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w-Aminoaldehydy  vznikaji ~ oxidaci  polyaminU
aminoxidasami nebo polyaminoxidasami. Nasledné
mohou byt oxidovany aminoaldehyddehydrogenasami
(AMADH) na odpovidajici aminokyseliny. AMADH vykazuji
velmi Sirokou substratovou specificnost pro pfirodni
i syntetické w-aminoaldehydy. Nejlépe charakterizovanym
enzymem ztéto skupiny je AMADH z hrachu setého,
nedavno byly popsany i tfi isoenzymy z kukufice.

V ramci této bakalarské prace bylo pfipraveno 8 N-
acylovych derivati C2-C4 w-aminoaldehydu, které byly
testovany jako mozné substraty pro 3 rekombinantni
isoformy kukuficné AMADH a jednu isoformu hrachové
AMADH. Syntetické latky byly vesmés oxidovany vSemi
studovanymi  enzymy. Pro N-acyl derivaty 3-
aminopropanalu a dvé isoformy kukuficné AMADH byly
uréeny kinetické parametry K, a Viim.
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w-Aminoaldehydes arise from the oxidation of
polyamines by amine oxidases and polyamine
oxidases. Subsequently they can be oxidised to the
corresponding amino acids by aminoladehyde
dehydrogenases (AMADHSs). AMADHSs show a broad
substrate specifity for both natural and synthetic w-
aminoaldehydes. AMADH from pea is the best
characterized enzyme of this group, three
isoenzymes of maize AMADH have recently been
described.

During working on this bachelor thesis, 8 N-acyl
derivatives of C2-C4 w-aminoaldehydes were
prepared and tested as potential substrates for three
recombinant isoforms of maize AMADH and one
isoform of pea AMADH. The synthetic compounds
were all oxidized by the studied enzymes. For the N-
acyl derivatives of 3-aminopropanal and two
isoforms of maize AMADH, the kinetic parameters
K and Vi, were determined.
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TEORETICKA CAST

1 Aminoaldehydy

Aminoaldehydy jsou alifatické i aromatické steminy obsahujici dvfunkeni skupiny,
aminoskupinu a aldehydovou skupinu. Podle vzajemndinistni obou skupin mohou byt
aldehydy rozdleny naa-aminoaldehydy, kdy je aminoskupin@itpmna na vedlejSim uhliku
karbonylu aldehydu. Dalep-aminoaldehydy s aminoskupinou na&etim uhliku a -
aminoaldehydy s aminoskupinou na uhlikovém atomteryk je nejvice vzdalen od
karbonylového uhliku. Charakteristickou vlastngstivzdjemna kondenzace jejich molekul za

vzniku iminu, umozZ#na pra¥ piitomnosti amino- a aldehydové skupiny.

11 a-aminoaldehydy

a-aminoaldehydy obsahujici aminoskupinu nejblizeclydiové skupi& jsou velmi
roz8tenymi a pouzivanymi latkami ve farmaceutickém imlokém paimyslu. Chiralnia-
aminoaldehydy jsoutdezitymi strukturnimi sotéstmi biologicky aktivnich latek. Podstatou
vyuZiti je moznost transformace aldehydové skumiaywelké mnoZstvi jinych struktur. Volné
aminoaldehydy s aimma nechragnymi funkénimi skupinami jsou velmi reaktivni, dochazi
u nich k vzajemné reakci amino- a aldehydoveé skym@ngechazeji na polymeriZai produkty,
ze kterych je zg neni mozné regenerovat. Vyuziti goava nechramych aminoaldehyidje
proto velmi omezena a v praxi jsou vyuzivamaminoaldehydy s chré&nou N- nebo C-

skupinou.

1.1.1 N-chranéné a-aminoaldehydy

N-chraréné a-aminoaldehydy jsou zakladnimi stavebnimi jednotkara pripravutrady
biologicky aktivnich amif.. Podle vazby chranici skupiny na atom dusikugjéeme rozlisit na
N-monosubstituované,N-aminoaldehydy (Reetz & Lee, 200N-chraréné a-aminoaldehydy
jsou &tSinou olejovité nebo krystalické latky rozpustre wtSing organickych rozpou&del.
Stabilita €chto slogenin vSak neni velka a proto je vhodné uchovavanfazaku (Rittle et al.,
1982).

1.1.1.1 Vybrané metody pfipravy N-chranénych a-aminoaldehydi

Vyznamné vyuZziti je zejména WN,N-disubstituovanychaminoaldehyd kde je
aminoskupina chra@&ma d¥ma benzylovymi skupinami. Prostokowbjemné benzyly v tomto
piipad nejen chrani amino skupinu, ale i stereoselektoxiiviiuji nukleofilni adici na skupinu
aldehydovou. B piipraw téchto latek (Obr. 1) jsou jako vychozi latky vyuZibglpovidajici
aminokyseliny. Aminokyselina je nejprve postéphenzylovdna za vzniku esteru a poté

dochézi k redukci karboxylové skupiny na alkohalakonec k oxidaci na aldehyd (Swernova
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reakce). Ztakto fipraveného aldehydu (2S, 3S, 4S)-4-amino-3-hyd@xgethylvalerové
kyseliny bylo napiklad ziskano antibiotikum Bleomycin, produkovarekierii Streptomyces

verticillus a dnes vyuZzivané jako protinadorové&vé (Aoyagi et al., 1982).

OH _ O
Benzylbromid
R N K2CO3/NaOH= R
O OBn
NH,, NBn,
LiAIH 4
O
R R OH
Oxalylchlorid
NBn, DMSO/E;N NBry

Obr. 1 Schéma obecnépravy N,N-disubstituovanycli-aminoaldehyd, prevzato a upraveno (Reetz & Lee, 2001;
dimethylsufloxid DMSO, triethylamin B)

Modifikaci vy3e popsaného postupu, kdy nejprve edidedukci karboxylové skupiny a az
napiklad jako meziprodukty i ptipraw inhibitora proteas HIV pro [&u AIDS (Liu et al.,
1997).

V organické syntéze je jako chirdlni stavebni jedaohojré vyuZivan Garnéiv
aldehyd. Rvodre byla tato slogenina gipravena Z_-serinu (Garner & Park, 1986) (Obr. 2).
V prvnim kroku byla provedena substituce aminoskymitercbutylbikarbonatem (BgD) za
vzniku karbamétu. Ten je nésledesterifikovan pomoci diazomethanu. Ziskany estde d
reaguje sfdanym 2,2-bismethoxypropanem [MEOMe)] v prostedi p-toluensulfonové
kyseliny (TsOH) za vzniku esteru oxazolidinu. V lgomim kroku je oxazolidin ester
redukovan hydridem diisobutylaluminia (DIBAL) na lidimethylethyl-2,2-dimethyl-4-(S)-
formyloxazolidine-3-karboxylat (Garnier aldehyd).
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Obr. 2 Schémaifpravy Garnerova aldehydu

Metoda vyuziti DIBAL pro redukciN-Boc chragnych aminokyselin je roz&na hlave
v chemii peptid. Aminoaldehydy fipravené touto cestou témnetvdi racemické sibi
(Zlatoidsky, 1994).

Dalsimi moznostmi ffipravy a-aminoaldehyd je oxidace odpovidajicich
aminoalkohol a aminodioh. Aminoalkohol je ziskan redukci vychozi aminokjysglnebo
jejiho esteru. K oxidaci na vysledmyaminoaldehyd je poté moZno vyuziizné metody. B
hledani zfsobu syntézy novych aminoaldeliygpro gipravu latek s antiproteolytickymi
vlastnostmi byla nalezena i enzymaticka metotiaravy oxidaci nepolarnich aminokyselin
koniskou alkoholdehydrogenasou (Andersson & Wolfend68).

Nejvice rozdenou metodou se stala oxidace podle Swerna (Maretusg 1977). Tato
metoda byla v osmdesatych letech vyvinuta prdebat studia biologicky aktivnich latekjip
jejichz syntéze byly aldehydy s dlouhyif@tézci nebo obsahujici nasobné vazbyleditymi
prekurzory, kteréigdtim nebylo moznéipravit.

Pfi Swerno¥ oxidaci je vychozi alkohol oxidovan nafigusny aldehyd nebo keton
dimethylsulfoxidem (DMSO). Reakce &mna aktivaci DMSO oxalylchloridem, vznikly
intermediat je pak atakovan chloridovym aniontemaoii se dimethylchlorsulfoniovy kation
a z reakni snesi se uvaluje CO a CQ Poté je teprve do re&ki snesi piidan alkohol, ktery
ma byt oxidovan. fdany alkohol atakuje vzniklou chlorsulfoniovoul.sTim se uvaluje
chloridovy anion ve forgaHCI a dochazi k vytv@ni alkoxysulfoniového kationtu. Nakonec je
do snési pridana baze triethylamin, pomoci ni dojde k depriaéxi naa-pozici alkoxysulfonia
za vzniku alkoxysulfonium ylidu. Stabilizaci je uména molekula plynného dimethylsulfidu
a vyslednym produktem je dle zvoleného alkoholekyd nebo keton (Obr. 3). Aldehyd vznika

v pripadt pouZziti primarniho alkoholu, keton je ziskaih pyuziti alkoholu sekundéarniho.



B&hem celé procedury je nutné réaksnes chladit na - 60°C. Tato metoda je vhodna i pro
ptipravu aldehydl z molekul obsahujici vice futskich skupin, nap oxidaci aminoalkohdl na
aminoaldehydy. Date aplikovatelnd je také praripravu aldehyd s dusikatymi heterocykly
(Frommel et al., 2012). Nevyhodou metody Swernoxidace je velka citlivost aktivatoru

oxalylchloridu na vzduSnou vihkost a racemizagedmn oxidace.

