA je syntetizovadna z glutamatu enzymem glutamatdekarboxylasa (GAD,
E.C. 4. 1. 1. 15) v cytosolu. Alternativni draha pro syntézu GABA z polyamind je

katalyzovana aminoxidasami obsahujicimi méd’ (Fincato et al., 2011; Planas-Portell
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et al., 2013) nebo pomoci FAD-dependentnich aminoxidas a AMDH (Tylichova et al.,
2010; Kopecny et al., 2013; Zarei et al., 2016). Po vstupu GABA do mitochondrie
dochazi ke konverzi na SSAL, ktery je v mitochondriich oxidovan za katalyzy ALDH5
na sukcinat. Sukcinat je nasledn¢ metabolizovan pomoci Krebsova cyklu (Kopecna
etal., 2017). Konverze SSAL vSak nemusi probihat pouze v mitochondriich, coz
naznaCuje, ze SSAL se mize pohybovat mezi mitochondriemi, cytosolem
a chloroplasty. SSAL muze taktéz byt produkovan témito kompartmenty. Pfitomnost
ALDH21 v cytosolu v niz8ich rostlinach, ktery Katalyzuje stejnou reakci jako ALDH5
mitochondriich, ¢ini tim padem tuto metabolickou drdhu mnohem rGznorodéjsi

(Kopecna et al., 2017).

2.6.1 Fylogeneticka analyza rodiny ALDH21

Kompletni sekvence ALDH21 genu je pfitomna v genomech zelenych fas Coccomyxa
subellipsoidea a Klebsormidium flaccidum, mechorostech (P. patens, Sphagnum fallax,
Tortula ruralis, S. caninervis) a plavunich (S. moellindorfii). Rtizné fragmenty tohoto
genu se nachdzeji rovnéz v kaprad’orostech, avSak v genomech kvetoucich rostlin jiz
ALDHZ21 chybi zcela (Kopec¢na et al., 2017).

ALDH21 gen je taktéZ mozné nalézt v genomech nékterych bakterii a prvoki.
Pivodni predpoklad byl, ze ALDH21 geny koduji proteiny, které jsou nejvice podobné
¢lenim ALDHI11 rodiny, a tim pddem by ALDHI11 a ALDH21 rodiny mohly mit
spole¢ny puvod (Brocker et al., 2013). Nov¢jsi studie vSak poukazuji na to, Ze
fylogeneticka analyza poukazuje na spojeni mezi rodinou ALDH21 a rodinou ALDHS5,
nikoli ALDH11 (Kope¢na et al., 2017). ALDH5 geny se vyskytuji v genomech bakterii
ariznych rostlinnych druht vcetné fas, mechorostii a plavuni, pficemz zelené tasy
Coccomyxa a Klebsormidium, mechorosty i plavuné obsahuji i geny ALDH21. Genom
P. patens obsahuje dva geny, ALDH5F1 a ALDH5F2, které jsou tvofeny 19 a 20 exony
(Brocker et al., 2013), zatimco ALDH21 je tvofen 8 exony, nachazi se na jediném

chromozomu a koduje protein slozeny ze 497 aminokyselin (Kopecna et al., 2017).

2.6.2 Substratova specifita PDALDH21
Na rozdil od ALDHS isoenzymti, PPALDH21 ma 1000krat vyssi hodnotu katalytické
Gi¢innosti pii pouziti NADP" neZ pfi pouziti NAD" jako koenzymu. Z toho vyplyva, ze
PpALDH21 je NADP*- dependentni (Kopeéna et al., 2017).

PpALDH21 mé velmi uzkou substratovou specifitu, nebot’ katalyzuje piedevSim

sukcinyl-semialdehyd. Druhy nejlepsi substrat, semialdehyd kyseliny glutarové, je
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katalyzovan pouze z 1,2% relativni aktivity vztaZzené k aktivit¢ enzymu pii pouziti
SSAL a NADP™ jako koenzymu. Ostatni substraty, jako jsou alifatické a aromatické
aldehydy ¢i aminoaldehydy, byly katalyzovany timto enzymem velmi pomalu (relativni
aktivita byla mensi nez 0,1 % v porovnani s aktivitou pii pouziti SSAL) (Kopec¢na et al.,

2017).

2.6.3 Struktura PpALDH21

PpALDH21 je, obdobné jako sukcinyl-semialdehyddehydrogenasy E. coli ¢i lidska
SSALDH, homotetramer, jehoz jednotlivé podjednotky jsou charakteristické struktury
jako ostatni ALDH ¢lenové. Kazdy monomer obsahuje katalytickou (residua 269—-455),
oligomeriza¢ni (138-161 a 484-497) a koenzym vazebnou doménu (residua 17-137,
162-268 a 456—483). Oligomeriza¢ni doména jedné podjednotky se vaZe do Zlabku
mezi katalytickou a koenzym vazebnou doménou podjednotky druhé (Kopecna et al.,
2017).

Komplex tetrameru PpALDH21 se sukcinatem je témé&f identicky s apoformou.
Nélevkovité tvarovany substratovy kanal se nachazi na rozhrani katalytické a koenzym
vazebné domény jednoho monomeru a oligomerizaéni domény monomeru druhého.
Povrch tohoto tunelu je bohaty na residua argininu (Arg-148, Arg-492 a Arg-289), které
slouzi k nasmérovani negativné nabité karboxylatové skupiny SSAL do uzkého
aktivniho mista (Kopec¢na et al., 2017).

Uvniti  aktivniho mista tvofi Argl2l a Arg457 solné mustky s jednou
z karboxylatovych skupin sukcinatu, ktera rovnéz interaguje S flexibilnim residuem
Tyr296. Zatimco v apoformé je tento tyrosinovy zbytek vazan vodikovou vazbou
K residuu Ser301, v pfitomnosti SSAL dochdzi ke zméné konformace vedouci
k navazani na karboxylatovou skupinu a zaroven na guanidylovou skupinu Argl2l.
Tato zména vede k vytésnéni rozpoustédla. Oba argininové zbytky jsou pro katalyzu
nezbytné a na rozdil od tyrosinu svou konformaci neméni, nebot interaguji
prostiednictvim vody s vysoce konzervovanymi aminokyselinami Asp459 a Glu474.
Residuum Argl21 tvoti solny mustek s residuem Asp459, ktery je fixovan interakci
s residui His179 a Asnl75. Druha karboxylova skupina, ktera vznikla oxidaci SSAL,
vytvaii vodikovou vazbu s residuem Ser301, atomem dusiku katalytického Cys302
asresiduem Asnl7l. Katalyticky Cys302 ma postranni fetézec otoCeny pry¢ od

produktu sukcinatu (Kopec¢na et al., 2017).
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Vazebné misto pro koenzym obsahuje v ALDH21 vysoce konzervované
aminokyseliny Ser197 a Arg228, které vytvaieji vodikové mustky s fosfatovym
aniontem NADP" (Kope¢na et al., 2017).

