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CILE PRACE

Teoreticka cast:

Zpracovani literarni reSerse na téma aldehyddehydrogenasy rodiny 3 (ALDH 3)
Prakticka cast:

Ptiprava vzorka pro RT-qPCR

Analyza genové exprese pomoci RT-qPCR

Analyza genomu a fylogenetickd analyza ALDH rodiny 3



1 Uvod

Nadrodina aldehyddehydrogenas (ALDH; EC 1.2.1.3) je tvofena velkou Skalou
enzymil UcCastnicich se endogennich a exogennich aldehydovych metabolismu.
Kofaktorem ALDH enzymi jsou bud NAD" nebo NADP’, které oxiduji aldehydy na
pfislusné karboxykyseliny za vzniku redukovanych kofaktort NADH a NADPH.
Slouceniny s aldehydovou funk¢ni skupinou jsou tvoieny jako dulezité intermediaty
v mnoha katabolickych i anabolickych metabolickych drahach jako je metabolismus
lipidi nebo aminokyselin. Kromé toho tvorba NADH/NADPH zprostfedkovand pomoci
ALDH pfedstavuje jeden z mnoha zdroji redukénich ekvivalentli pottebnych pro

udrzeni bunécné redoxni rovnovahy (Brocker et al., 2013).

Dulvod, pro€ byla studovana pravé aldehyddehydrogenasa rodiny 3 je, Ze nas zajima
jeji souvislosti s odpovédi na stres. Tato rodina je také zajimava tim, Ze neni nijak dobfe

prostudovana v rostlinné isi a jaka je jeji presna funkce je v aktualni chvili otaznik.

Pti studii gent ALDH 3 byl pozorovan stejny trend u kukufice i je¢mene. Podobny
trend pozorovali také Kirch at al. (2004) uA. thaliana. Gen ALDH 3-2 byl
nadexprimovan v listech, zatimco gen ALDH 3-4 a ALDH 3-5 byly nadexprimovany
v kofeni. Pfi studii vlivu abiotického stresu na expresi gentt ALDH 3 rostliny Zea mays
bylo pozorovano snizeni exprese pii salinité¢ u vSech vzorki kromé vzorku stresované

T-sperminem, ktery mél opacny spad.



2 Soucasny stav FeSené problematiky

Aldehydy jsou generovany z celé fady endogennich a exogennich prekurzori béhem
cetnych fyziologickych procesii, véetné biotransformace endogennich sloucenin, jako
jsou aminokyseliny, neurotransmitery, uhlohydraty a lipidy (Vasiliou at al., 2000;
Vasiliou at al., 2004, O'Brien at al, 2008). Vice nez 200 druhti aldehydd vznika
oxida¢ni degradaci lipidi bunénych membran, znamych také jako peroxidace lipida
(LPO), vcetné 4-hydroxy-2-nonenalu (4-HNE) a malondialdehydu (MDA) (Esterbauer
at al., 1991). Katabolismus aminokyselin vytvafi nékolik aldehydovych meziprodukti,
véetn¢ glutamatu y-semialdehydu, neurotransmitery, jako je kyselina y-aminomaselna
(GABA), serotonin, noradrenalin, adrenalin a dopamin, také vedou k metabolitim

aldehydu (Vasiliou af al., 2004; Marchitti at al., 2005).

Xenobiotika aléfiva — vcetné ethanolu, ktery vytvaii acetaldehyd,
a protirakovinnych 1ékt cyklofosfamidi (CP) a fosfamidi, které vytvareji akrolein —
jsou dulezitymi exogennimi prekurzory aldehydii. Rizné aldehydy, vcetné
formaldehydu, acetaldehydu a akroleinu, jsou také vSudypiitomné v Zivotnim prostiedi
ajsou pifitomny ve smogu, cigaretovém koufi a vyfukovych plynech motorovych
vozidel. Aldehydy se také pouzivaji nebo vyrab¢ji v Siroké skale primyslovych aplikaci,
vcetné vyroby pryskyftic, polyuretanovych a polyesterovych plasti. Kromé toho, mnoho
aldehydli v potravé, vcetné citralu abenzaldehyd, pfirozené¢ existuji nebo jsou
schvalenymi aditivy v riznych potravinach, kde dodavaji chut’ a vliini (Marchitti at al.,

2008).

Ackoli jsou nékteré ucinky zprostiedkované aldehydem, prospésné, mnoho ucink je
Skodlivych, v€etné cytotoxicity, mutagenity a karcinogenity (Lindahl, 1992). Aldehydy
jsou vysoce reaktivni molekuly a toxické jiz pfi nizkych koncentracich diky elektrofilni
povaze jejich karbonylové skupiny (Bartels a Sunkar, 2005; Lindahl, 1992). Je tedy
tteba peclivé regulovat hladiny aldehyda jako metabolického meziproduktu (Perozich

at al., 1999).

V genomu mnoha prostudovanych organismi je kédovano nekolik riznych rodin
aldehyddehydrogenas, které se uplatiiuji v riznych fyziologickych procesech. Tyto

enzymy jsou rozhodujici pii pfeméné toxickych aldehydii na méné reaktivni formy



karboxylové kyseliny za pomoci kofaktort NAD" nebo NADP" (Bartels a Sunkar,
2005). Je to predevSim kvili skuteCnosti, ze oxida¢ni reakce je nevratnd, zatimco
reduk¢ni reakce jsou obecné reverzibilni (Lindahl, 1992). Nékteré aldehydehydronasy
jsou vysoce specifické, kdy oxiduji jeden nebo jen velmi mélo substratii, zatimco jiné
vykazuji Sirokou substratovou specificitu (Lindahl, 1992). Zakladni schéma

enzymatickych reakci viz Obr. 1.

2.1 Nadrodina aldehyddehydrogenas

Genova superrodina je definovana jako shluk evoluéné ptibuznych sekvenci a sklada
se z homolognich genovych rodin, které jsou shluky genl z riznych genomi, které
zahrnuji jak orthology, tak paralogy. Orthology jsou geny v riiznych druzich, které se
vyvinuly ze spole¢ného predka separaci, zatimco paralogové geny jsou produkty
udalosti genové duplikace ve stejném genomu. Orthology maji obvykle stejnou funkci,
coz umoziuje prenos funkc¢nich informaci z jednoho ¢lena do vSech ostatnich (Tutosov

at al., 1997).

Fylogeneticka analyza aldehyddehydrogenas ukazuje na 14 ALDH rodin popsanych
v rostlinach (Perozich at al., 1999): ALDH 2, ALDH 3, ALDH 5, ALDH 6, ALDH 7,
ALDH 10, ALDH 11, ALDH 12, ALDH 18, ALDH 19, ALDH 21, ALDH 22, ALDH 23
a ALDH 24. Rodiny ALDH 10, ALDH 12, ALDH 21, ALDH 22, ALDH 23 a ALDH 24
(Jimenez-Lopez at al., 2016) jsou specifické pro rostliny, zatimco rodiny ALDH 2,

NAD(P)+ NAD(P)H

ADK/AKR
ADH ALDH
alkohol 7T aldehyd ﬁb karboxylova kyselina
NAD+ NADH NAD(P)+ NAD(P)H
CAT
H,0, H,O

H,0+0, H202

Obr. 1: Enzymaticky metabolismus aldehydt; ADH — alkoholdehydrogenasa (EC 1.1.1.1),
AKR - aldo-ketoreduktasa (EC 1.1.1.21), ADK — adenylatkinasa (EC 2.7.4.3), ALDH —
aldehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.3), CAT — katalasa (EC 1.11.1.6), XO — xantinoxidasa
(EC 1.17.3.2.); upraveno pomoci softwaru ACD/ChemSketch podle Marchitti af al., 2008
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ALDH 3, ALDH 5, ALDH 6, ALDH 7 a ALDH 18 maji sav¢i orthology. Celkovy pocet
geni ALDH v daném rostlinném druhu se velmi 1i8i (Brocker at al., 2013). Nemuzeme
viak s jistotou konstatovat, Ze je podet jiz nalezenych ALDH je kone¢né ¢islo. Casem se

mohou objevit jesté dalsi rodiny ALDH.