0
|

PN

+
OH \9 o/s\ 0
Oxalylchlorid )\ EtgN )k
_ =
R R W g \v R R

CO, CO,, CI

Obr. 3 ZjednoduSené schémdlmthu Swernovy oxidace

Dal3i pouzitelnou oxidani metodou pro fipravu a-aminoaldehyd je postup dle Dess
Martina (Dess & Martin, 1983). Tato metoda je velrhbdna pro substraty obsahujici citlivé
funkéni skupiny, protoZe je pouZzitelnéi peplot 25°C i mirné kyselém az neutralnim pH. Pro
oxidaci je vyuZito &ko dostupného a obti&rpripravitelného reagentu 1,1,1-triacetoxy-1,1-
dihydro-1,2-benziodoxol-3(1H)-on (Perjodinan). PanoPerjodinanu je mozZné oxidovat
molekuly alkohol obsahujici furanovy heterocyklus, sulfidy, vingigt i sekundarni aminy.
Z pacatku bylo vyuZziti této metody problematickéukvnedostupnosti Perjodinanu, ktery bylo
potreba svépomoci vyrobit, coZ bylo obtizné. V roce2189la metoda ippravy Perjodinanu
mirn¢ pozneénéna (Ireland & Liu, 1992), kdyZ pro acylaci mezipu¢l hydroxyjodinanu bylo
vyuZzito katalalytické mnozstvi TSOH namisto kysglioctové a tim bylo dosaZzeno vice nez

90% konverze §i ptipraw Perjodinanu.
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Obr. 4 Schéma pbéhu oxidace primarniho alkoholu za vyuZiti Perjodima

1.1.2 C-chranéné a-aminoaldehydy

Vyznam a-aminoaldehyd s chrénici skupinou n@-konci molekuly je podobnjako
u N-substutiovanycha-aminoaldehyd hlavre ve vyuZiti jako vychozich latekiip syntéze
ptirodnich latek hlavh polypeptidi. Pro omezeni kondenzacéchto latek je aldehydovéa
skupina pislusnéhoa-aminoaldehyd prevedena hdl na formu diacetalu nebo na skupinu
nitrilovou (Myers et al., 1999) (Obr. 5). Tyto mdjojsou vSak oproti popsanym vybranym
metodam pro fpravu N-substutiovanyclu-aminoaldehyd sloZitjSi a zahrnuji vice red&kich
kroka.

CN
RO NH,

SO

R

Obr. 5 Riklady C-chrarénych a-aminoaldehyd. Vlevo a-aminoaldehyd ve fortndiacetalu. Vprava-

aminoaldehyd s nitrilovou skupinou.

1.1.2.1 Vybrané metody pfipravy C-chranénych a-aminoaldehydi

PouZzitelnou metodou profipravu C-chrarénych a-aminoaldehyd je syntéza ai-(N-
fluorenylmethyloxykabonyl chloridu) (Fmoc)-substitaného aldehydu. Chrémy o-(N-

Fmoc)aminoaldehyd jefeveden na odpovidajici kyanhydrin, ktery je potdesps morfolinem.
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Nakonec je odstramaN-chranici Fmoc skupina za pouZiti piperidinu (Myetsl., 2000) (Obr.
6).

@)
HCN OH
NHFmoc .
H CH3OH NHFmoc
CH,Cl, NC
Ph
Ph
Morfolin
CF3CH,OH
CN CN
NH L NHFmoc
N 2 Piperidin K\N
CH,Cl,
0] Ph @) Ph

Obr. 6 Schémaifpravy C-chrarénéhoa-aminoaldehydu Fenylglycinalu dle Myerse (Myerslet2000)

1.2 p-aminoaldehydy

Vyznam B-aminoaldehyd je oproti a-aminoaldehy@m maly a jejich vyuZiti znmeé
omezené. Struktura p-aminoaldehy@l umoziuje p@imou kondenzaci aminoskupiny
s aldehydovou funini skupinou, proto nemohou byfigraveny @imo visté forng ale pouze
v roztoku.. Ripravit f-aminoaldehydy je mozné stéjjako a-aminoaldehydy z odpovidajicich
kyselin nebo jejich derivat Aviak syntéza takovychto kyselin nebo jejich i je zn&né
obtizn4. Tato skutmost branila ¥tSimu vyuZziti pB-aminoaldehyd. V nedavné dab pokrok
v chemiip-aminoaldehyd umoZznil roz&ieni jejich pouZiti jako intermediapri syntéze peptidl
s redukovanou koncovo@G-skupinou. Tyto peptidy jsou biologicky aktivni anfuji jako

inhibitory proteolytickych enzyiin

1.2.1 Vybrané metody pFipravy p-aminoaldehydi

NejstarSi vhodnou metodou préigravu -aminoaldehyd je Mannichova reakce. Tato
metoda byla publikovana jiz roku 1912 (Mannich &oOkKche, 1912) a v fibchu let izn¢
modifikovana. B Mannicho¥ reakci (Obr. 6) dochazi ke kondenzaci primarnireban
sekundéarniho aminu s enolyzovatelnou a neenolyethai karbonylovou slaeninou. Reakce
muze byt kysele i zasadikatalyzovana. V fipadt kysele katalyzovaného {is¢hu jsou nejprve
protonizovany kyslikové atomy obou pouzitych kandomych sloenin. Enolyzovatelna
slowenina po odgpeni a-vodiku gechazi na svoji enol formu zatimco neenolyzovatelny

karbonyl reaguje s aminem za vzniku iminiového uora od3tpeni molekuly vody. Nakonec

11



dochézi ke kondenzaci iminiového iontu a enolyzétanmeziproduktu nesouci kysely vodik,
ktery je od3tpen. Konénym produktem je-aminokarbonylova slaienina nazyvana podle

objevitele reakce jako Mannichova béze. Touto nmigd mozné fipravit i ®-aminoaldehydy.

2
R’ RS o) katalyzator R
- . (kyselina, baze) \\q
NH ¢i\ — bl
/ O R4 5 6 /

H,O

Obr. 6 Schéma Mannichovy reakce

Jinou pouZzitelnou metodou prdijpravu f-aminoaldehyd je vyuZiti dostupnychu-N-
Boc substituovanych aminokyselin. Takto f@minoaldehydy fipravit tiikrokovou syntézou
ve forme kyanidu. Prvnim krokem je redukcéigiuSnéo-N-Boc chragné aminokyseliny na
alkohol pomoci tetrahydridoboritanu sodného (Ng@BHNasleduje mesylace alkoholu
methylsulfonyl chloridem (MsCl) a substituce mesylé skupiny kyanidem. Redukci
kyanoskupiny je poté zisk&hBoc substituovany-aminoaldehyd (Obr. 7) (In et al., 2007).

Bo Bo
C\NH C\NH

—_—
MsClI
oH (
o Bo Bo
“Snn S “SNH
DIBAL //L\\//CN KCN //L\\//O

O

B

Obr. 7 Schémaifpravyp-aminoaldehydu z-aminokyseliny
1.3 m-aminoaldehydy

Aminoaldehydy nesouci aminoskupinu na @pan konci uhlikovéhaettzce wci
karbonylu nizeme oznét jako w-aminoaldehydy. Tyto sl@eniny jsou vyznamné v Zivych

organismech jako produkty katabolismu polyaimia figuruji také v metabolismu lysinu
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a glycinbetainu. Mozné je i pmyslové vyuZiti &chto latek. Diky pitomnosti dvou i vice
funkénich skupin jsou vhodné nappro vyuziti jako giovaci ¢inidla v chemii undlych
polymert (Miller et al., 1996).

1.3.1 MozZnosti pFipravy e-aminoaldehydi

Pouzitelnou metodou praipravuw-aminoaldehyd pii zvoleni vhodné vychozi latky,
je Gabrielova syntéza. Tato metodave@dn® slouzici pro syntézy primarnich amirbyla
popséana v roce 1887¢meckym chemikem Siegmundem Gabrielem, podihon je
i pojmenovana (Gabriel, 1887). Vychozimi latkamsoy draselna b ftalimidu
a alkylhalogenid. B smichani obou latek reaguje silnnukleofilni dusik ftalimidu
s alkylhalogenidem za vzniki-alkylftalimidu a draselné soli halogenidu. Nakone N-
alkylftalimid substiténi reakci hydrazinemipveden na hydrazid a je uvéin odpovidajici
primarni alkylamin (Sheehan & Bolhofer, 195@)-Aminoaldehydy nesouci aminoskupinu
piimo na benzenovém je moznéippavit redukci odpovidajici nitrosléeniny v kyselém

prostedi za katalyzy neuslechtilym kovem nebo chloridénatym (McMurry, 2007).

CHs CHg

ko Q ko N
HBC/\O)\/\/Br e N-éj() s H3C/\O)\/\/N ) TR
@) O

o ¥ + NpHy, —= o + HN
Hsc/\o)\/\/N H3C/\O)\/\/NH2 HN
O o

Obr. 8 Schéma Gabrielovy syntézy pripraw ABAL z diethyacetalu butyralbromidu
1.4 N-acylované aminoaldehydy

N-acylani reakce jsou v biochemii studovany hapv oblasti posttranstaich
modifikaci proteii. Acetylace koncovéN-koncové a-aminoskupiny se &e pisobenim
acetyltransferas. W-acetylované forth se v eukaryotickych hikach nachazi 50 — 80 %
proteini, které jsou takto chr&ny pred pisobenim aminopeptidas. Zdrojem acetylové skupiny
je acetylkoenzym A (Perrier et al., 2005). Dal&rimu acylaci proteinje N-acylace kyselinou
myristovou, 14ti uhlikovou nasycenou mastnou kyseli enzymemN-myristoyltransferasou.
Tato substittini reakce probiha u eukaryotickych organisna a-aminoskupig koncového

glycinu po od&tpeni metioninu nebe-aminoskupig lysinu a takto vznikla amidova vazba je
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velmi stabilni. Proteith modifikovanych timto zfisobem je vzhledem k jejich celkovémupho
v buiké&ch jen mal&ast a ¥tSina z nich je zapojena do proégienosu signalu. Nejvyznassi
skupinou jsou proteinkinasy serin/threoninkinastyrasinkinasa (DeMar et al., 1999). DalSi
rozStenou modifikaci je acylace kyselinou palmitovou.¢Qbodifikace pak mohou ovlivnit
strukturu takovychto protein jejich umiséni a reaktivitu s jinymi molekulami (Béven et al.,
2001).