2.7 RT-PCR

RT-PCR je in vitro metoda enzymatické amplifikace definovanych sekvenci RNA, ktera
umoziuje analyzu raznych sekvenci zjediné builky v ramci jediného experimentu
(Rappolee et al.,, 1988). Jedna se jednu znejcitlivéjSich a nejrozsifenéjsich
kvantifikatnich metod slouzicich pro porovnani hladiny mRNA v rGznych vzorcich,
charakterizaci exprese mMRNA v daném organismu, analyzu RNA ¢i rozliseni velmi
podobnych mRNA (Wang a Brown, 1999). RT-PCR lze taktéZ vyuZzit pro syntézu
kompletnich komplementarnich DNA (cDNA) inzertti pro klonovani nebo pro urceni
libovolnych sekvenci cDNA knihoven (Borson et al., 1992; Neto et al., 1997; Bustin,
2000).

V pribéhu vyvoje RT-PCR technik bylo cilem maximalizovat citlivost, coz na
druhou stranu v ptipadé nékterych technik a postupt vedlo k ohrozeni specifity reakce.
Tyto techniky zvySuji pravdépodobnost kontaminace a detekce faleSné pozitivnich
signalt, kdy neni moznost rozliSit pravou transkripci na nizké urovni od transkripce
nezadané (Kwok a Higuchi, 1989; Chelly et al., 1989; Henke et al., 1997; Bustin,
2000).

RT-PCR je komplexni experiment, pii némz jsou veskeré fyzikalni aspekty
I chemické komponenty vzajemné zavislé, proto je nutné tyto aspekty pii optimalizaci
metody vzdy peclivé zvazit. Taktéz je velmi dilezité pochopeni hlavniho cile daného
a opakovatelnosti metody. Naopak verohodnost metody je dualezitym faktorem pfti
analyze mutaci, genové exprese ¢i klonovani (Bustin, 2000).

Prvnim krokem RT-PCR je reverzni transkripce RNA do cDNA, kterd je nasledné
amplifikovana pomoci PCR reakce. Tento krok je nutny, nebot’ samotnd RNA neni
templatem pro PCR. Reverzni transkripce vyuZzivd vyhranénych DNA-
a RNA-dependentnich DNA polymeras bud v oddélenych (dva enzymy/dvé
zkumavky), nebo ve spole¢nych (dva enzymy/jedna zkumavka) reakcich. PouZiti téchto
enzymi umoziuje ptizpusobeni jednotlivych testi RT-PCR. Separace krokt reverzni

transkripce a PCR je vyhodna v tom, Ze je ziskana stabilni zasoba cDNA, ktera muze
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byt skladovana bez omezeni. Kromé téchto postupi lze téZ vyuzit bifunkéni RNA-
I DNA- dependentni polymerasy, ktera minimalizuje riziko kontaminace (Bustin, 2000).

Po reverzni transkripci nasleduje samotna PCR. Dtive byla RT-PCR vyhodnocovana
pomoci nasledné gelové elektroforézy a dalSich Casové néaro¢nych krokt, jako je
Southern blot ¢i DNA sekvencovani. V dnesni dobé jsou vsSak jiz k dispozici moderni
techniky real-time RT-PCR, které pro ziskani dat maji v termocykleru zabudovany
detektor. Detektor zachytava signal ve formé¢ fluorescencniho zareni po kazdém cyklu.
Kvantitativni vysledek je nasledné zpracovan pocitacem (Bustin, 2000).

V dnesni dob¢ se vyuziva mnohych technologii, které slouzi jako zdroj fluorescence
pfi real-time PCR, mezi néz patii napiiklad technologie molekularnich majakt
(Molecular Beacon sondy), Scorpion sondy ¢i velmi ¢asto pouzivané TagMan sondy

a SyberGreen interkalaéni barvivo.

2.7.1 SyberGreen technologie

SYBR barvivo detekuje produkty polymerdzové fetézcové reakce navazanim na
dvouvlaknovou DNA, kterd se vytvari béhem PCR. SYBR barvivo se po pfidani ke
vzorku okamzit€ vaze na veSkerou dvouvlaknovou DNA, ktera se v daném vzorku
nachazi. Béhem PCR dochézi k amplifikaci cileného DNA produktu a SYBR barvivo se
vaze na kazdou novou kopii dvouvldknové DNA. Be¢hem kazdého cyklu dochazi
Kk vytvofeni dal§iho PCR produktu a tim padem i k narGstu intenzity fluorescence, ktera
je umérna vytvorenému PCR produktu. Metoda SYBR Green je vyuzitelna pfi studii
genove exprese, DNA kvantifikace pro detekci patogent ¢i metodé¢ imunoprecipitace
chromatinu (Thermo Fisher Scientific: https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-
science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-learning-center/real-time-pcr-basics/tagman-vs-
sybr-chemistry-real-time-pcr.html (2. 4. 2019)).

Mezi hlavni vyhody SYBR barviva patfi to, Ze toto interkalac¢ni barvivo se vaze
nespecificky na jakoukoli dvouvldknovou DNA. Tato vyhoda spocivd v tom, ze
k hodnoceni amplifikace neni potieba pouzit specifickou sondu. Dalsi vyhodou je
v pouziti SYBR barviva pii amplifikaci jakékoli DNA sekvence (Thermo Fisher
Scientific: https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/pcr/real-time-
pcr/real-time-pcr-learning-center/real-time-pcr-basics/tagman-vs-sybr-chemistry-real-
time-pcr.html (2. 4. 2019)).

Tato metoda ma vSak i fadu nevyhod. Hlavni nevyhodou je moznost tvorby falesné¢

pozitivniho signdlu, kdy se SYBR miZe navazat na jakoukoli nespecifickou
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dvouvlédknovou sekvenci DNA. Dalsi nevyhoda tkvi v nutnosti mit spravné navrzené
primery, které nebudou amplifikovat necilové sekvence (Thermo Fisher Scientific:
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-
learning-center/real-time-pcr-basics/tagman-vs-sybr-chemistry-real-time-pcr.html

(2. 4. 2019)).

2.7.2 TagMan technologie

TagMan technologie byla vyvinuta kvali zamezeni ziskdvani faleSné¢ pozitivniho
signalu. TagMan vyuziva fluorogenné znacené sondy v kombinaci s 5 nukleasovou
aktivitou Taq DNA polymerasy. Tato sonda obsahuje signalni fluorescen¢ni barvivo na
5’konci a zhéaSedlo na 3 konci. Pokud je sonda neporusend, blizk4a vzdalenost zhaSedla
vyznamn¢ omezuje fluorescenni zafeni emitované signdlnim barvivem kvili
Forsterovu rezonan¢nimu pienosu energie (FRET). Pokud je ve vzorku pfitomna cilova
sekvence, dochazi k navazani sondy po sméru jednoho z primerti. Sonda je nasledné
vlivem prodlouzeni primeru $t€pena 5'nukleasovou aktivitou Tag DNA polymerasy.
Vlivem tohoto Stépeni dochazi k uvolnéni signalniho barviva od zhéasedla a zaroveii
k odstranéni sondy z cilového fetézce, coz umoznuje prodlouZeni fetézce az na konec
fetézce templatu. Pouziti sondy tim padem neinhibuje celkovy proces PCR. Béhem
kazdého cyklu se uvolni dal$i molekuly signdlniho barviva, coz vede ke zvySeni
intenzity fluorescence, kterd je opét imérnd mnoZstvi vyrobené¢ho amplikonu (Thermo
Fisher Scientific: https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/pcr/real-time-
pcr/real-time-pcr-learning-center/real-time-pcr-basics/tagman-vs-sybr-chemistry-real-
time-pcr.html (2. 4. 2019)).