ALDH se shlukuji do dvou hlavnich kment fylogenetického stromu. Nejvétsi kmen
obsahuje pfevazné ALDH specifické pro substrat, jakoz i1 samotnou rodinu ALDH
tfidy 3. Druhy kmen obsahuje pfevazné variabilni substratové ALDH, vcetné rodin
ALDH tfidy 1 a2. Kdivergenci substratové specifickych ALDH doslo dfive nez

k rozdéleni mezi ALDH se Sirokymi substratovymi specificitami (Perozich at al., 1999).

Vsechny enzymy z rodiny ALDH vyzaduji kofaktor NAD(P)". Diky jejich podobné
primarni struktuie maji velice podobné sekundarni struktury. Kvartérni struktura je bud’

dimerni, tetramerni nebo hexamerni, monomer nevykazuje enzymovou aktivitu (Moore

at al., 1998; Moretti at al., 2016).

2.2 Aldehyddehydrogenasa 3

Studie na savcich ukéazaly, ze homology ALDH 3 se nachazeji jak v cytosolu, tak
v mitochondrii (EC 1.2.1.5) (Marchitti et al. 2008). Predpoklada se, ze exprese mnoha
genil v této rodiné je regulovana v souvislosti s kyselinou abscisovou (ABA). Rostlinna
ALDH 3 se rozdélila do Sesti podrodin, konkrétné ALDH 3E, ALDH 3F, ALDH 3H,
ALDH 31, ALDH 3J a ALDH 3K (Brocker at al., 2013).

Je zajimavé, Ze stresem regulovand exprese ALDH 3I1 je omezena na listy
a transkript je téméft nezjistitelny v kotenech. Naproti tomu ALDH 3H1 je konstitutivné
exprimovan v nizkych hladinach v listech, ale je aktivovan v odezvé na osmoticky stres
nebo po osetfeni ABA v kofenové tkdni, zatimco exprese ALDH 3F1 viibec na stres

nereaguje (Kirch at al., 2004).

Na zakladé velmi odlisnych vzorcii exprese a odezvy tii isoforem ALDH (ALDH 3F,
ALDH 3H a ALDH 3I) 4. thaliana bylo navrzeno, ze se isoformy ALDH 3 vyvinuly
v disledku funkéni specializace v konkrétnich tkénich a subcelularnich organelach
Sekvenéni analyza ALDH 311 prokazala predpokladany peptid v chloroplastu
0 60 aminokyselinach, zatimco ALDH 3F1 a ALDH 3H1 jsou pravdépodobné
lokalizovény v cytosolu (Kirch at al., 2004).
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Proteiny ALDH 3 tvofi jednu z nejrozsifenéjSich a nejrozmanitéjsich skupin
rostlinnych genovych rodin ALDH. Genomy Z. mays, O. sativa a P. patens obsahuji pét
homologli ALDH 3. Sorghum bicolor a V. vinifera obsahuji vzdy ¢tyfi ALDH 3, zatimco
S. moellindorffii, A. thaliana a P. trichocarpa obsahuji dva, tii a Sest gentt ALDH 3. Jiz
diive bylo objeveno, ze jednobunécné tasy C. reinhardtii postradaji ALDH 3. Také tasy
V. carteri postradaji ALDH 3, coz naznacduje, Ze k expanzi a diverzifikaci rodiny gent
ALDH 3 doslo ve spojeni s evoluénim pohybem vodnich rostlin na pidu (Brocker

at al., 2013).

Doposud nebyla prostudovana struktura rostlinné ALDH 3, znamé je pouze
krystalova struktura lidské ALDH 3A. Podrodina lidské ALDH 3A obsahuje ALDH
3A1 (Obr. 2) a ALDH 3A2, které se pravdépodobné podileji na oxidaci alifatickych

a aromatickych aldehydi se stfednim a dlouhym fetézcem (tzv. mastné aldehydy).

Obr. 2: Krystalova struktura lidské aldehyddehydrogenasy 3A1 (PDB ID 3SZA), pievzato
z Khanna at al., 2011
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Podrodina lidské ALDH 3B sestava ze dvou strukturné ptibuznych genti, ALDH 3Bl
a ALDH 3B2. Dosud neexistuji zadné funk¢ni data pro zadny tento enzym (Vasiliou at
al., 2000; Yoshida at al., 1998).

ALDH 3A1 (Obr. 2) je dimer skladajici se ze 2 stejnych podjednotek obsahujici
43,8 % a-helix1, 4,2 % B skladanych list, 28,2 % otocek a 23,8 % nédhodnych struktur
(Liu at al., 1997).

2.3 Real-time PCR

Polymerazova fetézova reakce v redlném case (PCR v redlném case), také znama
jako kvantitativni PCR, se pouziva ke stanoveni relativni genové exprese nebo ke
kvantifikaci pfesnych hladin mRNA v butikach nebo tkanich. Pro kvantitativni PCR se
bézn¢ pouzivaji Ctyfi rizné typy chemickych ¢inidel: ¢inidla vézajici se na dsDNA
(SYBR Green), hydrolytické sondy (TagMan), vlasenkové sondy (molekuldrni majaky)
a fluorescencné znacené hybridiza¢ni sondy (Light Cycler) (Chao, 2008).

Mezi vyhody tohoto postupu v porovnani s konvekénimi metodami méfeni RNA
patfi citlivost a pfesna kvantifikace. Mnoho klicovych proteinti se nachdzi v tak nizké
koncentraci, ze kvantifikace jejich mRNA pomoci RT-PCR predstavuje jedinou
techniku dostate¢né citlivou na spolehlivé méfeni jejich exprese in vivo (Huggett et al.,
2005). Stanoveni mnozstvi mRNA v bunkach je bézny zplsob, jak monitorovat reakce
biologickych systémul na podnéty prostredi, naptiklad na salinitu (Becker-André et al.,
1989). PCR je dnes rutinni analytickou metodou a lze technicky provadét i velké série

experimentl najednou.

Kvantitativni PCR probihd jako kontinualni sbér fluorescenéniho signalu z jedné
nebo vice polymerazovych fetézovych reakci (obvykle se pouziva 96-ti jamkova
desticka) v pribéhu kazdého cyklu. Kvantitativni PCR v redlném case je prevod
fluorescencnich signalii z kazdé reakce na ¢iselnou hodnotu pro kazdy vzorek (Dorak,

2006).

Existuje nékolik zplsobi, jak vySetfovat buiiku na zmény vyvolané umélymi nebo
prirodnimi ¢initeli béhem biologického procesu. Jednim ze zplsobu je hledat zmény
v hladinach bunécnych transkriptii, které mohou naznacovat zmény v odpovidajicich
proteinech. V jiném piipad¢ se mliiZze zamé&fit na piitomnost nebo neptitomnost virového

nebo bakteridlniho patogenu. V tomto piipad¢ poskytuje detekce nejen piitomnosti, ale
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také urovné patogenu, coz mohou byt cenné informace pii navrhovani 1é¢ebného
rezimu. Alternativné mtize byt otazkou zajmu zvySeni hladiny exprese z transgenu nebo
inhibice exprese endogenniho genu siRNA. Ve vsSech piipadech lze pro poskytnuti

pozadovanych informaci pouzit technologii PCR v redlném case (Dorak, 2006).

Aplikace technologie qPCR lze Siroce rozdélit na vyzkumné a diagnostické aplikace.
Vyzkumné aplikace obvykle analyzuji Sirokou Skalu cilii s pomérné€ nizkou propustnosti
a mnoha rtiznymi typy vzorka. Hlavni parametry, které je tieba fesit, se tykaji analytické
citlivosti a specificity testu, které v této souvislosti odkazuji na to, kolik cilovych kopii
muze test detekovat, a zda kontroly bez templatu jsou spolehlivé negativni (Bustin at
al., 2009). Analytickd citlivost se tykd minimalniho poctu kopii ve vzorku, které Ize
presné méfit pomoci testu. Typicky je citlivost vyjadiena jako mez detekce (LOD), coz
je koncentrace, kterd miize byt detekovéana s pfiméfenou jistotou (b&ézné se pouziva 95%
pravdépodobnost) pifi daném analytickém postupu (Persing, 2011). Experimentalni
vysledky mensi nezZ teoreticky moZzné LOD by nikdy nemély byt uvedeny. Z toho také
vyplyva, ze vysledky ,,0“ jsou bezvyznamné a zavadéjici. Odhady LOD v analyzach
qPCR jsou komplikovany logaritmickou povahou Cr, protoze Cr neni definovano, kdyz

je koncentrace templatu nulové (Burns a Valdivia, 2008).

qPCR experiment 1ze vyhodnotit n€kolika zplsoby:
a) pomoci nasledné gelové elektroforézy a dalSich casové naro¢nych krokt, jako
je Southern blot ¢i DNA sekvencovani
b) pomoci moderni technologie, kdy pro ziskani dat je v termocykleru
zabudovany detektor. Detektor zachytava signdl ve formé fluorescenc¢niho zareni

v kazdém cyklu (Bustin, 2000).

