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CILE PRACE

Teoreticka Cast:

e Vypracovani literarni reSerSe na téma funkce aldehydehydrogenas
a nukleosid-N-ribohydrolas v rostlinach a charakterizace téchto enzymu.

Experimentalni ¢ast:

e Na zaklad¢ dostupnych sekvenci v GenBank, Phytozome a UniProt vyhledat
dostupné geny ALDH v je¢meni a roztiidit je do jednotlivych rodin.
e Klonovani a exprese vybranych ALDH z jeCmene.

e Zméfeni kinetickych parametrli vybranych NRH z kukufice a ALDH z jecmene.



1 UVOD

Cytokininy jsou jednou ze zakladnich skupin rostlinnych hormonti a podileji se na fadé
dilezitych zivotnich pochodid v rostlinach, napi. reguluji bunécné déleni, oddaluji
senescenci rostlin listdl, Ucastni se klieni a vyvoje semen a vyvoje kofene i prytu.
V rostlinach je funkce cytokinint propojena s funkei dalSich fytohormonti.

Béhem metabolismu cytokininil jsou v rostlinach produkovany reaktivni molekuly
aldehydy, kter¢é mohou byt nasledné ucinkem aldehyddehydrogenas (ALDH)
detoxifikovany. Experimentalné bylo objeveno vice nez 20 rodin ALDH a jednotlivé
rostlinné obsahuji jen néckteré rodiny. Zastoupeni ALDH v rostlinach, respektive i
Vv bakteriich a zivociSich, je dano potiebou organismu metabolizovat jen nékteré typy
aldehydi. Nukleosid-N-ribohydrolasy (NRH) se pii metabolismu cytokinini ucastni
piemény zasobnich a transportnich forem (ribosid) na aktivni formy fytohormont
(base).

V soucasné dobé se vyzkum na Oddéleni biochemie proteind a proteomiky
V Olomouci zamé&fuje na studium rostlinnych ALDH, konkrétné na enzymové rodiny
ALDH2, ALDH7, ALDHI10, ALDHI12 a ALDH21 (Tylichova et al., 2010;
Kopecny et al., 2011; Kopecny et al., 2013; Koncitikova et al., 2019) a do budoucna je
v planu i vyzkum ALDH22 a ALDH23. Také zde paralelné probihd vyzkum NRH,
konkrétn¢ isoforem NRH2 a NRH3. Vzhledem ke studovanym rostlindim na oddéleni byly
vybrany pravé je¢men (Hordeum vulgare) a kukufice (Zea mays), které nyni patii

K nejvice zkoumanym.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Souvislost cytokinini s aldehydy

Cytokininy (CK) jsou jednou ze =zéakladnich skupin rostlinnych hormont,
tzv. fytohormoni ajsou znamy jiz od druhé poloviny 20. stol. (Schmiilling, 2004).
Chemicky se jedna o pfirozené se vyskytujici molekuly derivati adeninu, ktery je
substituovan v poloze N®. Podle postranniho fetézce jsou CK dé&leny na isoprenoidni,
které¢ jsou dale rozd€lovany na isopentenyladeninovy a zeatinovy typ, a aromatickeé
(Kakimoto, 2003). K nejéastéjsim isoprenoidnim cytokininim se fadi N°-(A2-
isopentenyl)adenin (iP) a trans-zeatin (tZ), k aromatickym nalezi benzyladenin (BA) a
meta-topolin (mT; Strnad, 1997). Oproti pfirodnim existuji i vysoce aktivni syntetické
CK, kter¢ se v ptirod¢ bézné nevyskytuji. Mezi nejznamé;jsi je zarazena difenylmocovina
nebo thidiazuron (Schmiilling, 2004). CK se mohou vyskytovat v n¢kolika formach. Bud’
mohou byt v rostlinach pfitomny jako volné baze, ribosidy, N- a O-glykosidy. Je znamo,
ze aktivni formy cytokininll jsou volné baze, ostatni formy slouZi jako zasobni, nebo
transportni molekuly (Mok a Mok, 2001).

Pro udrzeni homeostaze v rostlinach je diilezitd vhodna koncentrace cytokinint. Pti
nadmérné akumulaci exogennich i endogennich CK dochazi k jejich degradaci enzymem
cytokininoxidasa/dehydrogenasa (CKO). U¢inkem tohoto enzymu jsou molekuly
fytohormonu degradovany na piislusny aldehyd a adenin (pfip. adenosin, viz Obr. 1;
Brownlee et al., 1975, Galuzska et al., 2007).