Vyhody pouziti TagMan technologie tkvi v zajisténi specifické hybridizace mezi
sondou a primerem, atim padem omezeni faleSné pozitivity signalu. Sondy navic
mohou byt znaceny rlznymi signalnimi barvivy, coz umoznuje detekci amplifikace
dvou odliSnych sekvenci v jediné reakéni zkumavce. Hlavni nevyhodou je nutnost
syntézy rtiznych sond pro detekovani rtiznych sekvenci (Thermo Fisher Scientific:
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-
learning-center/real-time-pcr-basics/tagman-vs-sybr-chemistry-real-time-pcr.html
(2. 4. 2019)).

30



Obr.

A)
1. Polymerizace

Posmérny primer
—_—

! Sonda_|

- —
Reverzni primer

3’
5

2. Nahrazeni vliakna sondy

-

3. Vystiizeni sondy

4. Dokonéeni polymerizace
Ny

rd N,

5°

-<
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dochazi ke zhaSeni emise signalniho barviva. 3. Jakmile dojde k odStépeni signdlniho
barviva od zbytku sondy, signalni barvivo za¢ne emitovat fluorescenéni zafeni. 4. Po
dokonéeni polymerizace stile dochazi k emisi fluorescencniho zafeni signalnim
barvivem. B) Technologie SYBR Green barviva. 1. Pfi smichani barviva se vzorkem se
barvivo navaze na dvouvlaknovou DNA. 2. Vlivem vysoké teploty dochazi k denaturaci
DNA, barvivo je uvolnéno a jeho emise fluorescenéniho zafeni je vyrazné omezena.
3. Po navazani primerQ a zapoc¢nuti syntézy nového vlakna se barvivo opét vaZze mezi na
dvouvlaknové fetézce. 4. Po dokonceni polymerizace dochazi k nartstu signalu
fluorescen¢niho zafeni emitovaného barvivem navazanym na dvouvlaknovou DNA.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a chemikalie

3.1.1 Biologicky material
e kukufice seta (Zea mays), vzorky poskytla Nuria Diego, Oddéleni chemické
biologie a genetiky, Centrum regionu Hana

e (Cepenka odstala (Physcomitrella patens)

3.1.2 Pouzité chemikalie
e agar (Sigma-Aldrich, USA)
e bromid draselny (Sigma-Aldrich, USA)
e dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, USA)
e dusi¢nan vapenaty tetrahydrat (Sigma-Aldrich, USA)
e glukosa (Sigma-Aldrich, USA)
e hydroxid draselny (Sigma-Aldrich, USA)
e hydroxid sodny (Sigma-Aldrich, USA)
e chlorid cinaty dihydrat (Sigma-Aldrich, USA)
e chlorid draselny (Sigma-Aldrich, USA)
e chlorid kobaltnaty hexahydrat (Sigma-Aldrich, USA)
e chlorid lithny (Sigma-Aldrich, USA)
e chlorid manganaty tetrahydrat (Sigma-Aldrich, USA)
e chlorid nikelnaty hexahydrat (Sigma-Aldrich, USA)
e chlorid sodny (Sigma-Aldrich, USA)
e jodid draselny (Sigma-Aldrich, USA)
e kyselina nikotinova (Sigma-Aldrich, USA)
e kyselina trihydrogenborita (Sigma-Aldrich, USA)
e Luna® Universal Probe gPCR Master Mix (New England Biolabs, UK)
e MyTaq™ Mix (Bioline, UK)
e p-aminobenzoova kyselina (Sigma-Aldrich, USA)
¢ RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher
Scientific, USA)
e RNAqueous™ Total RNA Isolation Kit (Invitrogen, USA)
e ROX reference Dye (Invitrogen, USA)
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siran hlinity oktadekahydrat (Sigma-Aldrich, USA)
siran hofe¢naty heptahydrat (Sigma-Aldrich, USA)
siran m&d’naty pentahydrat (Sigma-Aldrich, USA)
siran zine¢naty heptahydrat (Sigma-Aldrich, USA)
siran Zeleznaty heptahydrat (Sigma-Aldrich, USA)
D-sorbitol (Sigma-Aldrich, USA)

thiamin hydrochlorid (Sigma-Aldrich, USA)
TURBO™ DNase (2 U/ul) (Invitrogen, USA)
vinan amonny (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.3 Pristrojové vybaveni

automatické pipety (Eppendorf, NSR)
centrifuga 5430R (Eppendorf, NSR)
elektromagneticka michacka (IKA, SRN)
inkubétor (Sanyo, Japonsko)

laminarni box

parni sterilizator (Tuttnauer, NSR)

pH metr (XS Instruments, Italie)

QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, USA)

rotacni tfepacka (IKA, SRN)

termocykler Mastercycler EP Gradient (Eppendorf, NSR)

tfepacka stolni orbitalni Minitron (Infors HT, Svycarsko)

3.1.4 Pouzité programy

QuantStudio™” Design & Analysis software (Thermo Fisher Scientific, USA)

MEGAY7 (Kumar, Stecher a Tamura, 2016)
Muscle (Edgar, 2004)

PhyML 3.0 (Guindon et al., 2010; Lefort, Longueville a Gascuel, 2017)

3.2 Metody

3.2.1 Kultivace ¢epenky odstalé (Physcomitrella patens)
Ptiprava 3 1 Knop media (Reski a Abel, 1985): Jednotlivé roztoky slozek media (viz
Tab. 1 a 2) byly odméfeny do 31 odmérmné banky. Po ptidavku zhruba 2,5 1 destilované

vody bylo nasledn€ pomoci roztoku KOH upraveno pH celkového roztoku na hodnotu
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5,7 a roztok byl doplnén po rysku vodou. Medium bylo rozdéleno na roztoky
1 | kontrolniho media, 1 1 média obsahujiciho NaCl o koncentraci 200 mmol.I*
a1l média obsahujiciho sorbitol o koncentraci 400 mmol.I*. Jednotlivé roztoky byly
nasledné¢ sterilizovany v autoklavu.

Kultivace Physcomitrella patens: Ve sterilnim laminarnim boxu byla jiz napéstovana
rostlina divokého typu rozdélena na celkem 4 ¢asti, které byly nasledné umistény do
4 sterilnich Erlenmeyerovych banék. K jednotlivym fragmentiim rostlin bylo ptidano po
300 ml pfipraveného roztoku média (do prvni a druhé baiky byl piidan kontrolni
roztok, do tfeti roztok obsahujici NaCl a do ¢tvrté roztok obsahujici sorbitol). Rostliny

byly nésledn¢ inkubovany po dobu 5 dni pti 25 °C.