Pro kvantitativni PCR se bézn¢ pouziva nckolik riiznych technologii, které slouzi
jako zdroj fluorescence: nejcastéji TagMan sondy a SyberGreen. nebo Scorpion sondy,

FRET a molekularni majaky (Molecular Beacon sondy).

2.3.1 TagMan

TagMan pouziva 5'-3' exonukledzovou aktivitu Tag DNA polymerasy, kterd
degraduje fluorescencni DNA sondu po hybridizaci a prodlouzeni v qPCR (Heid at al.,
1996). Sekvencné specifické sondy TagMan jsou znaceny fluorescencnim reportérem

(5' konec) a zhaseCem (3' konec; molekulu barviva, kterd blokuje emisi fluorescence
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z fluoroforu), které jsou udrzovany v tésné blizkosti, dokud nedojde k hybridizaci
s cilem. V konven¢ni technologii TagMan jsou reportér fluorofor [fluorescein (FAM)]
a fluorescencni zhase¢ [rhodamin (TAMRA)] (Obr. 3) vazany na 5'a 3' konce sekvence
sondy a pfenos energie fluorescence-rezonance (FRET) z reportéru do zhaSece dosahuje
potlaceni fluorescence reportérové molekuly (Reynisson at al., 2006; LabGuide, c2014-
2019). Daji se vSak vyuzit 1jiné fluorofory jako HEX, VIC, Cy5, Texas red, JOE
(Obr. 3) jako reportéry, NFQ jako zhaSeC (Thermo Fisher Scientific, 2018).

Po nasedani posmérnych a reverznich primeri na cilovou sekvenci je TagMan sonda
navrzena tak, aby nasedla mezi té€mito misty primerd aje hydrolyzovéna
5'-3'exonukleazovou aktivitou Tag-polymerasy. Pokud neni pfitomen zadny produkt,
sonda se nevaze a neni degradovana; proto reportér zastava ztlumeny. Hydrolyza sondy
ma za nasledek depresi reportéru a nasledné kumulativni zvySeni fluorescence tmeérné
mnozstvi pritomného transkriptu (Obr. 4). Tento ptistup oligonukleotidovy primer/sonda

zvysuje presnost a specificitu detekce produktu PCR v disledku pozadavku na presné,

N 0 N

Peptid Peptid
Obr. 3: Chemicka struktura vybranych fluoroforti (vytvoteno v BIOVIA Draw 2021)
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Real Time PCR (qPCR) technologie TagMan
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Obr. 4 Znazornéni krokti pti metod¢é Tagman,;

1 — vloznim DNA templatu do jamky mize zacit prvni PCR cyklus

2 — denaturace dsDNA probiha za zvysené teploty (95 °C)

3 — annealing neboli nasedani primerti na ssDNA; blizkost signalniho barviva (kruh)

a zhaSece potlacuje signal z fluorescenéniho barviva na 5'-konci sondy; polymerizace probiha
pii stejné teploté jako nasedani sondy

4 — polymerasa vytésni a hydrolyzuje zna¢enou sondu; fluorescen¢ni barvivo je uvolnéno ze
své blizkosti zhasece a je detekovana fluorescence, tento signal je pfimo umérny poctu
molekul pfitomnych na konci predchoziho nebo zacatku aktualniho cyklu (Bustin, 2000, obr.
prevzat z biorender.com)

genové specifické parovani tfi nezavislych nukleotidovych sekvenci (Wang at al.,

1999).

Nekteré termalni cyklovace PCR v redlném case vyzaduji vnitini referencni barvivo,
jako je ROX, k fizeni variability v optickém systému a normalizaci rozdild v intenzité

signalu.

2.3.2 SYBR Green
., Sybegreen (Obr. 5) patri k nespecifickym fluorescencnim substratim, tj. substratim,
kterée se vazi pouze na pritomnou dvouviaknovou DNA bez jakekoliv specificity

k sekvenci* (LabGuide, c2014-2019).

Dutlezity rozdil mezi sondami TagMan a chemickymi barvivy SYBR Green barviva
je vtom, ze se SYBR Green vaze vSechny dvouvlaknové DNA, vetné nespecifickych
reakénich produktli. Dobfe optimalizovana reakce je proto nezbytnd pro piesné

vysledky (Thermo Fisher Scientific, 2018). Planarni aromatické kruhy SYBR Green se
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interkaluji do DNA, diky energeticky vyhodné interakci (Dragan at al., 2012). Interakce
vmalé drazce DNA, interkalace mezi pary bazi a stabilizace elektrostatického
komplexu SYBR Green-DNA piispély ke zvySené afinit€¢ SYBR Green k dvoutetézcoveé
DNA (Cosa at al., 2001).

Fluorescence je emitovana umérné mnozstvi dvouretézcové DNA (Obr. 6). V PCR
reakci je mnozstvi vstupni DNA nebo ¢cDNA minimalni, proto je nutné pfitomnou

dvoufetézcovou DNA replikovat v dostatecném mnozstvi, aby ji bylo mozné detekovat

(Dorak, c2006).
= N/©

= = N/\/\N/
|

87 NN

Obr. 5: Chemicka struktura barviva SyberGreen
(vytvofeno v ACD/ChemSketch)

Real Time PCR (qPCR) technologie SYBR Green
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Pt —————

Cykly

Obr. 6: Znazornéni krokt pii metod¢é SybrGreen:

1 —na zacatku vSech cykll je nizka intenzita fluorescence kviili nizké koncentraci dsDNA

2 — béhem denaturace (vznik ssDNA) nenavazané barvivo SYBR Green nevykazuje
fluorescenci

3 — pfi nasedani primert a proby se nékolik molekul barviva vaze na dvoutetézcovy usek, coz
vede k emisi svétla po excitaci

4 — béhem polymera¢niho kroku se stale vice molekul barviva vaze na nové syntetizovanou
DNA a zvyseni fluorescence 1ze monitorovat pomoci qPCR (Bustin, 2000) (obr. prevzat

z Biorender.com)
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2.3.3 Molecular beacon sondy

Molecular beacon (MB) jsou jednovldknové sondy z nukleovych kyselin. Snadno
rozlisuji cile, které se od sebe 1isi v jediném nukleotidu. Diky tomu dokaze MB rozeznat
svij cil s vétsi specifitou nez proby, které nejsou schopny vytvorit vlasenkovy tvar,

napt. TagMan (Zhang at al., 2021).

Diky specifické kapacité¢ cili a moznosti vybéru riiznych fluorescenénich barviv
a zhaSedel jsou MB pozoruhodné univerzalni. Mezi jejich hlavni vyhody patii jedinecné
konstrukce, nizka fluorescence pozadi, vlastni produkce fluorescen¢niho signalu,

priznivé termodynamické vlastnosti a rozpoznavani bez separace (Marras, 2008).
Fluorofor a zhaSe¢ jako signalni molekuly vytvareji signaly zapnuti nebo vypnuti
zavislé na strukturnim stavu MB. Kdyz je fluorofor jako donorni ¢ast ve své excitované

form¢, mize dojit k pfenosu energie. Na druhou stranu se signal fluorescence snadno

vytvoii, kdyz je zhaSeci molekula ve vétsi vzdalenosti (Obr. 7) (Kim at al., 2008).

Real Time PCR (qPCR) Molecular Beacon sonda

Ocko vldsenky tIi:rrusn\:
uorescence

5 (%) 5

I:lD ")b

Zhdseg Fluorofor

Obr. 7: Zndzovnéni vzniku fluorescence u vlasenkové sondy MB
(vytvoteno v Biorender.com)
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2.3.4 Scorpion sonda

Scorpion sonda sestdva z jednovlaknové dvojznafené sekvence fluorescenéni sondy
drzené v konformaci vlasenkové smycky s5' koncovym reportérem a internim
zhaseCem piimo spojenym s 5' koncem PCR primeru pomoci blokatoru. Blokator

zabranuje polymerase v prodluzovani PCR primeru.