Jinymi vyznamnymi metabolickymN-acylatnimi produkty jsou &které polyaminy

a jejich degradani produkty aminoaldehydy. @ahto latkach je pojednanodasti polyaminy.
1.4.1 MozZnosti pripravy N-acylovanych aminoaldehyd

Vhodnou metodou pro laboratornfigravu N-acylovanych aminoaldehyde acylace
C-chraréného w-aminoaldehydu za pouziti katalyzatoru KF-celitgSs povrcho¥ vazanym
fluoridem draselnym) (Ando & Yamawaki, 1979). Péidani aminoaldehydu jez ma byt
acylovan ke KF-celitu rozpuStém v aprotickém rozpoustle musi dojit nejprve k navazani
diethylacetalu aminoaldehydu ke katalyzatoru a a¥ pmiZe byt gidan acyl ve forra
nestabilniho elektrofilniho acylhalogenidu. Rozikdadacylhalogenidu vznika acyl kation, ktery
reaguje s volnym elektronovym parem dusikiitofh ihned dochazi k od%ieni protonu
aminoskupiny interagujiciho s katalyzatorem. Proglu&akce jsou Zadany-acylaminoaldehyd
draselnd® a plynny HF (Obr. 9).

] H
\ }-| ) \70| / @)
/k{ R O\R/N—4 - s HF
\/O\B — \ KCI

Obr. 9 Mechanismul-acetylace dietylacetalu-aminoaldehydu chloridem karboxylové kyseliny zaft
katalyzatoru KF-celite (f@vzato a upraveno z Pace et al., 2007)

2 Polyaminy

o-Aminoaldehydy v Zivych htkdch vznikaji oxidaci jednoduchych alifatickych
slowenin polyamiii. Polyaminy jsou nizkomolekularni dusikaté latkwkytujici se ve vSech
Zivych buikach. Obec# je mozné je Zadit mezi biologicky aktivni latky. Hlavni funkaidhto
slouwenin je regulaceistu burk zejména u rostlin, kde vyznaghovliviiuji dalSi procesy jako

je nag. diferenciace pletiv, vyvoj plada kwtu nebo odolnost proti né&gnivym podminkam
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(Kusano, 2008; Takahashi, 2009) a stresu (Boucheseal., 1999). V Zivét buiky se dale
uplatiuji i pfi tvorbé chromatinu pi buné¢ném aleni nebo translaci a transkripci (Peng, 1999).

Za fyziologického pH dochéazi u molekul polyarink protonizaci priméarni
a sekundarni aminoskupingimz se jejich molekuly stavaji pozitivmabité a umaiuje jim to
elektrostatickou interakci s jinymi of@ nabitymi sloZzkami bu#k nag. molekulami DNA
(Gosule & Schellman, 1978). Koncentrace volnychyawiini v cytosolu je z toho odu
nizka a je fisns regulovana.

MnozZstvi polyamifd v buikach mize byt regulovandtyimi mechanismy: a toip
jejich tvorke, vzajemné femeng, degradaci nebo transportu z Bkr(Casero, 1993). Vysoka
koncentrace polyaminje pro buiku toxicka a niZze vést aZz k apoptdéze. U gmh burgk
naopak nedostatek polyanminegativié ovliviuje dtleni (Nishimura et al., 2005).

NejbéznejSimi  zastupci jsou diamin putrescin (PUT, butaé-diamin), triamin
spermidin [SPD, N-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamintetraamin spermin [SPM, N,N‘-bis-(3-
aminopropyl)butan-1,4-diamin]. Znamym metabolitenjemrtvolny jed“ kadaverin (KAD,
pentan-1,5-diamin). Cetnost vyskytu #znych polyamini zavisi na druhu organismu.
U prokaryontnich organisimprevliada vyskyt PUT a SPD, zatimco u eukaryotnichébye to
SPD spolu se SPM a vyskyt PUT je mensi.

2.1 Metabolismus polyamini

Metabolismus polyaminhzaiina vznikem putrescinu, ktery je produktem dekaytemne
ornithinu ornithindekarboxylasou (ODC, EC 4.1.1.1Y) rostlin miZze byt PUT vytvéen
alternativié druhou cestou dekarboxylaci argininu arginindetgytasou (ADC, EC 4.1.1.19)
pres agmatin femenou agmatiniminohydrolasou (AlH, EC 3.5.3.12) M&arbamoylputrescin,
ktery je nakonedN-karbamoylputrescin hydrolasou (CPA, EC 3.5.1.5&nmpnén na PUT. Z
putrescinu navazanim aminopropylové skupiny z dekerovaného S-adenosylmetioninu
spermidinsyntasou (SPDS, EC 2.5.1.16) vznika spinmPodobn za &asti sperminsyntasy
(SPMS, EC 2.5.1.22) vznika ze SPD polyamin SPMD $8PM mohou byt metabolizovany
spermidin/spermimN*-acetyltrasferasou (SSAT) a poté vydeny z buiky nebo pemsnény zpst
az na PUT polyaminoxidasou (Obr. 10ji chto reakcich, igmsné N-acetylsperminu na SPD
a N-acetylspermidinu na PUT, jako dalSi produkt vzni&#@cetamidopropanal (AcAPAL)
(Ernestus, 2001).
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Obr. 10 Schéma metabolické syntézy polyandrnejich vzajemnéipmsny
2.1.1 Polyaminoxidasy

Polyaminy jsou odbourdvany aminoxidasami, ktef@eme rozdlit na dw skupiny.
Prvni skupinu tvei méd’ vazajici aminoxidasy (CACEC 1.4.3.21 a 1.4.3.22) (Obr. 11). Do
druhé jsou z@zeny flavinadenindinukleotid (FAD) vyuZivajici amokidasy (PAQ EC
15.3.13, 1.5.3.14 a 1.5.3.17) (Obr. 12). CAO Iyatgi oxidativnhi deaminéni reakci
polyamini na primarni aminoskupn Fi této reakci vznikaji amonné ionty, peroxid vodi&u
z pavodniho aminuw-aminoaldehyd. Reakci na sekundarni aminoskupimnitt fetézce
katalyzuji rgkteré PAO (Moschou et al., 2008). Reéaimi produkty jsou v tomtofijpac o-
aminoaldehyd, kratSi polyamin, a stejako u CAO peroxid vodiku.

H,0 + O,

CAO

NH
HNT T ST NN \ S N

NH3 + H,0,

Obr. 11 Riklad reakce katalyzované CAO
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2H,0 + O,

AO +

/\/\ /\/\/NHZ P—>
HoN NH

Obr. 12 Riklad reakce katalyzované PAO

CAO jsou enzymy vyskytujici se, jak v prokaryotnicak v eukaryotnich hikach.
V8echny dosud popsané CAO jsou dimery. V kazdéeulvdjtce se nachazi jedno aktivni misto,
které obsahuje #&naty iont a organicky kofaktor 2,4,5-trinydroxyféahanin chinon
(topachinon, TPQ), ktery vznika posttragsia modifikaci tyrosinového zbytku (Janes et al.,
1990). Katalyza CAO probiha ping-pongovym mechaeisimkdy je primarni aminipmgnén
na odpovidajici aldehyd za redukce kofaktoru TP@éHe redukovany TPQ reoxidovan
molekulou kysliku. CAO v htkach fGznych organisiin miaze plnit izné funkce.

U prokaryot je primarni aminoskupina vyuzita venfidramonného iontu jako zdroj dusiku.
Produkty reakce rostlinnych CAO vyskytujicich se weelkém mnozZstvi hlawn

u dvouctloZznych a aktivita &chto enzym je regulovana jak vrihimi, tak vrEjSimi vlivy

a ss¥tlem (Cona et al., 2006). Sd#vCAO jsou spojeny s bgdnym ristem, apoptosou,
detoxifikacnimi procesy a busnou signalizaci. Podle spec¢ifiosti \a¢i raznym amirim

a jejich lokalizace je mozno sdwWCAO rozalit na 4 typy, pro &z byly nalezeny kodujici geny.
Prvnim typem je sérova aminoxidasa oxidujici hta8®M, SPD a jednoduché primarni aminy,
ale i benzylamin (Yamada & Yasunobu, 1962). Temnyen vznika v jatrech, kde je sekretovan
do krevniho obhu. DalSim typem je CAO vykazuijici velkou afinitidlaminim PUT a KAD,
proto nazyvana diaminoxidasa (DAO), vyskytujicindavné ve stevech, ledvinach a placent
Vysokou afinitu DAO vykazuje také k histaminu, na&pvelmi malo oxiduje sekundarni
a tercialni polyaminy. fietim typem CAO u savicje aminoxidasa objevend ¥rd sitnici, kde
byl jeji nejwtsi vyskyt zjiSén u gangliovych buk (Imamura et al., 1996) figemz poskozeni
téchto bukk maZe pimo ovlivnit funkci oka. Ctvrtym typem sadi CAO je vaskularni
adhezivni protein-1, vznikajici v endotelidlnich nkéich, buikdch hladkého svalstva
a adipocytech (Schwelberger, 2010). S vyjimkou DA@echny tyto enzymy deaminuji
primarni aminy s kratkym alifatickymietzcem jako jsou methylamin, aminoaceton,
benzylamin nebo dopamin a podileji se na mnohabubktaych procesech, napovliviuji
transport glukosy a zpomaluji glykolyzu v tukovytatnikach (Morin et al., 2001; Magyar et al.,
2001).
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PAO jsou monomerni enzymy pouzivajici jako kofaktoekovalentsy vazany
flavinadenindinukleotid (FAD) (Sebela et al., 2008p¢i PAO oxiduji SPM na SPD a PUT.
Ze SPD vznika stejnou reakci PUT a APAL. Rostliangakterialni PAO oxiduji SPD A SPM
na ABAL respektive 4-(3-aminopropyl)-aminobutargdle vznika propan-1,3-diamin a peroxid
vodiku. Oxid&ni reakce u zZiv@sSnych a rostlinnych PAO probiha tedy na jinych tedh u
SPM i SPD (Obr. 13). Rostlinné PAO katalyzuji oxidama vrg&jSim uhliku k sekundarni
aminoskupig, zatimco Zivéisné a PAO kvasinek oxiduji viiti uhlikovy atom (Stranska et al.,
2007). Zajimavosti je, Ze¢které PAO izolované z modelové rostlidyrabidopsis thaliana
pienenuji SPD a SPM stejnym #ipobem jako Ziv&isné PAO (Tavladoraki et al., 2006). Stejna
schopnost byla objevena i pro SPM oxidasu (FMSt)oimanou z kvasinek. Tato reakce je
prvnim krokem pro zftnou gemgnu polyamiri, kdy bez SSAT ii#e byt SPM i SPD
pieveden zgt na PUT.