Aldehydy jsou organické molekuly obsahujici karbonylovou skupinu. Na
karbonylovém uhliku je substituovan alesponi jeden vodik. Aldehydy jsou obecné
oznacovany R-CHO. Podle charakteru R jsou rozdéleny na alifatické a aromatické a dale
mohou byt déleny podle délky a nasycenosti uhlikatého fetézce (O'Brien et al., 2005).
Aldehydy se bézné vyskytuji v ptirod¢€. Pfirozené vznikaji ve vSech organismech, tedy od
riznych mikroorganismli az po c¢lovéka, vcetné rostlin. Mohou vznikat rdznymi
fyziologickymi reakcemi, napf. peroxidaci lipida, béhem metabolismu aminokyselin
a sacharidu, jaterni detoxikaci xenobiotik a dal$imi (Feron et al., 1998). V organismu

vSak jejich nadmérné mnozstvi Skodi.
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Obr. 1 Schéma metabolismu cytokinind za Ucasti enzymid aldehyddehydrogenas (ALDH)
a nukleosid-N-ribohydrolas (NRH). A - metabolismus isopentenylribosidu
(isopentenyladeninu) za vzniku meziproduktu 3-methyl-2-butenalu a nasledné kyseliny
3-methyl-2-butenové. B — metabolismus benzyladeninribosidu (benzyladeninu) za
vzniku meziproduktu benzaldehydu a nasledné kyseliny benzoové.
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Aldehydy jsou velmi reaktivni ~molekuly, které mohou reagovat
s biomakromolekulami, napt. s proteiny nebo nukleovymi kyselinami, a poskozovat je
(Kirch et al., 2005). Proto je dilezité udrzovat jejich stalou hladinu v organismu. To je
zajisténo pusobenim enzymu aldehyddehydrogenas (ALDH), které oxiduji aldehydy na
jejich prislusné karboxylové kyseliny (Hartley et al., 1995). Dalsim regula¢nim
mechanismem je redukce aldehydi na prislusné alkoholy tu¢inkem enzymut

alkoholdehydrogenas (Hartley et al., 1995), témi se vSak tato prace nebude zabyvat.

2.2 Studované¢ organismy

V této praci jsou zkoumdny enzymy aldehyddehydrogenasa z jeCmene setého

(Hordeum vulgare L.) a nukleosid-N-ribohydrolasy z kukufice seté (Zea mays L.).

2.2.1 Je¢men (Hordeum vulgare L.)

Obecné existuje mnoho druhii je¢mene (Hordeum vulgare), které se lisi v mnoha
ohledech. Rozsiteni je¢mene neni vyrazné limitovano podnebim, mizeme jej nalézt
prakticky ve vSech vnitrozemnich oblastech — n¢které druhy se vyskytuji 1 v extrémnich
oblastech, napf. v himalajskych a tibetskych vySinach kolem 4 500 m n. m., nebo
Vv oblastech 04z Sahary. Moznost rtistu v riznych oblastech je dana jeho malou naro¢nosti
na teplotu a vodu, ovSem o to vice je na pidu. Nejvhodné;jsi jsou Cernozemé a hnédozemé.

Vsechny typy nélezi kjednodéloznym rostlinam do celedi lipnicovitych
(Poaceae). N¢které druhy, napt. jeémen sety (také obecny) jako kulturni plodina, patii
Kk jednoletym rostlinam, ovSem né&které plané druhy jsou i viceleté. Velky rozdil mezi
jednotlivymi druhy je také v poCtu chromozomti. Asi polovina druhti, kam spada
i H. vulgare L., ma klasicky diploidni pocet, ale u nékterych mizeme nalézt tetra-, nebo
dokonce hexaploidni poéet chromozomui (Curn, 1998).

Je€men nalezi ke skupiné prvnich domestikovanych organismiim a je druhou
nejstarsi obilovinou — existuji zminky o nalezu z 8. tis. pt. n. l. v Egypté a ze 7. tis. pt. n. I.
v Asii. V soucasné dobé je jeCmen sety 4. nejvice péstovanou plodinou, ktera je
vyuzivana predevS§im jako krmivo pro zvifata, v pivovarnictvi a lihovarnictvi jako
surovina pro vyrobu piva a whisky a v mensi mife je pouZivan i k lidské vyZiveé vzhledem
ke znamym antiseptickym a 1ééebnym uéinkéim (Curn, 1998).