Tab. 1 Jednotlivé slozky Knopova media

Latka Koncentrace Objem v 3 1 roztoku  Hmotnost v 3 | roztoku
[mmolI*] [g.07] [ml.31"] [9.317]
KH,PO, 1,800  0,2500 30 -
MgSQO, . 7 H,0 1,000 0,2500 30 -
KCI 3,400 0,2500 30 -
Ca(NOg3); . 4 H,0 4,000  1,0000 30 -
FeSO,. 7 H,0O 0,045 0,0125 - 0,0375
Roztok mikroprvkil - - 3 -

Tab. 2 Jednotlivé slozky roztoku mikroprvka (upraveno podle (Ashton a Cove, 1977))

Koncentrace v 1 |

Latka Koncentrace (1000x konc. roztok) media
[mmol.I"] [mg.1™] [umol.I"]

H3BO3 9,900 614,0 9,900
MnCl; . 4 H,0 1,970 389,0 1,970
NiCl, . 6 H,0O 0,220 59,0 0,220
CoCl;, . 6 H,0 0,230 55,0 0,230
CuSQO4.5H,0 0,220 55,0 0,220
ZnS0, . 7 H,0 0,190 55,0 0,190
Aly(SOy)3 . 18 H,0 0,058 38,6 0,058
KBr 0,240 28,0 0,240
Kl 0,169 28,0 0,169
LiCl 0,660 28,0 0,660
SnCl, . 2 H,0 0,120 28,0 0,120
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3.2.2 Izolace a precipitace RNA (pouziti PureLink RNA Mini Kit,

Ambion™ — Thermo Fisher Scientific)

Izolace RNA: Jednotlivé vzorky rostliny byly pomoci tekutého dusiku a sterilni tfeci
misky s tlou¢kem homogenizovany. Z homogenni smési bylo odvazeno 100 mg do 2ml
mikrozkumavky. Poté byl do zkumavky ptfiddn 1 ml lyza¢niho vazebného roztoku
(Lysis binding solution). Mikrozkumavky byly nasledné zcentrifugovany pti 16 000 g
po dobu 5 minut. Supernatant byl odebran a v nové tubé smichan s ekvivalentnim
mnozstvim 64% roztoku ethanolu. Vznikly roztok byl pomoci centrifugy (10 000 g,
30 s) prefiltrovan pies filtracni patronu (Filter Cartridge). Filtratni patrona byla
nasledné¢ promyta 700 pl promyvaciho roztoku 1 (Wash Solution #1) a 2x 500 pl
promyvaciho roztoku 2 (Wash Solution #2). Mezi kazdym promytim byla
mikrozkumavka s filtraéni patronou zcentrifugovana (10 000 g, 30 s). Po promyti byla
RNA eluovana z filtra¢ni patrony pomoci 60 pl a 40 ul eluéniho roztoku (Elution
Solution) vytemperovaného na teplotu 80 °C.

Precipitace RNA pomoci roztoku chloridu lithného: Roztok RNA o objemu 100 pl
byl smichan s 50 pl LiCl precipitacniho roztoku (Precipitation solution) a inkubovan
pfes noc pii teplot¢ -20 °C. Po rozmrazeni byl roztok zcentrifugovan (16 000 g,
15 min). Supernatant byl opatrn¢ odstranén od peletu, ktery byl promyt 70% roztokem
ethanolu. Vznikly roztok byl zcentrifugovan (16000g, 15 min) a ponechan
Vv laminarnim boxu, kde doslo k odpafeni ethanolu. K promytému peletu bylo pfidano
20 ul RNA-free H,0.

Odstranéni DNA ze vzorku RNA (TURBO DNA — free™ Kit — Thermo Fisher
Scientific): Kroztoku RNA bylo pfidano 3,5 ul DNA TURBO pufru, 2 ul DNasa
TURBO a vznikla smés byla inkubovana pti 37 °C po dobu 40 minut. Po uplynuti
inkubacni doby byl do centrifugy pfidan 1 pul DNasa TURBO a roztok byl opét
inkubovan pti 37 °C po dobu 40 minut. Inaktivace DNasy byla provedena pfidanim 1 pl
50mmol.I™* roztoku EDTA a smés byla inkubovéna pii 70 °C po dobu 10 minut.
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3.2.3 Reversni transkripce do c¢cDNA (pouziti RevertAid H Minus

Reverse Transcriptase — Thermo Scientific)
K jednotlivym vzorkim RNA zifedénych na celkové mnozstvi 4 ng ve 23 ul roztoku
bylo pridano 2 pl Oligo(dT)1g (#SO131) primeru. Roztok byl inkubovan pii 65 °C po
dobu 5 minut. Po uplynuti doby inkubace bylo k roztoku piidano 15 pl reakéni smési
(Tab. 3). Po promichani byl roztok inkubovan pii 42 °C po dobu 60 minut. Reakce byla
ukonéena zvySenim inkubac¢ni teplotu na 70 °C po dobu 10 minut. Ziskana cDNA byla
uskladnéna pii teploté -20 °C.

Tab. 3 Jednotlivé slozky reakéni smési pro syntesu cDNA.

Dil¢i komponent V [ul]
5X Reaction Buffer 4
Thermo Scientific™ RiboLock™ Rnase 0,5
Inhibitor (#£00381)

dNTP Mix (#R0191] 2
ReverdAid H Minus Reverse Transcriptase 1
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3.2.4 Real-time PCR

Stanoveni rovnice kalibracni piimky jednotlivych stanovovanych geni izoenzymu
ALDH: Zasobni roztoky plazmidt gent jednotlivych izoenzymiit ALDH byly nafedény
na koncentraci 1 pg.ul™. Ztakto pfipravenych roztoki byly nasledn& pfipraveny
kalibra¢ni fady (fedéni 1:2 pro ZmALDH plazmidy, 1:4 pro PpALDH plazmidy).
Roztoky kalibra¢ni fady byly aplikovany po 2,5 ul do jednotlivych jamek 96jamkové
mikrotitracni desticky spolu se 7,5 ulreakéni smési (TagMan — Thermo Fisher
Scientific). Desticka byla peclivé zalepena folii, zcentrifugovana (30 s) a poté vlozena
do rt-PCR termocykleru. Podminky PCR reakce byly nastaveny v pocitaovém softwaru
(QuantStudio™). Na zakladé znamé koncentrace a velikosti jednotlivych plazmidi byl
spocitan pocet molekul plazmidl v jednotlivych jamkach. Rovnice kalibraéni piimky
byla vyhodnocena s ohledem na poc¢et molekul plazmidi a fedéni jednotlivych jamek.

Meéfieni jednotlivych vzorkli cDNA: Jednotlivé vzorky cDNA byly aplikovany po
2,5 ul do 96jamkové mikrotitraéni desticky spolu se 7,5 pl reakéni smési obsahujici
MyTaq™ DNA polymerasu, nukleotidy a specifické primery a proby pro elongaéni
faktor. Byla provedena PCR reakce pfi specifickych podminkach (tento krok je nutny
pro nafedéni jednotlivych vzorkd na stejnou hodnotu Cr). Po zfedéni byly vzorky
cDNA ziskané z RNA kukufice aplikovany po 2,5 pl do 96jamkové mikrotitrani
desticky spolu se 7,5 ul reakéni smési obsahujici primery a proby pro jednotlivé
isoenzymy ALDH. U vzorki cDNA ziskané z RNA mechu bylo pouzito 2 ul cDNA
a 8 ul reakéni smesi (Luna Master Mix). Po provedeni PCR reakce byla z naméfenych
hodnot Ct (cyklus prahu) uréena primérna hodnota Ct jednotlivych gent isoenzymu
ALDH, ze které pomoci rovnic (1) a (2) byl vypocten pocet kopii genli isoenzymi
ALDH.