2H,0+ 0,
HZN/\/\NHZ
/\/\ /\/\/NH\/\/NHZ PAC +
HoN NH ’\
NH NH
O/\/\/ \/\/ 2
2H,0,
2H,0+ 0,
o > S,
/\/\ /\/\/NH\/\/NHZ PAO +
HoN NH \ NH NH,
H2N/\/\/ \/\/
2H,0,

Obr. 13 PAO oxidace SPM nagaim (horni reakce) a viiitim uhliku (doini reakce) vzhledem k sekundarni

aminoskupig
2.1.2 Cyklizace produkti polyaminoxidas

Produkty metabolismu aminoxidas mohou samavatgklizovat. m-Aminoaldehydy
ABAL a 4-(3-aminopropyl)-4-aminobutanalfipodSgpeni molekuly vody cyklizuji na 1-
pyrrolin a diazabicyklononan (Obr. 14). APAL heteyklus netvei (Tylichové et al., 2007). Z
cyklizacniho produktu ABAL 1-pyrrolinu se po acetylaci nastkovéem atomu vytyié2-acetyl-
1-pyrrolin (Bradbury et al., 2008).
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o
HzN/\/\NH/\/\/

Obr. 14 Cyklizace ABAL, cyklizace 4-(3-aminopropyl)atninobutanalu

2.1.3 Vlastnosti nékterych m-aminoaldehyda vznikajicich z polyamini

Hlavnim produktem metabolismu polyamije -aminoaldehyd je APAL (Wood et al.,
2006). Jeho negativni vliv byl prokazan v nervovasta¥ Zivocicht. ZvySujici se koncentrace
APAL byla zjis€na u krys 2 hodiny po trvalém nedostatem prokrveni mozku. Poté doslo
k apopt6ze gliovych bwk a nekréze neurdin(lvanova et al., 1998). Déle byla z§iga toxicita
APAL pro gliové buiky sitnice a mySi makrofagové itky (Wood et al., 2006). Cytotoxické
Gcinky APAL jsou umoZginy pritomnosti aminoskupiny i aldehydové skupiny. Kdgbjprojevu
ale dochazi az po dosazenéité koncentrace ip akumulaci v lysosomech. Prasknuti a vyliti
obsahu lysosomu do prestli buiky poté niize vést az k smrti liky (Li et al., 2003).

Nepgimym produktem degradace polyarnirje také akrolein. Akrolein vznik&
samovoli z produkéi vzniklych oxidaci sérovou aminoxidasoui Bxidaci SPD je zdrojem
akroleinu vznikly APAL (Stevens & Maier, 2008) vipadd SPM je to N,N-bis(3-
propionaldehyd)-1,4-butandiamin] (Averil-Bates &t 2005). Jinym zdrojem akroleinu jsou
membranove lipidy, kde vznik&iperoxida&ni reakci (Uchida et al., 1998). Toxicita akroleinu
spaiiva v jeho vazb k raznym slodeninam. Akrolein mZe reagovat s lysinovymi,
cysteinovymi a histidinovymi aminokyselinovymi zkyt proteini, ale i DNA. (inky
akroleinu tak mohou byt mutagenni (Kehrer & Bisw2000). K detoxifikaci akroleinu dochéazi
jeho navazanim na redukovany glutation reakci yatabnou glutatiorstransferasou (Averil-
Bates et al., 2005).

Ostatni w-aminoaldehydy s del8im uhlikovyniettzcem, které nemohou tkib
cyklizagni produkty, jsou toxické dikyifiomnosti volné aminoskupiny, sté&jiako u APAL.
Oproti tomu AcAPAL jako produkt metabolismu acemdoych polyamit toxicky neni (Wood
et al., 2006).

Vyznamnym produktem oxidace polyamine 2-acetyl-1-pyrrolin. Jeho akumulace

zpasobuje pijemnou wini ryZze odfidy basmati a jasmin. Charakteristickoinivdodava tato
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slowenina i mnoha jinym potravinam jako je kilage, syr nebo zelenyaj (Bradbury et al.,
2008).

3. Aminoaldehyddehydrogenasy

Aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH) tkio skupinu enzyr spadajici do rodiny
aldehyddehydrogenas (ALDH; E.C. 1.2.x.kdy 9 a 10 (Sophos et al., 2000). Oheéh DH
oxiduji velmi Siroké spektrum latek vzniklych z em@nnich i exogennich prekurior
amizeme je nalézt u bakterii, rostlin i Ziroht. Rozdleni ALDH je mozné na zakl&d
substratu ktery oxiduji a vyuZivaného kofaktoru NABebo NADP. AMADHs katalyzuji
piemEnu o-aminoaldehydl na gisluSné w-aminokyseliny. Svou¢innosti navazuji na
metabolismus polyamin Substrdty AMADH mohou byt jak alifatické tak araftické
aminoaldehydy i fada latek jim struktugnh podobnych (Frémmel et al.,, 2011).
NejvyznamgjSimi substraty jsou latky nesouci primarni amingsku, kvartérni amoniovou
skupinu nebo guanidinovou skupinuil€Zitost takto vzniklych slatenin je dana jejich dalSim
vyuzitim buikami, jako intermedidt raiznych metabolickych drah. Nejvice zastoupenymi
primarnimi aminy oxidovanymi AMADH jsou APAL a ABALkteré vznikaji jako produkty
oxidace ¥tsiny polyamiri (Sebela et al., 2000a). Nejlépe oxidovanymi &minami nesouci
kvartérni aminoskupinu jsou betainaldehyd (BALJimé&tylamoniumbutyraldehyd (TMABAL)
(Brauner et al., 2003). VSechny dosud zkoumandimoét AMADHs vykazuji ¥tSi nebo
stejnou afinitu k APAL, ABAL neZ k BAL (Sebela et,a2000b). Z tohoto hlediska je moZno
mére  specifické = AMADH oddlit  od vyrazré BAL upiednostiujicich
betainaldehyddehydrogenas (BADH; EC 1.2.1.8) a AMAD rozclit na
aminobutyraldehydrogenasy (EC 1.2.1.19), trimetmjte-butyraldehyddehydrogenasy
(EC1.2.1.47) a guanidinobutyraldehyddehydrogenB€y1.2.1.54).

3.1 Aminoaldehydehydrogenasy z hrachu

Nejlépe prostudovanym enzymem z rodiny AMADH vyKaziuSirokou substratovou
specifitu je PSAMADH (Tylichova et al., 2010). Tenenzym izolovany z hrachuPisum
sativum)se vyskytuje v firodk ve dvou isoformach oztanych PSAMADH1 a PsAMADH?2.
Ok isoformy jsou slozeny z 503 aminokyselin jejickekgence je z 80% shodnéa (Sebela et al.,
2000b; Brauner et al., 2003). Aktivni forma oboAM#ADH je homodimer (Obr. 15). A stejn
jako ostatni ALDH i PSsSAMADH § disociaci obou podjednotek ztraci svou katalyickunkci
(Tylichova et al., 2010).

V aktivnim mis¢ téchto enzyn interaguje substrat s aminokyselinovymi zbytky €29
nachazejicim se mezi mistem vazby kofaktoru NAMistem pro vazbu substratu. Zbyvajicimi

interagujicimi rezidui aktivniho mista pro substigiu N162 a E260 nachazejici se n& dn
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substratového tunelu. Stavba substratového tunelobou PSAMADH je tér stejné a lisi se
pouze temi aminokyselinovymi zbytky. Substratova speécifist obou isoforem tohoto enzymu
je proto velmi podobn& (Tylichova et al., 2010)le@ou mutagenezi byl wdhto enzym
zjisttn vyznamny efekt interakce aminokyselinovych zlyde substratemip vstupu do
katalytického tunelu PSAMADH a uviingj. Zameénou za alanin byl i vstupu objeven vliv
aromatické aminokyseliny tryptofanu W288 na subst@u speciftnost. Na tomto mist
dochazi kinterakcin elektrori W288 s protonovanou pozitignnabitou aminoskupinou
skupinou vstupujiciho aminoaldehydu. Touto #Adou vyznama klesla afinita PSAMADH2

k nejlEznéjSim substr&tm APAL a ABAL. Afinita naopak vzrostla u molekul TABAL

a GBAL obsahujicich kvartérni dusik. Zaravgi stejné zarmné bylo u PSAMADH1, ktera na
stejném mist béZné obsahuje fenylalanin zji&o zGZeni vstupu do substratového kandlu.
DalSimi mutacemi aminokyselinovych zbytlaspartatu D100 a D113 za alanin také blizko
vstupu do substratového kanélu bylo dosaZenéngnaktivity a afinity PSAMADH2 vdi
jednotlivym substrditm. Optimalni orientace substratied vazbou do aktivniho mista tohoto

enzymu je pak zaji®vana nepolarnimi postranitgtézci L166 a M167 (Kopény et al., 2011).

Obr. 15 Struktura PsAMADH, vlevo PsAMADH1, vprave/AMADH?2 (prevzato z Tylichova et al., 2010)

NejlepSimi substraty obou enzymjsou alifatické (amino)aldehydy s kratkym
uhlikovym fettzcem. U PsSAMADH1 je to APAL, vifpact PSAMADH2 je to 3-
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kyanopropionaldehyd. Aminoaldehydyes¢zcem kratSim nez 3 uhliky, jako BAL obsahuijici
pouze 2Getézec, nejsou jiz oxidovany téshvibec (Tylichova et al., 2010).