Ve statech Evropské unie v roce 2018 vypéstovano a sklizeno 56,6 mil. tun
jeCmene. Hlavnimi producenty je¢mene v Evropé jsou Francie (~20 %), Némecko
(~17 %), Spanélsko (~16 %), Velka Britanie (~12 %) a Dansko (~7 %). V Ceské
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republice se bézné péstuji dva typy je¢mene — jarni a ozimy. Podle vyro¢ni zpravy
ministerstva zemédelstvi bylo v roce 2018 z ¢eskych poli sklizeno 510,5 tis. tun ozimého
a ~1,1 mil. tun jarniho je¢mene. V roce 2019 vzrostla pouze sklizen ozimého je¢mene na
644,1 tis. tun, sklizen jarniho jeCmene zistala stejna jako predesly rok, avSak vynosnost
(v t.hal) obou typi se zvysila (Zemedelstvi_2019 web.pdf).

Vzhledem k vyuziti jeémene se péstované odridy rozdéluji na ceské pivo,
sladovnické a nesladovnické. Kazdd odrida musi projit tiiletymi registracnimi
zkouskami UKZUZ (Usttedni kontrolni a zkugebni ustav zemédélsky), kdy se zkoumaji
vlastnosti jednotlivych odriid, napf. vynosnost zrna V riznych oblastech péstovani,
odolnost proti poléhani, odolnost proti chorobam, kvalita zrna a dalsi. V soucasné dobé
je v CR je pro jarni jeémen doporuéeno k p&stovani 12 odrid — 5 s oznaéenim Ceské pivo
(BOJOS, FRANCIN, LAUDIS 550, MALZ a MANTA), 4 sladovnické
(KWS AMADORA, KWS IRINA, OVERTURE a SPITFIRE) a 3 nesladovnické (AZIT,
BENTE a OVATION).

Rostlina je¢mene, bézné vysokd 60 — 120 cm, se sklada z kofenového systému,
stébla, listu a klasu (Obr. 2). Kofenovy systém je adventivni a hloubka kofenti zavisi na
podminkach, ve kterych je¢men roste. Vzpiimené stéblo je tvofeno dutymi clanky
(tzv. internodii) a plnymi kolénky (nody). Z kolének vyrustaji listové pochvy, které je
objimaji. Pochva ptechazi v listovou cepel, v misté¢ piechodu je viditelny blanity
vyrustek, tzv. jazyCek, a zaSpiCatélé vyristky, tzv. ouska. Podle jazyCku a ousek Ize
rozeznat jednotlivé obilniny jesté pred kvetenim (kromé ovsa, ktery tyto vyrastky nema).
Kvétenstvim u je¢mene je klas. Osa klasu je tvofena vieténkem, z n¢hoz vyristaji klasky.
Klasky jsou chranény dvojici plev. Uvnitf klasku se nachazeji kvitky, kde kazdy je
chranény drsnéjsi pluchou, ktera prechazi v osinu, a jemnéjsi pluskou. Mezi pluchou
a pluskou se nachazeji semenik se dvéma bliznami a tfemi ty¢inkami. Déle ze semeniku
vyristaji dvé tzv. plenky, které napomahaji rozevieni kvitku a jeho opyleni. Po oplozeni
vznika plod — obilka. Obilka je tvofena tfemi hlavnimi ¢astmi — obalovymi vrstvami,
endospermem a zirodkem. Endosperm zaujimad nejvétsi podil hmotnosti obilky.
V endospermu je vysoky obsah bilkovin a skrobovych zrn (www.agrobiologie.cz).

Vroce 2017 bylo dokonceno cteni celého genomu jeCmene setého
(Beier et al., 2017, Mascher et al., 2017). Na vyzkumu se podilel vyzkumny tym
profesora DoleZela z Ustavu experimentélni botaniky Akademie véd CR ve spolupraci
s daldimi tymy z Némecka, Velké Britanie, Ciny, Svycarska a mnoha daliich zemi.

Vysledkem bylo zjisténi, ze jeémenny genom ma velikost 5 Gbp. Znalost genomu nadale
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usnadni praci pfi Slechténi odrid je¢mene odolnych proti Skiidciim, riznym chorobdm,

nebo klimatickym zménam.