Na zacatku qPCR polymerasa prodluzuje PCR primer a syntetizuje komplementarni
vlakno specifické cilové sekvence. Béhem piistiho cyklu se vlasenkova smycka odviji
a smyckova oblast sondy intramolekuldrné hybridizuje s nové syntetizovanou cilovou
sekvenci. Nyni, kdyz reportér jiz neni v té€sné blizkosti zhaSece, mize dochazet k emisi
fluorescence (Obr. 8). Fluorescen¢ni signal je detekovan na detektoru a je ptimo imérny

mnozstvi cilové DNA (Sigma-Aldrich spol. s.r.o., 2020).

Real Time PCR (qPCR) Scorpion sonda

@ @ ®

0Ocko vlasenky 0Ocko vlasenky

N
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& 5 sondy k cilové
Smeér syntézy DNA Fluorofor =] Zhasee sekvenci

5

Ocko vlasenky

Denaturace a hybridizace

—

— Zhé&seé Primer Fluorofor — Zhaded
5

Fluorofor
5

Cilové sekvence

Emise
fluorescence

o

NG
S ST
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Obr. 8: Znazornéni principu navazani a aktivovani Scorpion sondy pii qPCR:
1 — navazani deaktivované sondy na DNA pomoci primeru

2 — denaturace sondy pro nasledné navazani na cilovou sekvenci

4 — hybridizaci sondy je zptisobena fluorescence. (vytvoteno v Biorender.com)
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2.3.5 FRET sonda

Fostertiv pfenos rezonanéni energie, FRET, byl poprvé popsdn Thedorem Fosterem
vroce 1946 (Foster, 1946). FRET je zalozena na pienosu neradiacni energie mezi
excitovanym donornim fluoroforem a akceptornim fluoroforem (Pietraszewska-Bogiel

a Gadella, 2011).

Donor (sonda na 3' konci) shromazd’uje zafeni (externi zdroj svétla) na excitacni
vlnové délce a prenasi tuto energii do akceptoru (sonda na 5' konci), ktery ji emituje na
delsi vlnové délce. Kdyz emisni spektrum donoru piekryva absorpéni spektrum
akceptoru, muze dojit k radia¢nimu pienosu energie z donoru na akceptor. Kdyz je
donor excitovany, mizeme pozorovat fluorescencni emisi akceptoru v disledku pienosu
energie (Obr. 9). Diky této metodé muze byt snizena chyba detekce fluorescence

a samovzniceni (Sun at al., 2020).

(1) Akceptor Donor
3! \5' r\ 5"
5 PELRRERRERnnn et PEERLERREREnnn e 3’ Hybridizace
Akceptor ( 5 Donor
(2) ' N\ 5° r\ 5°
5 PELRRRREEEE R ennnl ERRRRIRNRRaRAnaNLy 37 Detekce

Obr. 9: Znazornéni principu aktivovani FRET sondy pii qPCR; (1) navazani donoru a akceptoru
na DNA (2) excitace donoru pomoci externiho zdroje svétle, transport energie do akceptorového
fluoroforu, detekce excitovaného akceptoru (pfevzato z eurofinsgenomics.eu)
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2.3.6 Microarray

Microarray je laboratorni nastroj pouzivany k detekci exprese tisicii genti soucasne.
Mikrocipy DNA jsou mikroskopické sklicka, ktera jsou potiSténa tisici drobnych skvrn
v definovanych pozicich, pficemz kazda skvrna obsahuje znamou sekvenci DNA nebo
gen. Tyto sklicka se Casto oznacuji jako genové Cipy nebo DNA Cipy. Molekuly DNA
ptipojené ke kazdému sklicku funguji jako sondy k detekci genové exprese, ktera je také
znama jako transkriptom nebo sada transkripti messengerové RNA (mRNA)

exprimovanych skupinou genti (Tarca at al., 2006).

Takové vysoce vykonné profilovani exprese Ize pouzit k porovnani tirovné
transkripce genil v klinickych podminkéch za ucelem:
1) identifikace diagnostického nebo prognostického biomarkeru
2) klasifikovat nemoci (napt. nadory s riznou prognozou, které nelze odlisit
mikroskopickym vySetfenim)
3) sledovat reakci na terapii
4) pochopit mechanismy podilejici se na genezi chorobnych procest (Bethin at

al,, 2003).

mRNA je extrahovano z tkani nebo bun€k, reverzné transkribovano a oznaceno
barvivem (obvykle fluorescen¢ni) a hybridizovano na matrici. Hybridizace a promyvani
se provad¢ji za velmi pfisnych podminek, aby se minimalizovala pravdépodobnost
kiizové hybridizace mezi podobnymi geny. Princip kvantifikace urovni exprese spociva
v tom, ze mnozstvi fluorescence meiené v kazdém misté specifickém pro sekvenci je
pfimo imérné mnozstvi mRNA s komplementarni sekvenci ptfitomnou v analyzovaném
vzorku. Tyto experimenty neposkytuji udaje o absolutni tirovni exprese konkrétniho
genu (skute¢né koncentrace mRNA), ale jsou uzite¢né pro srovnani irovné exprese

mezi podminkami a geny (napfi. zdravi, nemocni) (Gibson at al., 2009).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Biologicky material

Je¢men sety Golden promise (Hordeum vulgare), poskytla Radka Koncitikova,
Oddé¢leni biochemie proteint a proteomiky

Kukuftice seta Cellux 225 (Zea mays), poskytla Nuria Diego, Odd¢leni chemické
biologie a genetiky, CRH — vzorky s polyaminy

Kukuftice setd Cellux 225 (Zea mays), poskytla Radka Koncitikova, Oddé€leni

biochemie proteinti a proteomiky — vzorky stresované PEG, zasoleni

3.2 Chemikalie

DNasa turbo (Invitrogen, USA)

dusik (Messer Technogas s.r.0., CZ)

Elution solution (Thermo Fisher Scientific, USA)

MyTaq™ Mix (Bioline, UK)

oligo (dT) primer (Thermo Fisher Scientific, USA)

plazmid s genem Z. mays ALDH 3-1 (poskytla vedouci prace)
plazmid s genem Z. mays ALDH 3-2 (poskytla vedouci prace)
plazmid s genem Z. mays ALDH 3-3 (poskytla vedouci prace)
plazmid s genem Z. mays ALDH 3-4 (poskytla vedouci prace)
plazmid s genem Z. mays ALDH 3-5 (poskytla vedouci prace)

RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA)

ROX reference Dye (Invitrogen, USA)

Invitrogen™ RNAqueous™ Total RNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA)

3.3 Pristroje a pomicky

automatické pipety (Eppendorf, NSR)
centrifuga 5430R (Eppendorf, NSR)
folie na 96-jamkovou desticku (Thermo Fisher Scientific, USA)
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inkubator (termocykler) (Sanyo, Japonsko)

kadinka na odpad (100 ml) (p-LAB)

mikrokolona; filter cartrifge (Thermo Fisher Scientific, USA)

mikrozkumavky (Eppendorf, NSR; Thermo Fisher Scientific, USA)

PCR 96-jamkové desticka (Thermo Fisher Scientific, USA)

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

rotacni tfepacka (IKA, SRN)

Thermo Scientific™ NanoDrop™ 2000/2000c¢ Spectrophotometers (Thermo
Fisher Scientific, USA)

tieci miska s tlouckem (p-LAB)

Program

ACD/Chemsketch 12.0 (Advanced Chemistry Development, Kanada)

BioEdit 7.2 (Tom Hall)

Biorender (dostupné z https://app.biorender.com/)

Biovia Draw 2011 (BIOVIA, www.3ds.com/biovia/)

Dendroscope 3 (Daniel H. Huson, 2012)

NCBI  (National Center for Biotechnology Information, dostupné
z http://ncbi.nlm.nih.gov/)

PhyML 3.0 (Guindon at al, 2010) (dostupné =z http://www.atgc-
-montpellier.fr/phyml/)

QuantStudio™” Design & Analysis software (Thermo Fisher Scientific, USA)
T-Coftee (EMBL-EBI, 2020) (dostupné z https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/)

UniProt (Universal Protein resource) (UniProt, 2015)

23



3.5 Metody
3.5.1 Izolace RNA

Rostlinny materidl byl homogenizovan pomoci tekutého dusiku ve tfeci misce.
100 mg takto pripraveného vzorku bylo pfevedeno do 2 ml zkumavky a byl
piipipetovan 1 ml lyzaéniho vazebného roztoku. Mikrozkumavky byly tfepany 5 minut
pii 4 °C a poté zcentrifugovany pii 14 000 g po dobu 5 min o teploté 4 °C. Supernatant
byl odpipetovan do €isté 2 ml zkumavky, do které bylo nasledné piidan stejny objem

64% ethanolu. Zkumavky byly promichany.