3.2 Aminoaldehydehydrogenasy z kukkice

Nedavno izolovany a popsany byly AMADH z kilae (Zea mays Oproti déma
zastupdm z hrachu byly u tohoto enzymu nalezeny 3 isoforya z tchto enzyni jsou
témei shodné a ve své strukéuse liSi pouze 13ti aminokyselinanfi p7% shod sekvence.
Ozna&eny byly jako ZmAMADHla a ZmAMADH1b. feti isoformou je ZmMAMADH2
shodujici se vlastni sekvenci s prvnimémia ze 75 %. Struktura vazebného mista pro koenzym
je u v8echif kukuicnych AMADH obdobna jako u PSAMADH a igdnosiovano je NAD
pred NADP. Velmi podobna je také stavba substratového tuwelpovidajici usp@dani
popsanému u PsAMADH2 (Tab. 1). Zna v aminokyselinové sekvenci byla nalezena na
pozicich 288 a 453, vztazeno k PSAMADH. Dikytpmnost alaninu namisto tryptofanu W288
u ZmAMADH?2 pravdpodobré u tohoto enzymu nedochazi k silné inhibici sultetrajiz @i
nizkych koncentracich jako to je u obou zbylych Widnych AMADH. Od ostatnich
ZmAMADH a PsAMADH se schopnosti disb oxidovat betainaldehyd vyrazrodliSuje
ZmAMADH1a (Obr. 16), coz je Zysobeno fitomnosti cysteinu namisto isoleucinu na pozici
444 (Kopeny et al., 2013).

Obr. 16 Struktrura ZmAMADH1a {pvzato z databdze RSCB-Protein Data Bank; doi: 10/ag18i8p/pdb)
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3.3 Lidska aminoaldehydehydrogenasa

Pro srovnani, lidska aminoaldehyddehydrogenasa #Q4&1) vyskytujici se veiech
isoformach je cytosolarni enzym identifikovany jako y-trimethyl-
aminobutyraldehyddehydrogenasa. Struktyde o homotetramer. Tento enzym je zapojen do
biosyntézy karnitinu (Vaz et al., 2000) a také dteraativni biosyntézyy-aminomaselné
kyseliny (GABA) (Kurys et al., 1993).iPtéto syntéze je PUT zatasti DAO genenén na
ABAL, ktery je ALDH9AL nasledi oxidovan na GABA.

Tab. 1 Srovnani aminokyselinové sekvence v aktivnifsg pro PSAMADH a ZmAMADH (pevzato a upraveno

z Kopeny et al., 2013)

W109 D110 D113 N162 Y163 L166 M167 W170 E260 F284 W288 I293 C294 5295 I444 Q451 P452 C453 W459 C-konec

PsaMADH? W [ [ L i i g B B 1 E E JKI,
PsEMADHI A I I LI E u [ 1o S W
ZmAMADHla W I I N ow W i TC c W
ZmAMADHIL W I I oM N W T C " N W
ZmAMADH? G ] I LI AV 5 T CREWESKL.

3.4 Pribéh reakce katalyzované aminoaldehydehydrogenasami

Oxidace aminoaldehydu nafiglusnou kyselinu probihdigs fadu meziproduki
kovalentr# vazanych k enzymu. Prvnim krokem je vazba koenzWAD* pripadré NADP* do
hydrofobni kapsy ohrat&né d¢maa-helixy. Aminoaldehyd se az poté vaze ke katalyink
reziduu cysteinu za tvorby thiohemiacetalu. Dalechdzi k penosu vodikového atomu
z vazaného meziproduktu na NA®jeho redukci. Thiohemiacetal je talepenén na thioester.
Ten je hydrolyzou molekulou vody uveim ve forng odpovidajici aminokyseliny. Nakonec své
vazebné misto opousti redukovany koenzym (Sebelh, 000b; Tylichova et al., 2010) (Obr.
17).
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Obr. 17 Reakni mechanismus oxidace AMADHsi§vzato a upraveno z Tylichova et al., 2007)

3.5 Produkty oxidace @-aminoaldehydi aminoaldehyddehydrogenasami

APAL a AcAPAL mohou byt ALDH oxidovany ng-alanin gipadré N-acetylf$-alanin.
N-acetyl$-alanin je pak femenén nap-alanin specifickou hydrolasou (EC 3.5.1.21) (Seile
2004). Déle mize byt naB-alanin metabolizovafi-alaninN-methyltransferasou (EC 2.6.1.19)
na betairg-alaninu, ktery je vyznamnym osmoprotektantem tlirog rodiny Plumbaginaceae
(Cona et al., 2006). U kvasinek bylo prokazano p@-alaninu givodem ze SPM, ktery byl
oxidovan FMS1 na APAL a poté ALDH, do metabolismysddiny pantotenové, kterd je
prekurzorem koenzymu A (White et al., 2001).

ABAL vznikly oxidaci z PUT nebo u rostlin ze SPD feetabolizovan ALDH ng-
aminomaselnou kyselinu (GABA) (Sebela et al., 200Qb Zivoiichia m& GABA vyznamnou
roli hlavré jako neurotransmiter. Vyznam u rostlin je v metatd@ draze vyskytujici se
i u Zivegicht a nazyvané ,GABA shunt’, kdy GABA vznikagéhem geneny glutaméatu na
sukcinat. Tato draha je tkena temi enzymovymi reakcemi. Prvni je vznik GABA irexiilni
dekarboxylaci glutamatu glutamatdekarboxylasou (GAT 4.1.1.15). Tento krok probiha
v cytosolu a aktivita GAD je regulovana komplexena®ckalmodulin. GABA je poté
transportovana do mitochondrie kde je GABA transa®ou (GABA-T, EC 2.6.1.19)

premEnéna na sukcinatsemialdehyd. Akceptorem aminoskupinyéto reakci je pyruvat nebo
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a-ketoglutarat. Sukcinatsemialdehyd je redukovan ialelehydsukcinatdehydrogenasou
(SSADH EC 1.2.1.16) na sukcinat, ktery vstupuje Kcebsova cyklu. a-Ketoglutarat
z Krebsova cyklu poté fize byt zgt pireveden na glutaméat a dale na GABA (Bouché et al.,
2003). Moznost touto cestou ovliwvat mnozstvi GABA, umaitlje mizné vyuziti (Obr. 18).
GABA je tak zapojena dotpnosu a ukladani dusiku vitkéch. U bakterii je ,GABA
shunt draha vyuZita pro ¢drpavani protoiz cytosolu. To umatje wtSi toleranci na kyselé
prostedi. K podobnému jevu dochéazi u rostlin, kdy sevtadi GABA v reakci na okyseleni
cytosolu. Dalsi mozné zapojeni GABA je v ochraproti oxidativnimu stresu. P tom
premgnou sukcinatsemialdehydu na sukcinat dochazi kkadNAD®, jeZ je poté vyuZito v
dychacimietézci (Bouché et al., 2003). Diky dobré rozpustnestivod mize GABA plnit
funkci osmoregulatoru. Ke zvy3eni koncentrace GABAostlin dochazi takérpmechanickém
poskozeni. B naru3eni rostlinnéh@&l hmyzem seiedpoklada funkce GABA jako insekticidu

ptisobiciho neurogenerati¥ma dalSi vyvoj parazita (Shelp et al., 1999).

glutamat

transaminace

Krebsuv cyklus

€O, a-ketoglutrat
AMADH fe}
HoN
OH

/

a-ketoglutrat

A

GABA-T
alanin <.

sukcinyl-CoA
GABA shunt

glutamét«—/ v = pyruvét NAD"

o K
o SSADH
HO)W _\‘ sukcinat

+
NADH +H

Obr. 18 Zapojeni GABA shunt do ostatnich metabgttkdrah (pevzato a upraveno z Shelp et al., 1999)

Oxidaci betainaldehydu BADH vznikaciany osmolyt glycinbetain, ktery chrani

rostliny @i nedostatku vody aipd vysokou koncentraci soli (McNeil et al., 1999).
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EXPERIMENTALNI CAST

4 Material a metody

4.1 Pouzité chemikalie

VétSina chemikalii byla zakoupena od firmy Sigma-Adtdr(USA), gipadré Merck
Millipore (USA).

4.2 Pouzité enzymy

Pro meéfeni byly pouzZity enzymy ZmAMADHla, ZmAMADH1lb, ZmAMBH2
a PSAMADH2 izolované, jako rekombinantni proteinypakterie E. coli (Tylichova et al.,
2008). Purifikované enzymy byly ziskany od Adéliéig¢ a Jana Vilima (Tab. 2).

Tab. 2 Koncentrace pouzitych enzym

koncentrace [mg/ml]

ZMmAMADH1a 5,81
ZmAMADH1b 12,98
ZMmAMADH?2 8,91

PsAMADH2 5,43

4.3 Pouzité fFistroje

- digitaIni pH metr (Multical WTW, SRN)

- digitalni vahy (Kern, SRN)

- chlazena centrifuga Centrifuge 5430 (EppenddriNB

- kapalinovy obhovy termostat &dici jednotkou Polystat CC1 (Huber, SRN)

- lyofilizator Lyovac GT2 (GEA Lyophil, SRN)

- michaka elektromagneticka C-MAG HS 10 (IKA, SRN)

- NMR spektroskop JEOL ECA-500 (JEOL, Japonsko)

- rotasni vakuova odparka R-200 s lazni R-490 (Biichi Iresatinik AG, Svycarsko)

- spektrofotometr Agilent model 8453 (Agilent Teologies, USA)

Déle byly pouZzity automatické pipety Eppendorf geatrech 2,5, 10, 20, 100, 200, 1000 a 5000
ul, béZné laboratorni sklo, plastové mikrozkumavky¢hk®i Spachtle, magneticka michadla,

parafilm.

4.4 Friprava substrati

Pro gipravu moznychN-acetylovanych substitébylo vyuZito acetanhydridu kyseliny

octové. Ostatni slaeniny byly gipravenyN-acylaci za pouZiti katalyzatoru KF-celitu.
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Acetylace APAL i ABAL na N-konci probihaly néasledo¥n Do vychlazené kadinky

s michadlem na ledové lazni 0-4°C bylo napipetovioml (0,0106 mol) 97% diethylacetalu
3-aminopropanalu nebo 1,9 ml (0,0106) 90% diettetlla 4-aminobutanalu diacetéatu
a pridano 10 ml bezvodého pyridinuéiiem 25 minut bylo za stalého michani postugitdano
ekvimolarni mnozstvi acetanhydridu. &rbyla ponechana na ledové lazni dalSich 30 minut
a poté byla michana 24 hodiii paboratorni teplat Po odp#eni rozpou&dla v lyofilizatoru

byl ziskan vysledny produkt ve fo¥mdiethylacetalu. Takto byly ifpraveny AcAPAL

a ACABAL.