2.2.2 Kukufice (Zea mays L.)

Kukuftice setd (Zea mays L.) spadd, stejn¢ jako jeCmen, do skupiny jednod€loznych
rostlin ¢eledi lipnicovitych (Poaceae). Dale se fadi ke skupiné rostlin Tripsacine, které
se vyskytuji predevs§im v americkych oblastech. Plané pfibuzné druhy kukufice jsou
oznaCované jako teosinty, kam spadaji 4 druhy. Vzhledem k vyskytu piedevsim
Vv teplejSich oblastech Stredni Ameriky a Mexika, odkud byla kukufice rozsifena do
dalSich oblasti, je patrné, Ze se jedna o teplomilnou rostlinu, proto bylo tfeba Slechténim
zvysit jeji odolnost vii¢i chladnéjsim podminkam naSeho prostredi. Obdobné jako jeCmen
patii kukufice k brzce domestikovanym organismim a v celosvétové produkci se
pro zvifata a lidi, ale také jejim uplatnénim pii vyzkumnych studiich (Curn, 1998).

V Evropské unii bylo v roce 2018 sklizeno 69,1 mil. tun kukufice (na zrno 1 klast),
coz odpovida 23,4 % vSech sklizenych plodin. Nejvice sklizené evropské kukufice
pochazi z Rumunska (~27,5 %), Francie (~19 %) Mad’arska (~11,5 %) a Italie (~10,5 %).
V CR bylo v roce 2018 sklizeno ~489,2 tis. tun kukufice na zrno, v roce 2019 se sklize
vzrostla na ~ 620,3 tis. tun. Ov§em v roce 2018 nebyla na ¢eskych polich péstovana zadna
geneticky modifikovana kukuiice MONS10, tzv. Bt-kukufice. Jako diivod byla uvedena
administrativni naroc¢nost a ptisné dodrzovani podminek péstovani (nutnost sousedstvi
Bt-kukufice s béznou kukufici; Zelena_zprava_2018.pdf, Zemedelstvi_2019 web.pdf).

Kukufice jako studovany organismus byla pouzivana jiz na konci 60. let 19. stol.
Gregorem Mendelem k potvrzeni Slechtitelskych experimentii vyzkouSenych na hrachu.
To postupné vedlo k uzivani kukufice jako modelového organismu. Genom kukufice je
povazovan za stiedné velky (2,5 Gpb) v porovnani s dal§imi studovanymi rostlinami —
je¢menny genom obsahuje 5 Gpb, pSeni¢ny 17 Gpb, oproti tomu genom ryze obsahuje
»pouze® 0,4 Gpb. Vzhledem k velikosti a kompletni znalosti genomu je kukufice
pouzivana k mnoha biologickym studiim, napf. k vyzkumu domestikace, genomové

evoluce, epigenetiky, ale také ke zkoumani odolnosti viic¢i skiidelim, ¢i heterozy.



Obr. 2 Dospéla rostlina Hordeum vulgare L. A — adventivni kofenovy systém a nadzemni
vegetativni Cast rostliny. Stéblo je rozdéleno na duté ¢lanky pomoci plnych kolének.
Z kolének vyristaji listy — listové pochvy ptechazejici v listové Cepele s pfidruzenym
jazyckem a ousky. B —klas jeCmene tvofeny vieténkem a klasky. C — skupina klaskt
tvofeny plevami a kvitky se semenikem s bliznami a ty¢inkami D — obilka tvofena
obalovymi vrstvami, endospermem a zarodkem. Obrazek podle McCartney et al., 2006.