Takto piipraveny vzorek byl nanesen na kolonu (vzdy 700 pl; Filter Cartrifge)
a zkumavka s kolonou byla centrifugovana 30 s pti 10 000 g a 4 °C. Jakmile byl cely
objem z ptivodni zkumavky zcentrifugovan pies kolonu, filtr byl promyt pomoci 700 pl
promyvaciho roztoku 1 (Wash Solution 1) aroztok byl centrifugovan pies kolonu
30 s pii 4 °C a 10 000 g. Nasledn¢ bylo pouzito 500 pl druhého promyvaciho roztoku
(Wash Solution 2) a prob¢hla centrifugace 30 s pii 4 °C a 10 000 g.

Filtr byl po promyti vloZen do nové €isté zkumavky a RNA byla eluovana nejdfive
pomoci 60 ul elucniho roztoku (Elution Solution) vytemperovaného na 80 °C
a zcentrifugovano  (10000g, 30s, 4°C) apot¢ 40ul eluéniho roztoku
vytemperovaného na 80 °C za nasledné centrifugace (10 000 g, 30 s, 4 °C).

RNA byla izolovana z kukufice azjeCmene s riznymi stresovymi podminkami

(Tabulka 1; Obr. 10).

Tabulka 1 Stresové podminky rustu Zea mays a Hordeum vulgare

JeCmen sety (48 h stres) Kukufice seta
NaCl (200 mmol - dm?) 0,1 mmol - dm™ Spermin (+ 150 mmol - dm™ NaCl)
PEG 6000 (20%) 0,1 mmol - dm? Spermidin (+ 150 mmol - dm™ NaCl)
Bez dusiku 0,1 mmol - dm™ Putrescin (+ 150 mmol - dm™ NaCl)
Bez stresu 0,1 mmol - dm> Prolin (+ 150 mmol - dm™ NaCl)

0,1 mmol - dm>Lysin (+ 150 mmol - dm” NaCl)
0,1 mmol - dm?GABA (+ 150 mmol - dm™ NaCl)
0,1 mmol - dm? T-spermin (+ 150 mmol - dm NaCl)
NaCl (150 mmol - dm™)

PEG 6000 (20%)

Bez stresu
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Obr. 10: Chemické struktury polyaminti pouzitych pii stresu rostllin (vytvoreno
v ACD/ChemSketch)

3.5.2 OSetieni Dnasou a precipitace (oSetieni LiCl)

K90 ul RNA bylo ptfiddno 13 pl smési DNA turbo pufru (10 ul) a DNasy turbo
(3 ul). Smes byla inkubovana pii 37 °C po dobu 45 minut. Poté¢ byly pfidany 2 ul
DNasy turbo a roztok byl opét inkubovan pii 37 °C po dobu 45 minut. Inaktivace byla
poté provedena pii 70 °C po dobu 10 minut.

Po oSetfeni DNasou bylo ke vzorku ptidano 50 ul LiCl. Inkubace probihala ptfes noc
pii —20 °C. Po rozmrazeni byl roztok zcentrifugovan (20 min, 16 000 g, 4 °C). Roztok
nad precipitatem byl opatrné odpipetovan. Poté byl precipitat promyt 70% vychlazenym
ethanolem. Suspenze byla centrifugovana (20 min 16 000 g, 4 °C), supernatant byl
odpipetovan a vysuSen 10 minut v digestofi. (pelet vSak nesmél byt vysuSen zcela,
jelikoz se poté snizuje jeho rozpustnost). Poté byl pelet rozpustén ve 25 ul RNA-free
H,0.
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3.5.3 Stanoveni koncentrace

Koncentrace RNA byla stanovena pomoci nanodropu.

2 ul roztoku byly pipetovany na senzor. Absorbance byla méfena pii 260 a 280 nm.

Koncentrace byla urcena ze vztahu c= A4,,,-40-zfedéni , tedy pokud je A= 1 v kyvete

je praveé 40 pg - dm”. Pokud je preparat Sistym pomér A,q,/ A,q0=2,1 .
RNA byla nafedéna pro reverzni transkripci na koncentraci 1 pg.

3.5.4 Reverzni transkripce komplementarni DNA

Knafedéné RNA (na 1 pg) byly pfiddny 2 pul oligo (dT) primeru al pl
10 mmol - dm™ dNTP. Roztok byl inkubovan pii 65 °C po dobu 5 minut. Poté bylo
pfidano 7,5 pl smési slozené z 4 pl PS II pufru, 2 pl 0,1 mol - dm™ DTT, 1 ul RT-PS II
a 0,5 pl inhibitoru. Po promichani byl roztok inkubovan pii 42 °C po dobu 60 minut.
Inaktivace enzymi byla poté provedena zvednutim teploty na 70 °C na 10 minut. Takto

ziskana cDNA byla uskladnéna pfi teploté —20 °C.

3.5.5 RT - qPCR

3.5.5.1 Priprava primeri a préb

Redéni primert a prob probihalo podle navodu od vyrobcee.

Tabulka 2: Pouzité proby a primery pro Hordeum vulgare a Zea mays a endogenni kontroly; FW
— poptedny primer, R — reverzni primer, Pb — préba

HvALDH3-1 FW GCTTCCTGGTGGAGTTCATGTT

R CGCAAGCAACCCGAGTTTG

Pb (6FAM)ACCCGCCGTGGAACGACGAA(TAM)
HvALDH3-2 FW GCCACTAGGTTTGGCTTTGG

R CGGAGGGCTTTACAACTACAACA

Pb (6FAM)ACTCTCTGGCGCACTAGCAGCTGGC(TAM)
HvALDH3-4 FW CAAGTTCTACGGAAAGGATCCACTT

R CCTGTTGAAATGGTCGACATTC

Pb (6FAM)TATCGGCAGACTTGTCCCGCGTC(TAM)
HvALDH3-5 FW TYTCGTCATATCAGCCTGGAACT

R CAGCATTCCCAGCAGCAATT

Pb (6FAM)TCCTTTCTTGCTATCTATCGAGCCCGTCA(TAM)
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Tabulka 2: Pouzité proby a primery pro Hordeum vulgare a Zea mays a endogenni kontroly;
FW —poptedny primer, R — reverzni primer, Pb — proba (pokracovani)

Endogenni kontrola

HvEf2 FwW AAGTCCTGCCGCACTGTCAT
R GGGCGAGCTTCCATGTAAAG
Pb (6FAM)AGCAAGTCCCCCAACAAGCATAACCG(TAM)
HvACT FW ATCCTCGGCTTCTCATTCCA
R CCAAGTATCCTCCAGCATGTCA
Pb (6FAM)AAGAGTTCCCTCCACCTCCCCGACC(TAM)
ZmALDH3-1 FW TCCCATAATCACGGTGGACAA
R CTTGAGCTGCCCGTCGTT
Pb (6FAM)CCAAGCCGCTGGCAGCTTACCTC(TAM)
ZmALDH3-2 FW ATGGAGCCCACGCTTCTG
R GCAGCGGGCCGAATATCT
Pb (6FAM)AACCCTCCGCTCGACTCCGACA(TAM)
ZmALDH3-4 FW GTCCTCCGCCCAAATCGT
R CTGGGTCGATAGAGAGTATGAAAGG
Pb (6FAM)CCCCTCGGCGTCGTGCTCAT(TAM)
ZmALDH3-5 FwW GGATGAAGCCCCAGAAGATACC
R GCTCCGGCACGATTTGAG
Pb (6FAM)CGGCCTTAACCACGTTCCCGTCC(TAM)

Endogenni kontrola

ZmEF1a FW TGATACCCACCAAGCCTATGGT

R CATGTCGCGGACAGCAAAC

Pb (6FAM)AGACATTCTCCGCGTTTCCTCCCCT(TAM)
ZmACT FW CCGCATGAGCAAGGAGATTAC

R GCGGAGCAACCACCTTCA

Pb (6FAM)CACTTGCCCCCAGCAGCATGAA(TAM)