Pro dalSiN-acylani reakce byl fipraven katalyzator KF-celit. Dle postupu bylo
nejprve smichano 20 g celitu 545 s20 g KF rozmésh v 0,5 | vody. Po tkladném
promichani byla &Sina vody odp@na na roténi vakuové odparce (RVO)fip50-60°C.
Ziskany produkt byl poté extrahovan do 100 ml agétitu. Extrakce byla jegt2x zopakovana.
Nakonec byl produkt ve forérbilého prasku ziskan vysuSenim v exsikatoru.

Pro gipravu bylo poté do 100ml Erlenmeyerovynkg odvazeno 5 g najemno
rozeteného KF-celitu afidano 50 ml acetonitrilu. Obsah byl 15 minut poréethmichat na
elektromagnetické michee. Poté byl napipetovanl ml vychozitheaminoaldehydu ve forén
diethylacetalu. Proffpravu byly takto pouZzity APAL, ABAL a 2-aminoethanACAL). Smes
byla nechana ajp 15 minut michat. Samotna acylace probihala vzti¥®do 20 minut, kdy byl
za stélého michani a po maly¢hstech fidavan do reatni snesi propionylchlorid nebo
butyrylchlorid v ekvimolarnim mnozZstvi k vychozimaminoaldehydu. VSechny reakce
probihaly za laboratorni teploty bez f&diy chlazeni re&ki snesi. Po gidani chloridi kyselin
byla snés ponechana dalSich 15 minut michat. Nakonec bsdlolbéky zfiltrovan a produkt
zahus¢n na RVO. Pomoci této procedury byly figsaveny diethylacetaly N-
propionylaminopropanalu  (PropAPAL), N-propionylaminobutanalu  (PropABAL), N-
propionylaminoethanalu  (PropACAL), N-butyrylaminopanalu  (ButAPAL), N-
butyrylaminobutanalu (ButABAL) aN-butyrylaminoethanalu (ButACAL). U ziskanych
konenych produki byla zrmétena'H- a *C NMR spektra na ifstroji Jeol (500 MHz) za
pouZiti deuterovaného DMSO nebo CRGadko rozpou&dla. Standardem byl tetramethylsilan.

Prevedeni na volny aldehyd pritlo vzdy fged z&atkem ngieni kyselou hydrolyzou
HCI, tak Ze bylo 50 mmoldiethylacetalu smichano,2D HCI o objemu odpovidajicim
¢tyinasobku molarniho mnoZzstvi hydrolyzovaného diettetilu. Po promichani byl 1 ml takto
piipravené srési v mikrozkumavce o objemu 2 ml ungistna 10 min do blokového termostatu
vyhiatého na 100°C. Po provedeni hydrolyzy byla zkuraavkdy ponechana pozvolna se
ochladit na laboratorni teplotuiga prvnim nifenim se ponechala vychladit a mezitemimi

byla uchovavéana na ledové lazni.
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4.5 Méreni aktivity a kinetickych parametri

Rychlost enzymové ipmeny jednotlivych substrét byla monitorovana detekci
redukovaného NADH vznikajiciho vigiehu reakce. Detekce probihala spektrofotometricky na
pristroji Agilent Technologies 8453fipvinové délce sétla 340 nm §yapn = 6220 M*.cmib).
Reakni sn&s byla napipetovana vzdy wdmennych kyvetach, jejichz obsah byhbm 360
sekund nateni neustale michan a \wyan na 30°C. Pro #&eni bylo do kyvety napipetovano
1550 pl 0,15M Tris-HCI pufru o pH 9 a 50 pl 20mMdveho roztoku NAD Zbytek byl
doplren do celkového objemu 2000 ul roztokem substrdtaymu a destilované vody. Pro
stanoveni relativni aktivity byla celkova konceotrasubstratu v kyvets00uM a bylo pouzito
10 pl roztoku 100xiedného enzymu, pro PSAMADH2 54,3 ug/ml a 58,1, 12089,1 ug/ml
pro ZmAMADH1a, 1b a 2. #davany roztok substratu &nkoncentraci 50 mM. Pro &heni
kinetickych parametrbylo pouZito 10 — 30 ul roztoku enzymu a 2mM z&dabztok substratu.
Takto byla zmifena koncentkmi rada obvykle od 10uM po 1mM nebo 2mM vysledna
koncentrace substratu v réak snesi. Ziskana data bal vyhodnocena v programu GraghhP
Prism 5, kde byla vypitena hodnota Michaelisovy konstarity, a limitni rychlostiV,, pro
jednotlivé substraty. Vijjpadt inhibice enzymu substratem byla zjiga inhibeni konstanta;.
Ziskanymi hodnotami zavislosti gé@teini rychlosti na koncentraci substratu byla prol@zen
nejlépe odpovidajicifkvka charakterizovana jednou z rovnic:

Vlim-[s] Vlim-[s]
Yuim B3] by = —mlS__
Km+[S] ) Km+[5].(1+1[(5—])

si

av =

Rovnice a) byla vyuZitaipprabéhu odpovidajici popisu dle Michaelise a Mentenowoenice
b) byla vyuZita pi zjiSténi inhibice enzymu substratem.daeni koncentrace substratu

v reakci je oznéena [S].

5 Vysledky a diskuse

Popsanymi acylnimi metodami byly fipraveny N-acylované derivaty 3-
aminopropanalu diethylacetalu, 4-aminobutanalu hglatetalu a 2-aminoethanalu
diethylacetalu (Obr. 19).
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Obr. 19 Strukturni vzorcefipravenych latek. 3-propionylamidopropanal (PropARA8-butyrylamidopropanal
(ButAPAL), 4-propionylamidobutyral (PropABAL), 4-butylamidobutyral (ButABAL), 2-propionylamidoethanal
(PropAC), 2-butyrylamidoethanal (ButACAL). Zkratkyreauji aminoaldehydy fipravené hydrolyzou

vyobrazenych diethylacetah pouZité pro spektrofotometrick&iani.
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5.1 NMR spektra

Cistota syntetickych diethylacetal N-acylovanych aminoaldehyid byla owiena
metenim 'H a ®C NMR spekter. Niteni provedl Dr. Toma$ Pospisil z Gthi chemické
biologie a protetiky, Centrum regionu Hana pro &ibinologicky a ze#uklsky vyzkum, RF
UP. Nasleduijici text shrnuje vyslekdyieni**C spekter.

Prehled'H NMR spekter doplny odpovidajicimi softwarovymi predikcemi je
podan graficky (Obr. 20 — Obr.27).

Diethylacetal ACAPAL

3C NMR (75 MHz, DMSOdg) dppm 15.8, 23.1, 33.9, 35.3, 61.2, 101.0, 169.5
Diethylacetal ACABAL

¥C NMR (75 MHz, DMSOsg) dppm 15.8, 23.1, 25.1, 31.4, 38.9, 61.0, 102.5,5169.
Diethylacetal PropAPAL

3C NMR (75 MHz, DMSOdg) 3 ppm 10.5, 15.9, 29.0, 33.9, 35.2, 61.2, 101.0,2.73
Diethylacetal ButAPAL

3C NMR (75 MHz, DMSOdg) 3 ppm 14.1, 15.9, 19.2, 34.0, 35.1, 37.9, 61.2,0,0172.3
Diethylacetal PropABAL

¥%C (125 MHz, CDCJ) 3 ppm 10.0, 15.4, 24.7, 29.8, 31.1, 39.2, 61.5,8,073.7
Diethylacetal ButABAL

13C (125 MHz, CDCJ) 3 ppm 13.8, 15.4, 19.3, 31.1, 38.8, 39.2, 61.5,7,073.0
Diethylacetal PropACAL

13C (125 MHz, CDC)) 3 ppm 9.8, 15.3, 29.6, 41.9, 62.9, 100.8, 174.0
Diethylacetal ButACAL

3%C (125 MHz, CDCJ) 5 ppm 13.7, 15.3, 19.1, 38.6, 41.8, 62.9, 100.8,2173
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Vyobrazeni a popis natfenych'H NMR spekter

Diethylacetal AcCAPAL
'H NMR (300 MHz, DMSOds) & ppm 1.10 (tJ=7.04 Hz, 6 H) 1.63 (q}=6.65 Hz, 2 H) 1.77
(s, 3H)3.03 (qJ=6.71 Hz, 2 H) 3.29 - 3.62 (m, 4 H) 4.48J%5.58 Hz, 1 H) 7.80 (br. s., 1 H).
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Obr. 20'H NMR spektrum diethylacetalu AcCAPAL, experimenaliaie) a predikce (dole)
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Diethylacetal AcCABAL
'H NMR (300 MHz, DMSOde) & ppm 1.09 (t)=6.95 Hz, 6 H) 1.30 - 1.55 (m, 4 H) 1.77 (s, 3
H) 3.00 (q,J=6.34 Hz, 2 H) 3.30 - 3.63 (m, 4 H) 4.43X%5.31 Hz, 1 H) 7.80 (br. s., 1 H).
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Obr. 21'H NMR spektrum diethylacetalu AcABAL, experimenafrie) a predikce (dole)
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Diethylacetal PropAPAL

'H NMR (300 MHz, DMSOds) 3 ppm 0.97 (tJ=7.59 Hz, 3 H) 1.09 (t}=7.04 Hz, 6 H) 1.62 (q,
J=6.71 Hz, 2 H) 2.03 (ql=7.68 Hz, 2 H) 3.04 (ql=6.77 Hz, 2 H) 3.33 - 3.47 (m, 2 H) 3.47 -
3.62 (M, 2 H) 4.48 (}=5.58 Hz, 1 H) 7.71 (br. s., 1 H)

J Mo8()
o) o) Y0
1.0 \/\"k N H/\)\ O/\ T

o
3

Normalized Intensity
o o o o
w e [4)] (=]

o
)

o
[

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
Chemical Shift (ppm)

9000000;
SOOOOOO;
7000000;
SBBOOOD;
SUUOOOD;
4000000;
BOOOOOO;