Cr-p
10 s

Nyontrola = CeDNA (l)

2CT.kontrola‘CT,elongaéni faktor

Nyzorex = Niontrota * 2CTvzorek=CT elongaéni faktor (2)
Niontroia--- pocet kopii genu v nestresovaném vzorku
Nyzorek--- pocet kopii genu ve stresovaném vzorku
Cr... cyklus prahu

Ccpna--- koncentrace rekombinantni DNA (v ng*ul'l)
p...hodnota priiseciku (odectena z kalibra¢ni pifimky)

s... hodnota sklonu (odectena z kalibra¢ni pfimky)
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3.2.5 Fylogeneticka analyza PpALDH a ZmALDH

Na zéaklad¢ ptedchozi studie (Brocker et al., 2013) byly v databazi proteinid UniProt
vyhledany aminokyselinové sekvence jednotlivych isoenzymi ZmALDH a PpALDH.
Pomoci softwaru MEGA7 bylo provedeno zarovnani (alignment) sekvenci programem
MUSCLE. Vysledny alignment byl konvertovan do formatu PHYLIP. Soubor byl
nasledn¢ uploadovan do PhyML 3.0 softwaru, ktery slouzi k vypoctu ptibuznosti mezi

jednotlivymi sekvencemi a generovani grafického zobrazeni fylogenetickych stromu

(Guindon et al., 2010).
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4 VYSLEDKY

4.1 Genova exprese PDALDH2

Na zaklad¢ analyzy genové exprese PPALDH2 mechu P. patens lze vyvodit, Ze exprese
obou PpALDH geniu (Obr. 8A a 8B) je vlivem stresu soli inhibovana. Oproti
PpALDH2B (Obr. 8B), jehoz exprese byla dehydrataci rovnéZz inhibovana, vlivem
dehydratace dochazi u PpPALDH2A (Obr. 8A) k vyraznému zvyseni exprese.
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Obr. 8 Profil exprese PpALDH2 v mechu. (A) Genova exprese PpALDH2A vV rostlinach
vystavenych soli (NaCl, koncentrace 200 mmol.I™") po dobu 3 a 5 dni a dehydrataci
(sorbitol, koncentrace 400 mmol.I") po dobu 3 dni. (B) Genova exprese PPALDH2B
v rostlinach vystavenych soli (NaCl, koncentrace 200 mmol.I"*) po dobu 3 a 5 dni
a dehydrataci (sorbitol, koncentrace 400 mmol.I") po dobu 3dni. Rostliny byly
péstovany v Knopové médiu. Hodnoty Cr byly normalizovany pomoci elonga¢niho
faktoru 1o mechu a Géinnosti amplifikace.
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4.2 Genova exprese ALDH7
U analyzy genové exprese PpPALDH7 (Obr. 9A) nebylo z divodu chybéjiciho plazmidu

mozné zjistit rovnici kalibracni piimky, a tudiz kvantifikovat hodnoty poctu kopii genu.
Na zékladé hodnot Cr lze vSak vyhodnotit relativni zménu genové exprese. Oproti
divokému typu doslo k mirnému nartistu genové exprese u vzorku vystaveného stresu
soli po dobu 5 dni.

Analyza genové exprese ZMALDH7 vykazuje vyrazné zvySeni exprese genu
v pritomnosti prolinu a lysinu s pfidavkem soli. Tento trend vSak nebyl pozorovan

u vzorkl péstovanych na samotném prolinu a lysinu.
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Obr. 9 Profil exprese ALDH7 v mechu a kukufici. (A) Relativni zména genové exprese
PPALDH7 v rostlinach vystavenych soli (NaCl, koncentrace 200 mmol.I") po dobu
3a5 dni adehydrataci (sorbitol, koncentrace 400 mmol.I"") po dobu 3 dni. Rostliny
byly péstovany v Knopové médiu. (B) Genova exprese ZmMALDH7 vV rostlinach
vystavenych exogennimu prolinu (koncentrace 1 mmol.I") a lysinu (koncentrace
1 mmol.I") s pidavkem soli (NaCl, koncentrace 150 mmol.I'). Hodnoty Cr byly
normalizovany pomoci elonga¢niho faktoru lo mechu a kukufice a ucinnosti
amplifikace.
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4.3 Genova exprese ALDH10
Genova exprese PpALDH10 (Obr. 10A) vykazovala nartst v piipadé vystaveni vzorku

mechu stresu soli po dobu 5 dni. K jesté vyraznéjsimu naristu genové exprese pak doslo
Vv pfipadé vystaveni rostliny stresu dehydrataci (sorbitol).

Analyzou genové exprese ZMAMDH1A (Obr. 10B) bylo zjisténo, Ze oproti
nestresovanému vzorku doslo k nejveétsimu poklesu genové exprese u vzorku stresované
pfidavkem exogenniho T-sperminu. Vyrazné zvyseni exprese pak bylo pozorovano
u vzorku stresovaného pridavkem putrescinu v kombinaci se stresem soli.

Genova exprese ZmAMDH1B (Obr. 11A) se oproti kontrole i obéma AMDH genim
zvysila v pfipadé¢ vzorku s pfidavkem GABA. K nejvétSimu zvysSeni exprese doslo
v piipad¢ kombinace stresu vyvolaného y-aminomdselnou kyselinou a stresu soli.

Vyznamny narast byl rovnéz zaznamenan v piipad¢ vzorku s putrescinem a soli.
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Obr. 10 Profil exprese ALDH10 v mechu a kukufici. (A) Genova exprese PpALDH7
v rostlinach vystavenych soli (NaCl, koncentrace 200 mmol.I") po dobu 3 a5 dni
a dehydrataci (sorbitol, koncentrace 400 mmol.I"") po dobu 3 dni. Rostliny byly
péstovany v Knopové médiu. (B) Genova exprese ZmAMDHI1A v rostlinich
vystavenych exogennimu spermidinu (koncentrace 0,1 mmol.I""), sperminu
(0,2 mmol.I™"), putrescinu (1 mmol.I™), kyseling y-aminomaselné (GABA, koncentrace
1 mmol.I") aT-sperminu. (0,1 mmol.I"") spiidavkem soli (NaCl, koncentrace
150 mmol.I™"). Hodnoty C+ byly normalizovany pomoci elonga&niho faktoru 1o mechu
a kukufice a uc¢innosti amplifikace.
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Nartst genové exprese genu ZMAMDH2 byl pozorovan pouze u vzorku s pridavkem
soli a putrescinu. Genova exprese byla nejvyraznéji inhibovana u vzorku stresovaného
ptidavkem GABA. K inhibici exprese doslo téZ u vzorku s T-sperminem a kombinace
sperminu se soli.

Pocet kopii genti u vSech ZMAMDH byl vyrazné vyssi nez v ptipadé PpALDH10.
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Obr. 11 Profil exprese ZmALDH10 v kukutici. Genova exprese ZmMAMDH1B (A) a ZmAMDH?2
(B) vrostlindch vystavenych exogennimu spermidinu (koncentrace 0,1 mmol.I™),
sperminu (0,1 mmol.I""), putrescinu (1 mmol.I™"), kyseling y-aminomaselné (GABA,
koncentrace 1 mmol.IY) a T-sperminu. (0,1 mmol.I"") s piidavkem soli (NaCl,
koncentrace 150 mmol.I"). Hodnoty C; byly normalizovany pomoci elongaéniho
faktoru 1a mechu a kukufice a i¢innosti amplifikace.
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4.4 Genova exprese ALDH12
Analyzou genové exprese PPALDH12 (Obr. 12A) nebyla v piipadé stresu dehydrataci

ani soli zjiSténa zadna signifikantni zména exprese.