3.5.5.2 Kalibrace a kalibra¢ni kiivka

Byla pfipravena kalibra¢ni fada se snizujici se koncentraci vzdy o polovinu od
piedchozi koncentrace. Tedy do 1 ependorfky bylo odpipetovano 20 pl plazmidu ALDH
o koncentraci 1 ng - ul' do zbylych 9 bylo napipetovano po 10 ul H,O. Postupné bylo
vzdy 10 pl z pfedchozi ependorfky pifeneseno a promichano (z1 do 2; z2 do 3;...).
Poslednich 10 pl bylo odpipetovano do odpadu.
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Kalibracni iady pro geny ALDH3-2, ALDH3-3 a ALDH3 4

- B ALDH3-2
. S - Linedmi (ALDH3-2)
2 T T ¢  ALDH33
. e Linedrni (ALDH3.3)
214
21 .3 Y ALDH34
= - Lineémi (ATDH 3-4)
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] R . ' . .
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v
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6.0 65 70 75 80 85
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Obr. 11: Kalibra¢ni fada pro geny ALDH 3-2, ALDH 3-3, ALDH 3-4, jejich regresni
pfimky, rovnice piimky a koeficient determinence.

Vzdy 2,5 pl roztoku kalibracni fady bylo pipetovano do PCR desticky. K témto
roztokim bylo pfidano 7,5 pl smési Tagman, primer, proba. Desticka byla zalepena
folii, zcentrifugovédna po dobu 20 sapoté vlozena do termalniho cyklovace PCR.

Podminky byly nastaveny v softwaru QuantStudio™.

Ve vSech jamkéach byl vypocitdn pocet molekul pomoci koncentrace a velikosti

plazmidu. Z takto upravenych hodnot byla sestavena kalibra¢ni piimka ().

3.5.5.3 Meéreni vzorku cDNA

Na pfipravu Tagman qPCR mixu bylo pouzito 1 ml 2x MyTaqMix (Bioline), 950 pl
RNA-free HO a 50 ul ROX (invitrogen). Pro pfipravu smési 1,2 pmol - dm™ primert
a 1 pmol - dm™ proby bylo smichano 1,2 pul 100 pmol - dm® FP (posmérny primer),
1,2 ul 100 umol - dm™ RP (reversni primer), 1 pl 100 umol - dm™ proby a 96,6 ul
RNA-free H,O.

Na PCR desticku bylo napipetovano 2,5 ul cDNA a7,5pul smési (2,5l
1,2 pmol - dm™ primert a 1 pmol - dm™ proby; 5 ul 2x Tagman gPCR smés). Desticka
byla zalepena folii, zcentrifugovana (20 s, 18000 g, normalni teplota) a poté vlozena do

termélniho cyklovace PCR. Podminky byly nastaveny v softwaru QuantStudio™.
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Vzorky byly natedény tak, aby hodnoty Cr pro endogenni kontrolu byly pfiblizné
stejné. Po zfedéni byly vzorky komplementarni DNA vloZeny po 2,5 ul na jamku spolu
s 7,5 ul smési Tagman, proba, primer. Naméiené hodnoty Cr byly pouzity pro vypocet

kopii genti jednotlivych enzymi ALDH.

3.5.5.4 Vypocet mnozZstvi transkriptu
Z rovnice regresni piimky (Rovnice 1) byl vypocitan pocet kopi genu (Rovnice 2).
Po vydéleni mnoZstvim enzymu dostaneme pocet transkriptu v jamce na 1 ng enzymu

(Rovnice 3).

yC,: k 'xlog kopie genu+ q
Rovnice 1: Obecna rovnice regresni piimky
q

{ALDH

kopie genu=10 k

Rovnice 2: Uprava obecné rovnice regresni piimky pro vypoéet kopii genu
y . kopie gen
pocet transkriptu=——Prc ML

Rovnice 3: Rovnice vypoctu mnozstvi transkriptu v jamce

3.5.6 Fylogeneticka analyza ALDH 3 a HYALDH

V databézi proteinti Phytozome v12.1 a NCBI (Homo sapiens) byly vyhledany
aminokyselinové sekvence riznych isoenzymi (pro ALDH 3) a enzymi, které obsahuje
Hordeum vulgare. Tyto sekvence byly vkladany do softwaru BioEdit, kde byla utvofena
vlastni knihovna sekvenci (.fas). Soubor byl zarovndn pomoci T-Coffee do souboru.
PHYLIP. Takto vytvofeny soubor byl ptenesen do PhyML 3.0. Tento software vypocital
ptibuznost mezi jednotlivymi sekvencemi a vytvotil fylogeneticky strom. Pro tvorbu
fylogenetického stromu vSak byl vyuzit software dendroscope, ktery je vyuzivan pravé

na tvorbu fylogenetického stromu a jeho grafickym upravam.

Pro tvorbu fylogenetického stromu ALDH 3 byly pouzity tyto organismy
viz Tabulka 3, pro fylogeneticky strom HVALDH byly pouzity enzymy vypsané v Tabulce 4.
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Tabulka 3 Piehled enzymt pouzitych pro vytvoreni fylogenetického stromu a jejich
identifikatorii z databaze Phytozome a NCBI

Organismus

ZKkratka enzymu

Phytozome ID

Amaranthus hypochondriacus

Ananas comosus
Arabidopsis lyrata
Arabidopsis thaliana

Carica papaya
Citrus sinensis
Eucalyptus grandis

Homo sapiens

Hordeum vulgare

Kalanchoe laxiflora
Mimulus guttatus
Malus domestica

Oropetium thomaeum

Oryza sativa

Panicum virgatum

Physcomitrella patens

ALDH 3H1
ALDH 3I1
ALDH 3F1
ALDH 3I1
ALDH 3I1
ALDH 3I1
ALDH 3H1
ALDH 3F1
ALDH 3I1
ALDH 3I1
ALDH 3I1
ALDH 3Al
ALDH 3A2
ALDH 3B1
ALDH 3B2
ALDH 3-1
ALDH 3-2
ALDH 3-3
ALDH 3-4
ALDH 3-5
ALDH 3I1
ALDH 3I1
ALDH 3I1
ALDH 3H1
ALDH 3F1
ALDH 3E1
ALDH 3E3
ALDH 3E2
ALDH 3H2
ALDH 3H1
ALDH 3
ALDH 3H1
ALDH 3H2

AHYP O _015529-RA
AHYP O _021297-RA
AHYP O _002497-RA
Aco0003277.1
AL7G17050.t1
AT4G34240.4
AT1G44170.1
AT4G36250.4
evm.model.supercontig_64.104
Orangel.lg014164m
Eucgr. F03800.1
NP _001128639.1
NP_001026976.1
NP_000685.1
NP_001341274.2
HORVUG6Hr1G061220.6
HORVU6Hr1G061270.10
HORVU2Hr1G092530.1
HORVUS5Hr1G037200.2
HORVU4Hr1G017450.1
Kalax0059s0050.1
Migut. C01106.1
MDP0000531301
Oropetium_20150105_10808A
Oropetium_20150105_02896A
LOC 0s02g43194
LOC 0s02g43280.2
LOC 0Os04g45720.4
LOC_Os11g08300.11
LOC_Os12g07810.12
Pavir. Ha00899.1
Ppls71_128V6
Ppls272 3V6
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Tabulka 3 Piehled enzymt pouzitych pro vytvoreni fylogenetického stromu a jejich
identifikatorii z databaze Phytozome a NCBI (pokracovani)