2000000—

1000000—

[}

TT T T [T T T T [T T T T[T T T T [T T T T[T T T T [T T T T [ T T T T [T T T T [T T T T [T T T[T ]
10 9 8 7 ] 5 4 3 2 1 0

Obr. 22'H NMR spektrum diethylacetaluPropAPAL, experimeamt{de) a predikce (dole)
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Diethylacetal ButAPAL

'H NMR (300 MHz, DMSOds) & ppm 0.83 (tJ=7.32 Hz, 3 H) 1.09 (J=7.04 Hz, 6 H) 1.38 —
1.54 (m, 2 H) 1.62 (q}=6.71 Hz, 2 H) 2.00 (t}=7.32 Hz, 2 H) 3.04 (q]=6.53 Hz, 2 H) 3.31 —
3.47 (m, 2 H) 3.48 — 3.62 (M, 2 H) 4.47X%5.67 Hz, 1 H) 7.60 — 7.84 (m, 1 H)

MOB(1)
O —

o
3

o
o

Normalized Intensity
o
ol

1N
IS

o
w

o
N

o
=

7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm

3
73—
3
3~
3
3
o—
o
o—
o
o
o—
o
o—
o
o
1—
1—
1—
1
1—
1—
1—
1—
1
1—
9000000—
8000000—
7000000—]
6000000—]

5000000—
4000000—
3000000—
2000000—|

1000000—
o

LA L e B O B
10 ] 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Obr. 23'"H NMR spektrum diethylacetalu ButAPAL, experimenaife) a predikce (dole)
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Diethylacetal PropABAL

'H (500 MHz, CDC)): 1.15 (t, J = 8.0 Hz, 3H), 1.20 (t, J = 7.0 Hi#)61.56-1.61 (m, 2H),
1.62-1.67 (m, 2H), 2.18 (q, J = 8.0 Hz, 2H), 3.87X= 6.5 Hz, 2H), 3.46-3.52 (m, 2H), 3.62-
3.68 (m, 2H), 4.48 (t, J = 5.0 Hz, 1H), 5.68 (k4) 1
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Obr. 24*H NMR spektrum diethylacetaluPropABAL, experimenalide) a predikce (dole)
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Diethylacetal ButABAL

'H (500 MHz, CDC})): 0.91 (t, J = 7.5 Hz, 3H), 1.18 (t, J = 7.5 H&#)61.54 — 1.59 (m, 2H),
1.60 — 1.65 (m, 4H), 2.11 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 3@hJ = 7.0 Hz, 2H), 3.44-3.50 (m, 2H), 3.60-
3.66 (m, 2H), 4.46 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 5.67 (bd) 1
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Obr. 25'H NMR spektrum diethylacetalu ButABAL, experimengaliie) a predikce (dole)
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Diethylacetal PropAC

'H (500 MHz, CDC)): 1.09 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 1.15 (t, J = 7.0 H&#)62.16 (g, J = 8.0 Hz,
2H), 3.32 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 3.46-3.51 (m, 2HR1BR3.67 (M, 2H), 4.44 (t, J = 5.5 Hz, 1H),
5.81 (bs, 1H)
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Obr. 26'H NMR spektrum diethylacetalu PropACAL, experimémihde) a predikce (dole)
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DiethylacetalButAC

'H (500 MHz, CDC})): 0.87 (t, J = 7.5 Hz, 3H), 1.14 (t, J = 7.5 H&)61.58 (sex, J = 7.5 Hz,
2H), 2.10 (g, J = 7.5 Hz, 2H), 3.32(t, J = 5.5 BH), 3.44-3.50 (m, 2H), 3.60-3.66 (M, 2H),
4.43 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 5.82 (bs, 1H)
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Obr. 27*H NMR spektrum diethylacetaluButACAL, experimentlfoie) a predikce (dole)
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5.2 Substratova spedfi¢nost

Pro vSechny fipravené slowteniny bylo mozné jfedpoklade enzymovou femenu
ptisobenim rostlinnych AMADH. Byly proto testovany galsubstratya méiena aktivita
enzymi ZmAMADH1a, ZmAMADH1k, ZmAMADH2 a PsAMADH:Z Pro srovnani byla
aktivita zneiena i sfyziologickymi substraty APAL a ABAL(Obr. 2¢). Prehledrji jsou tato

data také uvedenae forme tabulky (Tab. ).

B ZmAMADH1a
250% -
ZmAMADH1b
200% - ZmAMADH?2

B PsAMADH2
150% -
100% -

N thh

0%

relativni aktivita

Obr. 28Graf srovnani relativni aktivity pouzitych enzt pti koncentraci substr&500 uM vztazer k aktivité pro
APAL meéiené za stejnych podminek

Tab 3 Prehled relativnich aktivit genych substrét pro vSechny pouzité enzymy. Hodnoty vztazei relativni
aktivité pii oxidaci APAL.

APAL AcAPAL PropAPAL ButAPAL PropACAL

ZmAMADHla  100% 49% 136% 139% 21%
ZmAMADH1b 100% 52% 162% 147% 13%
ZmAMADH2 100% 57% 48% 88% 32%
PsAMADH2 100% 27% 58% 8% 13%

ABAL AcABAL PropABAL ButABAL ButACAL

ZmAMADH1a 19% 239% 41% 61% 17%
ZmAMADH1b 20% 230% 38% 63% 9%
ZmAMADH2 52% 77% 71% 64% 23%
PsAMADH2 43% 133% 46% 35% 10%

Z tohoto srovnani vyplynulo, Ze vSechnyipravené latky bylypouzitym enzymy ve ¥tSi ¢i
mensi mie dolfe oxidovany. Nejrychleji oxidovanym substratem BABAL, ktery byl
u isoforem ZmAMADHIa a ZmAMADH1b oxidovarvice neZ dvojnasobncrelativni rychlosti
oproti APAL (239 % pro ZmAMADHa, 2Z % pro ZmAMADH1b). Pro tento subat
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vykazovaly vysokou aktivitu i zbylé enzymy, u ZmANDAN2 byla aktivita vztazena k APAL
77 % u PsAMADH2 133 %. Naopak nejmémyly oxidovany derivaty dvouuhlikatého
aminoethanalu. Pro ButACAL byly zjity hodnoty 17, 9 a 23 % rfenim se ZmAMADH 1a,
1b a2 a 10 % u PSAMADH2.

Pfi porovnani chovani jednotlivych enzyns tiznymi substraty je mozné pozorovat velkou
podobnost mezi kukitnymi isoformami ZmAMADHla a ZmAMADH1b. Zajimavé je
srovnani hodnot relativnich rychlostiepgny nangienych se subtraty ACABAL a PropABAL
pro tyto enzymy s vysledky hrachové AMADH. Ve v3gitpadech byl pozorovan stejny trend
zvySeni nebo sniZeni relativni aktivityésnito latkami. Zjiséna podobnost chovandahto i
enzymi je prav@&podobré zpisobena velkou homologii v aminokyselinové sekvgefich
aktivnihno mista. Hodnoty relativni aktivity ZmAMADH pro \&tSinu g@ipravenych latek se
mezi sebou vyraznneodliSovaly. Tento enzym oxidoval velmi deljinymi AMADH mérg
piremgnované substraty hlagn ABAL a PropABAL. Naopak, ve srovhani se zbylymi
kukuri¢nymi isoformami, life oxidoval latky, které proénbyly dokonce lepSimi substraty nez
APAL.

Podle délky hlavnihorettzce a poétu uhliki v N-acylové skupid se pro ZmAMADH1a
a ZmAMADH1b jevi jako vhodSi substraty slateniny s tiuhlikatym hlavnimiettzcem.
Rychlost gemeny u obou enzyin vznista s rostoucim gtem uhlikovych atorin N-acylové
skupiny derivai APAL (Obr. 29, Obr. 30). Vyjimku tvd ACABAL, ktery byl okgma enzymy
oxidovan peswdcivé nejrychleji ze vSech pouzitych substréat

N

ZmAMADH1a
relativni aktivita

B 200%-250%
0 150%-200%

0 100%-150%
B 50%-100%
O 0%-50%

90zQBjoyIuAelY ok D 19%0d

N
w

2 3
pocet C atond acylové skupiny

Obr. 29 Graf zavislosti relativni rychlostigareny N-acylovanych substréioproti APAL pro ZmAMADH1a na
délce jejich hlavnihdetzce a pétu uhlikovych atom acylové skupiny
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Obr. 30 Graf zavislosti relativni rychlostigareny N-acylovanych substréioproti APAL pro ZmAMADH1b na
délce jejich hlavnihgetszce a potu uhlikovych atortr acylové skupiny

Pro teti isoformu kukiéicné AMADH byly dobrymi substraty derivaty ABAL. Uéthto
substral scétyruhlikatym  hlavnim rettzcem relativni  rychlost oxidace ménklesala
s pibyvajicimi atomyN-acylové skupiny. Pro sléeniny odvozené od APAL nebyl pozorovan
jednotny trend. Date byl ZmMAMADH2 premenovan AcAPAL vznikajici fyziologicky jako
produkt oxidace acetylovanych polyarinNejwtsi relativni aktivita byla u tohoto enzymu

nangiena pro nejdelSiipraveny derivat 3-aminopronalu ButAPAL (Obr. 31).

4 - ZMAMADH2
‘ g relativni aktivita

o 0 85%-100%
S
> 0 70%-85%
<
3
3 B 55%-70%
@D
[¢3

, 8 @ 40%-55%

NS

3
pocet C atond acylové skupiny

N

Obr. 31 Graf zavislosti relativni rychlostigareny N-acylovanych substréioproti APAL pro ZmAMADH2 na délce
jejich hlavnihoretzce a poétu uhlikovych atom acylové skupiny

Relativni rychlost fenmeény substrdt hrachovou AMADH se u derivat APAL zvySovala
s rostouci délkou acylové skupiny, zatimco u ladkozenych od ABAL byla situacegsré
opa&nd (Obr. 32). NejlepSim substratem pro tento enbyinstejré jako pro ZmAMADH1a
ZmAMADH1b AcABAL.
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Obr. 32 Graf zavislosti relativni rychlostigareny N-acylovanych substréioproti APAL pro PSAMADH2 na délce
jejich hlavnihorettzce a potu uhlikovych atori acylové skupiny

5.3 Stanoveni kinetickych parameté

Pro stanovni Michaelisovy konstanty, limitni rycstip piipadré inhibi¢ni konstanty
(inhibice nadbytkem substratu) byly vybrany enzy@gmAMADHl1a a ZmAMADH2. Jako
substraty byly zvolenyijpravené derivaty APAL u nichZ byla pozorovana &allist v relativni
rychlosti oxidace otma enzymy.