Genova exprese ZMALDH12 (Obr. 12B) vykazovala nejvyznamnéjsi nartst v pripadé
kombinace stresu soli a prolinu. Vyznamny narast byl rovnéz zaznamenan v piipadé
stresu vyvolaném piidavkem lysinu. Tento nartast byl vyznamnéj$i u kombinace lysinu

a soli.
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Obr. 12 Profil exprese ALDH7 v mechu. (A) Genova exprese PpALDH7 v rostlinach
vystavenych soli (NaCl, koncentrace 200 mmol.I") po dobu 3 a 5 dni a dehydrataci
(sorbitol, koncentrace 400 mmol.I"") po dobu 3 dni. Rostliny byly p&stovany v Knopové
médiu. (B) Genova exprese ZMALDH7 v rostlinach vystavenych exogennimu prolinu
(koncentrace 1 mmol.I"") a lysinu (koncentrace 1 mmol.I") s piidavkem soli (NaCl,
koncentrace 150 mmol.I'"). Hodnoty C; byly normalizovany pomoci elongaéniho
faktoru 1o mechu a kukufice a G¢innosti amplifikace.
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4.5 Genova exprese PpALDH21
Analyzou exprese PpALDH21 bylo zjisténo, ze doSlo k inhibici exprese u vzorkl
pestovanych v mediu se soli. Vlivem dehydratace (sorbitol) byla exprese tohoto genu

zvysena.
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Obr. 13 Profil exprese PpALDH21 v mechu. Genova exprese PpALDH21 v rostlinach
vystavenych soli (NaCl, koncentrace 200 mmol.I") po dobu 3 a 5 dni a dehydrataci
(sorbitol, koncentrace 400 mmol.I"") po dobu 3 dni. Rostliny byly péstovany v Knopové
médiu. Hodnoty Ct byly normalizovany pomoci elongaéniho faktoru lo mechu
a ucinnosti amplifikace.
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4.6 Fylogeneticka analyza PpALDH

Byla vypracovana fylogenetickd analyza rodiny ALDH v Cepence odstalé
(Physcomitrella patens). Celkem se v rostliné nachazi 21 enzymut rozdélenych do
11 rodin ALDH (jmenovit¢ ALDH2, ALDH3, ALDHS5, ALDH6, ALDH7, ALDH10,
ALDH11, ALDH12, ALDH18, ALDH21 a ALDH23).

Na zéklad¢ fylogenetického stromu (Obr. 14) lze odvodit, Ze rodina 2 je zastoupena
2 isoformami PpALDH2A a PpALDH2B. Tato rodina se vyclenila od rodiny 5 (enzymy
PpALDH5A a PpALDHS5B) arodiny 10 (PpALDH10A). Rodina 3 vytvari
samostatnou vétev, nizce ptibuznou s ostatnimi rodinami. Tato rodina, slozena
z 5 ¢lent, se de€li na 2 dalsi vétve, a sice vysoce pribuzné PpALDH3E a PpALDH3A,
améné piibuzné PpALDH3C, PpALDH3D a samostatné vyclenény PpALDH3B. Po
rodin¢ 3 doslo k vy€lenéni rodiny 18 (PpALDHIS), kterd vykazuje vicéi ostatnim
rodinam velmi malou miru ptibuznosti. Po této rodin¢ se vyclenily dal$i méné ptibuzné
rodiny 23 (PpALDH23A), 6 (PpALDH6A) a 7 (PpALDH7A). Rodina 11, vy¢lenéna
spolu s malo piibuznymi rodinami 12 (PpALDH12A) a 21 (PpALDH21A), se sklada
z 5 ¢lent, rozdélenych na vétvev PpALDHI1A a PpALDHI1E, a vétev PpALDHI11C,
PpALDHI11B a PpALDH11D, které jsou spolu vysoce ptibuzné.
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Obr. 14 Fylogeneticky strom PpALDH enzymu Cepenky odstalé (P. patens). Anylyza byla
provedena pomoci PhyML 3.0 softwaru, ktery slouzi k vypoctu piibuznosti mezi
jednotlivymi sekvencemi a generovani grafického zobrazeni fylogenetickych stromu
(Guindon et al., 2010; Lefort, Longueville a Gascuel, 2017). Byl pouzit substitu¢ni
model LG. (Le a Gascuel, 2008).
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4.7 Fylogeneticka analyza ZmALDH

Byla vypracovana fylogeneticka analyza rodiny ALDH v kukufici seté (Z. mays).
Celkem se v rostlin€ nachdzi 23 enzymi rozdélenych do 10 rodin ALDH (jmenovité
ALDH2, ALDH3, ALDH5, ALDH6, ALDH7, ALDH10, ALDH11, ALDH12,
ALDH18, a ALDH22).

Z fylogenetického stromu (Obr. 15) vyplyva, Ze rodina ALDH2 se sklada z 6 ¢lent
délicich se na vétev dvou vysoce piibuznych enzymti ZmRF2A a ZmRF2B a vétev Ctyt
enzymi ZmRF2C, ZmRF2D, ZmRF2E a ZmRF2F, z nichz posledni dva jmenované
jsou opét vysoce piibuzné. Rodina ZmMALDH3, vyclenena spolu senzymem
ZmALDH22A1 od rodin ZmALDH2, 5 a 10, se sklada z 5 ¢lent rozd€lenych na vétev
ZMALDH3E1 a ZmALDH3E2, a uzel, ktery se dale déli na vétev ZmALDH3H2
a ZmALDH3H3 avétev ZmALDH3HI1. Rodina ZmALDHS, vy¢lenéna od rodiny
ZmALDHI10 a rodiny 2, se skldda ze 2 vysoce piibuznych isoforem. ZmALDH6BI1
enzym byl vyélenén na samostatnou vétev stejné jako ZmALDH7B6. Rodina 10,
sestavajici ze 2 vysoce piibuznych ¢leni ZmAMDHIA a ZmAMDHI1B a enzymu
ZmAMDH?2, se vyc¢lenila od rodiny 2. Rodiny 11 i 12 jsou rodiny zastoupené vzdy
po 1 isoenzymu. Rodina 18, sestavajici ze 2 ¢lend, se vyclenila jiz od ostatnich rodin

a vykazuje jen nizkou ptibuznost s ostatnimi ¢leny ZmALDH.