Organismus Zkratka enzymu Phytozome ID
Physcomitrella patens ALDH 3I1 Ppls26 253V6
ALDH 312 Pp1s90 226V6
ALDH 3I3 Ppls124 90V6
Populus trichocarpa ALDH 3F1 POPTR 0007513650
ALDH 3H1 POPTR 0005520150
ALDH 3H4 POPTR 0002508230
ALDH 3H5 POPTR 0001542150
ALDH 3H6 POPTR_0005s07090
ALDH 3J1 POPTR_0001s26630
Prunus persica ALDH 3I1 Prupe.4G279800.2
Selaginella moellendorffii ALDH 3H2 168397
ALDH 3H1 227647
Sorghum bicolor ALDH 3E1 Sb04g033420
ALDH 3H1 Sb08g004840
ALDH 3H2 Sb05g005470
Triticum aestivum ALDH 3 Traes 4AL ADF93BACS.2
Vitis vinifera ALDH 3HI1 GSVIVT01008845001
ALDH 3F1 GSVIVT01018842001
ALDH 3H5 GSVIVT01022356001
ALDH 3J1 GSVIVT01025276001
Z. mays ALDH 3E1 Zm00008a022472_TO1
ALDH 3E2 Zm00008a038328 TO1
ALDH 3H1 Zm00008a036562_TO01
ALDH 3H2 Zm00008a018184 TO1
ALDH 3H3 Zm00008a008139_TO1
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Tabulka 4: Prehled enzymu a jejich identifikator z databaze Phytozome pouzitych pro tvorbu
fylogenetického stromu HVALDH

ALDH rodina ZKkratka enzymu Phytozome ID
Rodina 2 HvALDH 2A HORVU7Hr1G042880.2
HvALDH 2B HORVU6Hr1G072830.2
HvALDH 2C HORVU3Hr1G092680.2
HvALDH 2D HORVUI1Hr1G068020.1
HvALDH 2E HORVUOHr1G031700.1
HvALDH 2F HORVU7Hr1G085120.1
Rodina 3 HvALDHE 3-1 HORVU6Hr1G061220.6
HvALDH 3-2 HORVU6Hr1G061270.10
HvALDH 3-3 HORVU2Hr1G092530.1
HvALDH 3-4 HORVUSHr1G037200.2
HvALDH 3-5 HORVU4Hr1G017450.1
Rodina 5 HvALDH 5F1 HORVU6Hr1G031480.3
Rodina 6 HvALDH 6Bl HORVU2Hr1G107550.1
Rodina 7 HvALDH 7B6 HORVUS5Hr1G062090
Rodina 10 HvAMADH 1 HORVU6Hr1G087460.1
HvAMADH 2 HORVU2Hr1G080970.1
Rodina 11 HvALDH 11A3 HORVU2Hr1G036110.11
Rodina 12 HvALDH 12 HORVUI1Hr1G080320.2
Rodina 18 HvALDH 18Bl1 HORVU1Hr1G072780.1
HvALDH 18B2 HORVU3Hr1G085760.5
Rodina 22 HvALDH 22A1 HORVU2Hr1G016040
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Genova exprese HYALDH 3
Analyzou genové exprese ALDH 3 v listu Hordeum vulgare (Obr. 12A) bylo
zjisténo, ze k nejvétSimu nariistu exprese doslo u vzorku stresovanym 20% PEG 6000

1200 mM NaCl, a to u ALDH 3-2, ALDH 3-4 a ALDH 3-5.

V listu jeCmene nevykazovala exprese ALDH 3-1 Zzadny vliv vii¢i stresim, hodnota

exprese byla vice mén¢ kontantni, zaroveén stresovanim rostliny nepfitomnosti dusiku

HvALDH 3 (4)
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Obr. 12: Porovnani exprese ALDH 3 v listu a kofeni je¢mene po 48 hodinovém
stresu. Relativni zména genové exprese HVALDH 3 v listu (A) a v kofeni (B)
jeémene vystavené 200 mmol - dm™ NaCl, 20% PEG 6000 a stresovaném bez
pritomnosti dusiku.
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také nevykazovalo velké vykyvy od kontrolni rostliny. HYALDH 3-2 byl exprimovan
pii salinité a dehydrataci vice nez bez stresu, zaroven pii nedostatku dusiku byla exprese
velmi mirn¢ inhibovana. HVALDH 3-4 je nejméné exprimovanou isoformou v listu.
HvALDH 3-5 byl exprimovan pii vSech zkoumanych stresech vice nez pii vzorku bez

stresu.

Genova exprese HVALDH 3-1 a HYALDH 3-2 v koteni Hordeum vulgare (Obr. 12B)
byla inhibovana pfi vSech stresech v porovnani exprese vzorku bez stresu. V Gao a Bin

(2009) popsali podobny trend u ryze.

HvALDH 3-4 vykazovala minimalni nartist exprese pfi dehydrataci, v ostatnich
pfipadech byla srovnatelna s kontrolou. HVALDH 3-5 je nejvice exprimovana
isoformou v kofeni a to ve vSech piipadech stresu i bez stresu. Podobné Kirch at al.
(2004) predikuje, ze se isoformy ALDH 3 wvyvinuly v disledku specializace
v konkrétnich tkénich a subcelularnich organech, ataké prokézal, ze ALDH 3FI
a ALDH 3H1 jsou =zastoupeny pirevdzné v kofeni A. thaliana, coz je v souladu
s vysledky publikovanymi v této praci. Je teddy vice nez pravdépodobné, Ze tyto

isoenzymy jsou zodpovédné za adaptaci rostlin na vysokou salinitu pidy a dehydrataci.

Pii porovnani exprese gentt ALDH 3 listu a kofene je patrné, ze v kofeni jsou téméf
vSechny studované geny exprimovany vzdy vice neZz v listech. Na zaklad€ tohoto
poznatku miizeme usuzovat, ze pravé v kofenu se tvofi vice toxickych aldehyda

a odehrava se zde hlavni detoxikacni proces.
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4.2 Genova exprese ZmALDH 3 za hydroponickych podminek
Podobny experiment jako ujeémene byl proveden na hydroponicky péstované
kukufici. BohuZel u tohoto experimentu doslo ke kontaminaci vzorku, a proto nemohla
byt vétsSina dat pouzita pro vyhodnoceni. Do vyhodnoceni jsou zahrnuty rostliny
kontrolni a stresované 200 mmol - dm™ NaCl. Hodnoty byly vyneseny relativné do

grafu (Obr. 13).

Podobné jako u je¢méne, ALDH 3-2 je vyznamné nadexprimovana v listech kukufice
pfi salinitnim stresu, zatimco v kofeni je pozorovano jen malé mnozstvi transkriptu.
I pro geny ALDH 3-4 a ALDH 3-5 je pozorovan podobny trend, pfi salinitnim stresu
jsou vice exprimovany v koteni nez v listu, podobné jak bylo popsano u Kirch at al.

(2004).

Genova exprese aldehyddehydrogenasy rodiny 3 v hydroponicky péstovane kukurici

4000 43

3500  ALDH 31 L=

= . mALDH 32 35 O
= 3000 ALDH 34 =
o 250 BALDH 25 3 .j
) .5 E
B 2 .
s 2k
(P ljm &
i 5 ¢
- E
E 100 b
5 .
= 8

5 500 .
0.5 E

0 p M

korrola fist tist 200 mM NaCl koFen 200 mM NaCl

Obr. 13: Porovnani exprese ALDH 3 v listu a kofeni kukufice po 48 hodinovém
stresu, vystavené 200 mmol - dm> NaCl. Absolutni hodnota pro kontrolu ALDH 3-2
je 152 transkripti, pro kontrolu ALDH 3-4 je 112 transkripta.
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4.3 Genova exprese ZmALDH 3 na polyaminech
Genova exprese genu ZmALDH 3 v kukufici seté (Obr. 14) byla vlivem abiotického
stresu (stresu zpiisobenym vystavenim riznym aminiim, aminokyselindm a salinite)

inhibovana v rizném poméru.

Pfi porovnani vlivu stresu zpisobenym salinitou (150 mmol - dm> NaCl) a bez
zasoleni, je téméef vzdy vidét pokles exprese genu. Pouze po vystaveni polyaminu
T-sperminu v kombinaci se zasolenim vykazovala exprese nartist ato uvSech Ctyf
isoforem aldehyddehydrogenas. VSechny ostatni vzorky vykazovaly opacny spad, tedy

vys$i expresi bez zasoleni.

V porovnani stresu Pro a Pro+NaCl vykazoval isoenzym ZmALDH 3-1 jako jediny

v této kombinaci stresu stejnou expresi.

K nejvétsimu poklesu exprese oproti nestresovanému vzorku doSlo u stresu

T-sperminem. K nejvétsimu poklesu exprese u stresu salinitou doslo u lysinu.