AcAPAL se u ZmAMADH2 choval jako normalni substi@tbyla u & pozorovana
reakéni zavislost dle Michaelise a Mentenové&i Béreni se ZmAMADH1a byla zjisha
inhibice substratem, objevujici sé& prekrateni gFiblizné 450uM koncentrace substratu, kdy
za&tala klesat aktivita enzymu (Obr 33., Tab. 4.). ZmADH1a k této sloteniné vykazoval
vibec nejmensi afinitu oproti substrét s delSimiettzci PropAPAL a ButAPAL.

Tab. 4 Kinetické parametry ACAPAL se ZmMAMADH1a a ZMADH2

Km VIim KSi
ACAPAL (LM) (nmol.s-.mg?) (M)
ZMAMADHla  1014+182  150+24 169 + 33
ZMAMADH2 38131 12 +0,33 i
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Obr. 33 Grafy zavislosti aktivity enzymu na konaent substratu AcCAPAL. Vlevo pro ZmAMADH1a, vprapoo

ZmAMADH2.

U PropAPAL byly ve srovnani s ACAPAL a vipadt ZmAMADH2 nantiena vice nez

dvojnasobi mensi afinita k enzymu, ale limitni rychlost bysi 2,3 krat $tSi. Tento substréat

byl tedy slakji vazan do aktivniho mista enzymu. Pro ZmAMADHlaopak afinita u tohoto

substratu oproti ACAPAL vyznamdnvzrostla a to vice nez 35 krat. Limitni rychlogttgm

neklesla ani o polovinu. Jako vguchozim fipac byla ogt zjiSttna inhibice tohoto enzymu
substratem a to astiBOOUM koncentraci (Tab. 5, Obr. 34).

Tab. 5 Kinetické parametry PropAPAL se ZmMAMADH1ZmAMADH2

Aktivita (nkat/mg)

PropAPAL Km Vim Ksi
(UM) (nmol.s.mg? (UM)
ZmAMADH1a 26+ 35 89+3,6 1544 + 216
ZMmAMADH?2 819 £ 57 28+10 -
25
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= 4
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Obr. 34 Grafy zavislosti aktivity enzymu na konaeant substratu PropAPAL. Vlevo pro ZmAMADH1a, vpoagpro

ZmAMADH2.



Pro BUutAPAL a ZmAMADH2 byl opt zjiSttn reakni pribéh dle Michaelise
a Mentenoveé a iip 2000uM koncentraci substratu byl pozorovdetelny fist aktivity (Obr.
35). Ve srovnani s ACAPAL a PropAPAL byla u tohatobstratu zji&#na nejvySSi limitni

v s

afinita ve srovnani s PropAPAL.

Tab. 6 Kinetické parametry ButAPAL se ZmAMADH1a a ZMADH2

K Viim Ksi

BUutAPAL (uM) (nmol.s*.mg?) (LM)

ZmAMADH1a 56 +3,4 54+1;3 1259 + 102
ZMAMADH?2 549 + 39 35+1 -

a
o
]

w
g

Aktivita (nkat/mg)
8
Aktivita (nkat/mg)
s 8

-o- ZmAMADH1a -ButAPAL =-o= ZmAMADH?2 - BUutAPAL

O T =

0 500 1000 1500 500 1000 1500 2000 2500
koncentrace BUtAPAL (M) koncentrace BUtAPAL (uM)

Obr. 35 Grafy zavislosti aktivity enzymu na koncent substratu ButAPAL. Vievo pro ZmAMADH1a, vprapoo
ZMAMADH?2.

NejlepSim substratem ZmAMADH2 z &ifené trojice fipravenych derivatu APAL byl dle
nangienych hodnot ButAPAL, ifiXemz Zadna ze studovanych latek nebyla timto enzymem
premeénovana rychleji nez APAL. Relativni oxidiai rychlost ButAPAL byla 88 % oproti APAL

a [i porovnani blizko dvojnasobku velikosti oxidaceratp PropApal a AcAPAL. Podobné
hodnoty byly ziskany i gfenim a porovnanim kinetickych parantetéchto latek. NejlepSimi
substraty z derivatAPAL pro ZmAMADH1 byly po porovnani reghi rychlosti PropAPAL

i BUtAPAL, které byly oxidovany 136 respektive 139 relativni rychlosti oproti APAL.
Rychlost oxidace ifitom byla téngt trojnasobné k ACAPAL. # méteni kinetickych parameir

byl v8ak zjisén rozdil vice nez Sestindsobny k ButAPAL a dvacéestibny k PropAPAL (Tab.

7). Na tchto vysledcim ma pra¥dodobré vliv inhibice nadbytkem substratu pozorovana

u tohoto enzymu.

Tab. 7 Porovnani relativnich péni limitnich rychlosti a Michaelisovy konstanty prertvaty APAL. Relativni
hodnoty ponita Vjn/Ky,, APAL pro ZmAMADHla a ZmAMADH2 byly 1,316 a 1,02@ata pro APAL byla

experimentals zjiStna a poskytnuta Janem Vilimem.
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Vlim/Km
relativni
ZmAMADHla 0,109 3,338 0,711
ZmAMADH2 0,031 0,033 0,062

AcAPAL PropAPAL ButAPAL

6 Zaveér

Pomoci popsanych metod organické syntézy bylprgveno osm latek, které byly
testovany jako mozné substraty AMADH z kiike a hrachu. Struktura vSechigsavenych
slowenin byla néasledn owiena NMR spektroskopii, ziskanA NMR spektra se skaldo
s predikovanymi. V8echny latky byly také shleddakoj mozné substraty AMADH. Pr&které
byly nangteny velmi neobvyklé hodnoty relativni rychlostiepgny AMADH oproti biéZnym
substraim APAL a ABAL. Nejrychleji oproti APAL byl oxidovAnAcABAL 239 %
enzymem ZmAMADH1a a derivaty APAL, PropAPAL 162 9BatAPAL 147 % (ob hodnoty
nantieny oproti APAL s enzymem ZmAMADH1b). Déle byly prsubtraty AcAPAL,
PropAPAL a ButAPAL zniteny kinetické parametry u ZmAMADHla a ZmAMADH2.
U v8ech latek bylaip méteni se ZmAMADH1a pozorovana inhibice substratenramk K,
aVim byla ziskana i hodnota inhdnii konstantyK;. Porovnanim posria K., a Vi, pii premené
derivdi APAL byla potvrzena rozdilna substratovd spécdst ZmAMADHla
a ZmMAMADH2. V pipadt ZmAMADHl1a byl zjis&n vyrazny rozdil v rychlosti oxidace
AcAPAL oproti delSim analagn APAL. Nejy3si pongr podilu limitni rychlosti
a Michaelisovy konstanty byl zji&t pro PropAPAL, kdy realtivni hodnota této watly (nékdy
ozna&ovana jako katalyticka dinnost enzymu) se ZmAMADH1a byla 3,338lejlepSim
substratem z deriv@tAPAL pro ZmAMADH2 byl ButAPAL, ktery byl oxidovars katalytickou
Gcinnosti 0,062 oproti APAL.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ALDH aldehydehydrogenasa

AMADH aminoaldehyddehydrogenasa
AcCABAL 4-acetamidobutyral

ACAL 2-aminoethanal

AcAPAL 3-acetamidopropanal

ADC arginindekarboxylasa (EC 4.1.1.19)
AlH agmatiniminohydrolasa (EC 3.5.3.12)
APAL 3-aminopropanal

BADH betainaldehyddehydrogenasa

BAL betainaldehyd

Bn benzyl

Boc,0O ditercbutylbikarbonéat

ButACAL 2-butyrylamidoethanal
ButABAL 4-butyrylamidobutyral
ButAPAL 3-butyrylamidopropanal

CAO med’ vazajici aminoxidasy (EC 1.4.3.21 a 1.4.3.22)
CPA N-karbamoylputrescinhydrolasa (EC 3.5.1.53)
DAO diaminoxidasa (EC 1.4.3.22)

DIBAL diisobutylaluminium hydrid

DMSO dimethylsulfoxid

ETsN triethylamin

Fmoc fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid

FMS1 polyaminoxidasa FMS1 (EC 1.5.3.17)

GABA y-aminomaselnd kyselina

GABA-T transaminasg-aminomaselné kyseliny (EC 2.6.1.19)
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GAD
GBAL

glutamétkarboxylasa (EC 4.1.1.15)
guanidinobutyraladehyd

[Me,C(OMe)] 2,2-bismethoxypropan

MsCI

oDC

PAO
PropABAL
PropACAL
PropAPAL
PsAMADH
Put

RVO

SPD
SPDS
SPM
SPMS
SSADH
SSAT
TMABAL
TPQ
TsOH
ZmAMADH

methylsulfonyl chlorid

ornithindekarboxylasa (EC 4.1.1.17)
polyaminoxidasy (EC 1.5.3.13, 1.5.3.14 a3lly)
4-propionylamidobutyral

2-propionylamidoethanal
3-propionylamidopropanal
aminoaldehyddehydrogenasa z hrachu s€féisam sativum
butan-1,4-diamin (putrescin)

rot&ni vakuova odparka
N-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin (spermidin)

spermidinsyntasa (EC 2.5.1.16)
N,N‘-bis-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin (spermin)
sperminsyntasa (EC 2.5.1.22)
semialdehydsukcinatdehydrogenasa (EC 16).1.1
spermidin/spermiN'-acetyltrasferasa (EC 2.3.1.57)
trimetylamoniumbutyraldehyd

2,4 ,5-trihydroxyfenylalanin chinon (topachifo
p-toluensulfonovéa kyselina

aminoaldehyddehydrogenasa z ktika (Zea May$
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