47



— ZmALDHTEBZ | 9dina 18
— ZmALDH15E1

ImALDH12A1

57 aa — ZmALDHIEZ

ImALDHT1E3
ImALDHZ2ZA

i1

ImALDH3E

100 ZmALDH3H1 | Fodina 3
5| 1 ZmALDH3H3
55 | Zmal DH3H2

ﬂ{ ZmALDHSF2 | o dina 5
ZmALDHEF1

ImAlOHZ
7mAMDH1 g | rodina 10
99 [ ZmAMDHTA

ImRF2E

ImRF2A

ImRFZC

ImRF2F

fmRFZE

100 L ZmRF20
ImALOHTBE

100

100

rodina 2

—
050

ImALDHEE1

Obr. 15 Fylogeneticky strom ZmALDH enzyma kukufice seté (Z. mays). Anylyza byla

provedena pomoci PhyML 3.0 softwaru

, ktery slouzi k vypoctu piibuznosti mezi

jednotlivymi sekvencemi a generovani grafického zobrazeni fylogenetickych stromu
(Guindon et al., 2010; Lefort, Longueville a Gascuel, 2017). Byl pouzit substitué¢ni

model LG. (Le a Gascuel, 2008).
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5 DISKUZE
Exprese geni PpALDH2A a PpALDH2B u P. patens byla vlivem pisobeni stresu

vyvolaného soli inhibovana. Vlivem sucha pak doSlo ke zvySeni exprese PPALDH2A
asnizeni exprese PpALDH2B. U geni ryze seté (Oryza sativa) OsALDH2B za
pfitomnosti soli asoje lustinaté (Glycine max) GmALDH2A za stresu vyvolaném
suchem dochazi rovnéz ke snizeni exprese (Gao a Ban, 2008; Wang et al., 2017).
U gentt GhdALDH2B a GhaALDH2B bavlnikt G. hirsutum a G. arboreum vsak vlivem
pusobeni soli dochdzi jen ke kratkodobému snizeni exprese, ktera je nasledné vyrazné
zesilena. Tyto enzymy pravdépodobné hraji roli v ochrané rostliny pted stresem
vyvolanym soli (Guo et al., 2017). Rozdil v expresi genu u P.patens a bavlniku je
pravdépodobné zapfiinén riznym mechanismem bunécné signalizace Kk expresi
enzymu u niz8ich a vyssich rostlin. Guo et al., (2017) uvadéji, Zze exprese GhaALDH2B
byla vystavenim vlivu sucha piekvapivé snizena, jako je tomu u PpALDH2B.

U genu PpALDHY doslo k mirnému zvyseni exprese pii piidavku soli. Pfidavek soli
pak mé&l v kombinaci s aminokyselinami prolin a lysin vyrazny vliv na zvySeni exprese
u ZmALDH?7. Geny OsALDH7, GmALDH7, AtALDH7, GhdALDH7 vykazovaly rovnéz
vyrazny narast exprese vlivem sucha ¢i ptidavku soli, coz nasvédCuje, ze ALDH7
rodina ma v rostlinach velmi dutlezitou roli v adaptaci rostlin na rizné formy
abiotického stresu (Guo et al., 2017; Gao a Ban, 2008; Wang et al., 2017; Zhao,
Missihoun a Bartels, 2017; Stiti et al., 2011). Zhao, Missihoun a Bartels (2017) navic
poukazuji na umocnéni tohoto nartistu v piipadé kombinace stresu vyvolaného
dehydrataci se stresem tepelnym. OSALDH7 je rovnéZ regulovan nahoru vlivem
napadeni rostliny patogenem, coz poukazuje i na moznou roli ALDH7 v obrang rostlin
vici stresu biotickému (Wu et al., 2007).

PpALDH10 reaguje na stres zpusobeny dehydrataci ¢i ptfidavkem soli vyraznym
zvySenim exprese. Dittami et al. (2011) uvadgji, ze vlivem stresu vyvolaného
ptidavkem soli dochazi u zelené tasy Ectocarpus silicolus k akumulaci GABA, ktera je
syntetizovana jakozto produkt degradacni drahy putrescinu. D4 se tudiz predpokladat,
ze tato draha je rovnéz katalyzovana ALDH10. U geni ZmAMDH1A, ZmAMDH1B
I ZMAMDH?2 kukufice, jakozto zastupce vyssich rostlin, dochazi k vyraznému narGstu
exprese Vv ptipad¢ kombinace stresu soli s pfidavkem putrescinu. AMDH enzymy jsou
unikatni svou schopnosti metabolizovat toxické aminoaldehydy vzniklé¢ degradaci

polyaminli na aminokyseliny. Rovné€z jsou odpovédné za udrzovani koncentrace
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o-aminoaldehydti béhem zrani semene (Kopecny et al., 2013). AMDH enzymy maji
U nizsich 1 vyssich rostlin velky vyznam z hlediska adaptace rostlin na stres suchem ¢i
soli. U mutanti Arabidopsis thaliana aldh10a8 a aldh10a9 doslo ke zvySeni senzitivity
na salinitu, pficemz koncentrace GABA u divokého typu stresovaného soli byla az 3krat
vy$8i nez u mutanti (Zarei, Trobacher a Shelp, 2016). Gao a Ban (2008) rovnéz
prokdzali narist exprese OSALDH10 vlivem stresovani soli i suchem u mladych listi,
ktera byla umocnéna piidavkem kyseliny abscisové. AMDH maji rovnéz vliv ina
vedlejsi charakteristické znaky urcitych rostlin. Arikit et al. (2011) uvadgji, ze vlivem
ptitomnosti genu GMAMDH2 dochéazi u soje k produkci AMDH enzymu, ktery
zabranuje akumulaci 2-acetyl-1-pyrrolinu. Tato volatilni latka, typicka pro mnohé
obiloviny, je charakteristicka svou viini pfipominajici viini popcornu.

PpALDH12 nehraje roli v ptipadé odolnosti mechu wvuéi stresu vyvolaného
dehydrataci ani ptidavkem soli. Deuschle et al. (2004) pii studiu exprese AtP5CDH
(AtALDH12) u A. thaliana rovnéz nezaznamenali zadnou zménu v koncentraci
A'-pyrrolin-5-karboxylatu mezi rostlinami stresovanymi a nestresovanymi. Ani
GaALDH12A1 baviniku nereagoval na abioticky stres (Guo et al., 2017). ALDH12
tudiz neni nezbytny v ptipad¢ adaptace na stres vyvolany soli. Je vSak zajimavé, Ze gen
traviny Cleistogenes songorica CSALDH12A1 kontransformovany do alfalfy (Medico
sativa L.) vykazoval az 6krat vyssi hladinu exprese u rostlin stresovanych dehydrataci
(15 dni) a pfidavkem soli (10 dni). U rostlin stresovanych soli doslo zaroven k poklesu
koncentrace Na* a nartistu koncentrace K*, ¢imz doslo k zabranéni poskozeni rostliny
vlivem toxicity ¢i vysokého osmotického tlaku. Rostliny alfalfa s CSALDH12A1 kromé
toho taktéZ vykazovaly vyssi toleranci viici teplotnimu ¢i svételnému stresu nebo vici
patogenim (Duan et al., 2015). Deuschle et al. (2004) zaroven uvadi, Ze vlivem
napadeni rostliny A. thaliana patogenem doslo k vyraznému naristu exprese
AtALDH12. Byla taktéz zaznamenana zvySena exprese AtALDH12 v ptipadé kombinace
stresu soli s pfidavkem aminokyselin prolinu ¢i argninu. Tato zvySend hladina exprese
byla zaznamenana i v pfipadé ZmALDH12. ALDHI2 enzym je nezbytny pro
odbouravani P5C, ktery ve zvySenych koncentracich aktivuje signdlni kaskadu vedouci
k bunééné smrti (Deuschle et al., 2004).