Genovi exprese aldehyddehydrogenas rodiny 3 v kukufici

1.4 -2.0
F18  —
1.2 e
L (o]
—_ W31 m3-2 L6 o
2 1.0+ 3-4 35 - 1.4 g
S 2
% L1s =
< i -
£ 08 g
g - 1.0 g
£ Ok
0.6
SIS Log &
8 -
£ ¢
= 0.4 06 §
: E
F04
0,2 &
0.2

Obr. 14: Relativni zména genové exprese ZmALDH 3 v kukufici vystavené riznym amintim
(0,1 mol - dm™) a aminokyselindam (0,1 mol - dm?) v salinité¢ (150 mmol - dm™ NaCl) a bez
salinity. Pro piehlednost jsou data vynesenaa relativné. Absolutni hodnota pro kontrolu ALDH
3-2 je 63 822 transkriptt, pro kontrolu ALDH 3-4 je 1 643 transkriptt.
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4.4 Fylogeneticka analyza ALDH 3
Byl sestrojen fylogeneticky strom (Obr. 15) pomoci fylogenetické analyzy pro rodinu
enzymil aldehyddehydrogenas 3 v riznych genomech. Bylo prohleddno celkem 21

organismu (Tabulka 3) a nalezeno bylo 55 isoenzym.
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Obr. 15: Fylogeneticky strom aldehyddehydrogenas 3. Analyza byla provedena pomoci
PhyML 3.0, ktery vypocital piibuznost mezi jednotlivymi sekvencemi. Sestrojeno
pomoci substituéniho modelu LG. Grafické zobrazeni bylo vytvofeno pomoci softwaru
dendroscope.
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Na prvni pohled je zfejmé, ze se rodina 3 rozd€luje do 2 hlavnich klastrl, na
podrodiny A, B aH (klastr A) ana podrodiny F al (klastr B). Rozdé€leni vysSich
a nizsich rostlin je zastoupené v obou klastrech piiblizn€ stejné. Je zajimavé, ze tasy,

zastupci nizSich rostlin, jsou pouze v klastru B.
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4.5 Fylogeneticka analyza ALDH v je¢meni setém
Byl sestrojen fylogeneticky strom pro rodiny aldehyddehydrogenas v je¢meni setém
(Hordeum vulgare). Celkem bylo nalezeno 21 enzymi z 10 rodin aldehyddehydrogenas.
Tyto rodiny jsou ALDH 2, ALDH 3, ALDH 5, ALDH 6, ALDH 7, ALDH 10 (znamé
jako AMADH), ALDH 11, ALDH 12, ALDH 18 a ALDH 22.

Z fylogenetického stromu (Obr. 16) lze odvodit, ze rodina ALDH 2 se sklada
z 6 isoforem — 2A, 2B, 2C, 2D, 2E a 2F, které se rozd¢€luji na 2 vétve. Prvni vétev
obsahuje pouze isoenzym 2B, druha vétev se dale vétvi na vysoce ptibuzné 2D a 2E,
dale 2F a 2C. Rodina ALDH 3 je zastoupena 5 isoformami, jmenovité 3-1, 3-2, 3-3, 3-4
a 3-5. Nejptibuznéjs$imi jsou 3-1 s 3-2 a 3-4 spolecné s 3-5. Z rodiny 3 je vyclenéna
rodina 10, rodina 22 a rodina 7. Rodina ALDH 18, ktera se zcela vyclenila od ostatnich

rodin, ma 2 isoformy — 18B1 a 18B2.

HVALDH6B1
L HVALDH11A3
HVALDH5F 1
1 HVALDH2A
L(HVALDH2C
b apaHVALDH2F :
5 o YHVALDH2D Rodina 2
& HVALDHZ2E
HVALDH2B
0 HVALDH12
0.654 0.525[HVAMADH1
— 0.267 HVALDH22
& s ioe 0.139HVAMADH2
— HVALDH7B6
HVALDH3-3
u '__IH';;l.LE-H:_’---—'
0| "HVALDH3-5 Rodina 3
0.869(HVALDH3-2
HVALDH3-1

0.8 _|'-_-'.."_'.l|_D_|J 632 ] )
—1—|'._.'I-_‘-,ILD_|«EE.] | Rodina 18
20.05

Obr. 16: Fylogeneticky strom aldehydehydrogenas v je¢meni setém (Hordeum vulgare).
Analyza byla provedena pomoci PhyML 3.0, ktery vypocital ptibuznost mezi jednotlivymi
sekvencemi. Sestrojeno pomoci substitucniho modelu LG. Grafické zobrazeni bylo
vytvofeno pomoci softwaru dendroscope.
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5 Zavér
Byla vypracovana literarni reSerSe na téma nadrodiny aldehyddehydrogenas
a aldehyddehydrogenasy rodiny 3 (ALDH 3). Déle byla vypracovana literarni reSerSe na

téma RT-qPCR a porovnani sondy TagMan, SYBR green barviva, Scorpion sondy
a FRET sondy.

Izolovana RNA byla purifikovdna a transkribovana do cDNA. Takto ziskana cDNA
byla pouZita pro experimentalni stanoveni genové exprese pomoci metody qPCR
s vyuzitim TagMan signalnich molekul pro geny Z. mays ZmALDH 3-1, ZmALDH 3-2,
ZmALDH 3-3, ZmALDH 3-4 aZmALDH 3-5 ageny H. vulgare HvALDH 3-1,
HvALDH 3-2, HVALDH 3-3, HVALDH 3-4 a HVALDH 3-5. Exprese kukufi¢ného
genu ALDH 3-3 bohuzel nebyla detekovdna. Mohlo by se jednat bud’ o nespravné

navrzenou probu s primery, nebo gen nebyl v rostlin€ za danych podminek exprimovan.

Byla provedena fylogenetickd analyza aldehyddehydrogenas rodiny 3 v riznych

genomech a fylogeneticka analyza Horgeum vulgare pro aldehyddehydrogenasy.
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7 Seznam pouZitych zkratek

ABA kyselina abscisova

ADH alkoholdehydrogenasa (EC 1.1.1.1)
ADK adenylakinasa (EC 1.11.1.6)
AKR aldo-ketoreduktasa (EC 1.1.1.21)
ALDH aldehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.3)
ALDHI10 aldehyddehydrogenasa rodiny 10
ALDHI1 aldehyddehydrogenasa rodiny 11
ALDHI2 aldehyddehydrogenasa rodiny 12
ALDH18 aldehyddehydrogenasa rodiny 18
ALDH2 aldehyddehydrogenasa rodiny 2
ALDH21 aldehyddehydrogenasa rodiny 21
ALDH22 aldehyddehydrogenasa rodiny 22
ALDH23 aldehyddehydrogenasa rodiny 23
ALDH24 aldehyddehydrogenasa rodiny 24
ALDH3 aldehyddehydrogenasa rodiny 3
ALDHS5 aldehyddehydrogenasa rodiny 5
ALDHG6 aldehyddehydrogenasa rodiny 6
ALDH7 aldehyddehydrogenasa rodiny 7
CAT katalasa (EC 1.11.1.6)

cDNA komplementarni DNA

CRH Centrum regionu Hana

Cr prahovy cyklus

Cy5 cyanin 5

dNTP deoxyribonukleotidtrifosfat
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dsDNA
DTT

FAM
FRET

FW nebo FP
GABA
HEX
HvALDH
HvAMADH
HvVRF2
LOD

MB
NAD+
NADP+
NFQ

Pb

PEG
qPCR
ROX

RP nebo R
RT-qPCR
siRNA
ssDNA
T-spermin

VIC

z angl. double-stranded, dvoutetézcovda DNA
dithiothreitol

6-karboxygluorescein — znaceni 5'-konce
Fostertiv prenost (transport) rezonancéni energie
forward primer, posmérny primer

kyselina y-aminomdaselna

hexachloro-fluorescein

Hordeum vulgare aldehyddehydrogenasa
Hordeum vulgare aminoaldehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.19)
Hordeum vulgare aldehyddehydrogenasa rodiny 2
mez detekce

molecular beacon

nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nefluorescen¢ni zhaSe¢

proba

polyethylenglykol

kvantitativni polymerdzova fetézova reakce
5-karboxy-X-rhodamin

reverse primer, reverzni primer

reverzni transkripce qPCR

z angl. short interfering RNA

z angl. single-stranded, jednoietézcova DNA (denaturovana)
Thermospermin

Victoria Blue B
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XO xantinoxidasa (EC 1.17.3.2)

ZmALDH3 Zea mays aldehyddehydrogenasa rodiny 3
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