Gen PpALDH21 je exprimovan ve vétsi mife v pfipadé stresu vyvolaného
dehydrataci rostliny. Pfedchozi studie provedené s genem ScALDH21 Synchitria
caninervis kotransformovanym do bavlniku potvrzuji tento zavér. SCALDH21 byl

piekvapivé za ptidavku soli regulovan nahoru. ALDH21 slouZi v niZ§ich rostlinach jako
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enzym zodpovédny za adaptaci rostliny na suché podminky (Yang et al., 2016).
Pritomnost enzymu ALDH21 v fasach, meSich, a dalSich nizsich rostlinach dava témto
rostlinAm moznost katalyzovat reakce GABA-pfepinae nejen v mitochondriich, ale

i v cytosolu. V nizSich rostlinach je tudiz GABA-piepinaé mnohem rozmanitéjsi

metabolicka draha nez u vyssich rostlin (Kopec¢na et al., 2017).
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6 ZAVER

Byla vypracovana literarni reSerSe na téma nadrodiny aldehyddehydrogenas (ALDH)
arodin ALDH2, ALDH7, ALDH10, ALDH12 a ALDH21 se zaméfenim na jejich
fylogenetickou analyzu, substratovou specifitu a strukturu.

Byla vypracovana literarni reSerse na téma RT-PCR se zaméfenim na porovnani
detekce amplifikace pomoci TagMan sond a SYBR green barviva.

Vzorky rostlin ¢epenky odstalé (Physcomitrella patens) byly uspésné kultivovany.

Izolovana RNA byla purifikovana a nasledné pfepsana do cDNA.

Byly provedeny g-PCR experimenty spouzitim FAM-TAMRA sond proti
PpALDH2A, PpALDH2B, PpALDH7, PpALDH10, PpALDH12 a PpALDH21 gentim
P. patens a proti ZmALDH7, ZmMAMDH1A, ZmAMDH1B, ZmAMDH2 a ZmALDH12
geniim Z. mays.

Byla vypracovana fylogeneticka analyza aldehyddehydrogenas zastoupenych
v kukufici (Z. mays) a mechu (P. patens).

Vlivem stresu vyvolaného pifidavkem soli byla zvySena exprese PpALDH7
a PpALDH10. Pridavek soli v kombinaci s aminokyselinami prolin a lysin mél taktéz
vliv na zvyseni exprese ZMALDH7 a ZmALDH12. Ke zvySeni exprese vlivem soli
rovnéz doslo u vSech ZmAMDH, a topfedevSim v pfipadé kombinace soli
S polyaminem putrescinem. Stres zplsobeny salinitou na druhou stranu inhiboval
expresi PpALDH2A, PpALDH2B.

Zvyseni exprese vlivem dehydratace bylo prokdzano u PpALDH2A, PpALDH10
a PpPALDHZ21. Dehydratované prostfedi naopak sniZilo expresi u genu PDPALDHZ2B.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AASAL
ABAL
ACAPAL
ALDH
ALDH10
ALDH12
ALDH12A
ALDH18
ALDH2
ALDH21
ALDH23
ALDH24
ALDH2B
ALDH2C
ALDH2D
ALDH2E
ALDH3
ALDH4
ALDH5
ALDH5F1
ALDH5F?2
ALDH6
ALDH7
ALDH7B
Aldh7b
AMDH
AMDH1A
AMDH1A, ALDH10A8
AMDH1B, ALDH10A9
AMDH?2
APAL
AtALDH
AtP5CDH
BAL
cDNA
DMSP
DMSPAL
FRET
GAD
GBAL
GhaALDH
GhdALDH
GMALDH
GPAL
GRSAL
GSAL
GSALDH
hALDH7 (ALDH7AL)

a-aminoadipat-semialdehyd

4-aminobutanal

3-acetamidopropanal

aldehyddehydrogenasa
aldehyddehydrogenasa rodiny 10
aldehyddehydrogenasa rodiny 12
aldehyddehydrogenasa rodiny 12 podrodiny A
aldehyddehydrogenasa rodiny 18
aldehyddehydrogenasa rodiny 2
aldehyddehydrogenasa rodiny 21
aldehyddehydrogenasa rodiny 23
aldehyddehydrogenasa rodiny 24
aldehyddehydrogenasa rodiny 2 podrodiny B
aldehyddehydrogenasa rodiny 2 podrodiny C
aldehyddehydrogenasa rodiny 2 podrodiny D
aldehyddehydrogenasa rodiny 2 podrodiny E
aldehyddehydrogenasa rodiny 3
aldehyddehydrogenasa rodiny 4
aldehyddehydrogenasa rodiny 5
aldehyddehydrogenasa rodiny 5 podrodiny F1
aldehyddehydrogenasa rodiny 5 podrodiny F2
aldehyddehydrogenasa rodiny 6
aldehyddehydrogenasa rodiny 7
aldehyddehydrogenasa rodiny 7 podrodiny B
mutant s deleci genu ALDH7B
aminoaldehyddehydrogenasa
aminoaldehyddehydrogenasa 1A
aminoaldehyddehydrogenasa 1A
aminoaldehyddehydrogenasa 1B
aminoaldehyddehydrogenasa 2
3-aminopropanal

aldehyddehydrogenasa z A. thaliana
A'-pyrrolin-5-karboxylatdehydrogenasa z A. thaliana
betainaldehyd

komplementarni DNA
3-dimethylsulfoniopropionat
3-dimethylsulfoniopropanal

Forstertiv rezonan¢ni pfenos energie
glutamatdekarboxylasa

4-guanidinobutanal

aldehyddehydrogenasa z baviniku (G. arboreum)
aldehyddehydrogenasa z baviniku (G. hirsutum)
aldehyddehydrogenasa ze soje (G. max)
3-guanidinopropanal

semialdehyd kyseliny glutarové
glutamat-y-semialdehyd
glutamat-y-semialdehyddehydrogenasa

lidska aldehyddehydrogenasa rodiny 7
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MDA
MmALDH4
OsALDH

P5C

p5cdh

P5DCH

P6C

P6CDH

PpALDH
PSALDHY7

g-PCR

gRT-PCR

RF2A, ALDH2B2
RF2B, ALDH2B5
RF2C, ALDH2C1
RF2D, ALDH2C2
ROS

ScALDH21
SSAL

TMBAL

TMPAL
ZmALDH
ZmAMDH

malondialdehyd

aldehyddehydrogenasa z mysi domaci (M. musculus)
aldehyddehydrogenasa z ryze (O. sativa)
A'-pyrrolin-5-karboxylat

mutant s deleci genu p5cdh
A'-pyrrolin-5-karboxylatdehydrogenasa
A'-piperidin-6-karboxylat
A'-piperidin-6-karboxylatdehydrogenasa
aldehyddehydrogenasa z mechu (P. patens)
aldehyddehydrogenasa 7 hrachu setého (P. sativum)
kvantitativni polymerazova zetézova reakce
polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci
aldehyddehydrogenasa rodiny 2 podrodiny B2
aldehyddehydrogenasa rodiny 2 podrodiny B5
aldehyddehydrogenasa rodiny 2 podrodiny C1
aldehyddehydrogenasa rodiny 2 podrodiny C2
reaktivni formy kysliku

aldehyddehydrogenasa rodiny 21 z fasy S. caninervis
sukcinyl-semialdehyd

N, N, N-trimethylaminobutanal

3, 3, 3-trimethylaminopropanal
aldehyddehydrogenasa z kukufice (Z. mays)
aminoaldehyddehydrogenasa z kukufice (Z. mays)
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