2.3 Aldehyddehydrogenasy

Aldehyddehydrogenasy (ALDH) patii do skupiny NAD®-dependentnich (ptipadné
NADP*-dependentnich) enzymii, které se uplatfiuji pii metabolismu endogennich
I exogennich, alifatickych i aromatickych aldehydi. ALDH jako kofaktor vyuzivaji
NAD*/NADP?, kdy jejich ¢innosti z aldehydu vznika piislusna karboxylova kyselina
aredukovana forma kofaktoru (NADH/NADPH) s H*. Vznik redukovanych forem
kofaktori touto cestou je povazovan za jeden z dulezitych zdroji udrZeni redoxni
rovnovahy v bunice. Dalsi dilezitou funkci téchto enzymu je cytoprotektivni ucinek
ALDH béhem oxidativniho stresu. Za podminek oxidativniho stresu ALDH oxiduji
vzniklé reaktivni formy aldehydi, které vznikly enzymaticky i neenzymaticky
v nadmérném mnozstvi (Fritz et al., 2013) a které jsou vzhledem ke své silné elektrofilité
schopné reagovat s dal§imi dilezitymi makromolekulami, jako jsou nukleoveé kyseliny ¢i
proteiny (Kirch et al., 2005, Brocker et al., 2013). Dale mohou zptsobovat inaktivaci
enzymu, naruSeni buné¢né homeostaze a v krajnim ptipadé az bunétnou smrt. U rostlin
byla v pfipad¢ stresovych podminek jako je nedostatek vody, salinita, teplo, ¢i napadeni
patogenem potvrzena zvysena exprese ALDH genu v odpovédi na tyto faktory. Proto je
studium exprese ALDH i ekonomicky vyznamné, nebot’ miize dojit k ovlivnéni ristu
i kvality plodin rostoucich v nepfiznivych podminkach (Bartels a Sunkar, 1998).

Nadrodina ALDH jsou polymorfni enzymy, pro které jsou charakteristické nékteré
sekvencni a strukturni motivy — v aktivnim misté se vyskytuje katalyticky thiol a kyselina
glutamova (Glu), poté je pro enzymy typicky Rossmanniv fold (Kirch et al., 2004).
Ovsem dale jsou ALDH rozliSovany a klasifikovany dle jejich sekvence — pokud se
alesponl ze 40 % sekvence jednotlivych proteint shoduje, jedna se enzymy stejné rodiny
a oznacuji se stejnou Cislici. Pokud je tato shoda minimalné 60 %, proteiny se fadi do
stejné podrodiny a kromé c¢islice jsou oznaceny i stejnym pismenem. ALDH stejné
podrodiny jsou nésledné rozliSovany dal$i nasledujici ¢islici, Tato nomenklatura byla
zavedena v roce 1999 a tidi se pravidly Human Gene Nomenclature Comitee (Komise
pro nazvoslovi lidského genomu; Vasiliou et al., 1999).

ALDH se vyskytuji u prokaryotnich i eukaryotnich organismi a také se G¢astni fady
metabolickych drah vcetn€ metabolismu polyamini, fenylpropanoidi, glykolyzy,
glukoneogeneze ¢i  metabolismu aminokyselin  (Sophos a Vasiliou, 2003,
Marchitti et al., 2008). Rostlinné ALDH se vyskytuji v fadé¢ bunéénych organel vcetné

cytosolu, mitochondrii, peroxisomil a dalSich (Mitsuya et al., 20009,



Missihoun et al., 2011). Jsou napiiklad zodpovédné i za viini U aromatickych druhti ryze
(basmati, jasminova) (Sakthivel et al., 2009). Dale se také Gcastni pii vyvoji a zrani semen
(Shin et al., 2009). Dle soucasnych vyzkumi nadrodina ALDH obsahuje dvacet ¢tyfi
odlisnych rodin klasifikovanych podle ALDH Gene Nomenclature Committee (AGNC;
Vasiliou et al., 1999). V rostlinach je znamo tfinact rodin, pfi¢emz sedm z nich,
konkrétné¢ ALDH10, ALDH12, ALDH19, ALDH21, ALDH22, ALDH23 a ALDH?24, je
unikatni pro rostliny (Zhang et al., 2012). Zbytek téchto enzymu, tedy
ALDH2, ALDH3, ALDH5, ALDH6, ALDH7 a ALDH18, se vyskytuje ve svych
ortholozich i u savcu (Brocker et al., 2013).

2.3.1 Zastoupeni aldehyddehydrogenas v rostlinach

V ramci rostlinnych enzymi je rozliSovano, ve kterych rostlinach se nachazi, tedy zda se
vyskytuji v méné vyvinutych rostlinach (jako jsou fasy a mechy), nebo naopak
v komplexnégjSich cévnatych jednodéloznych a dvoudéloznych rostlindch, u nichz je
typicky vys$si pocet gentt pro ALDH. Rozdily v zastoupeni ALDH u jednotlivych
prostfedi na sous, kdy bylo tfeba ptizplisobit se novym environmentalnim podminkam.
Timto dochazelo ke ztraté gentt ALDH potiebnych ve vodnim prostiedi k ochrané proti
pusobicim stresiim a zaroven k rozvoji gent pro ochranu proti abiotickym suchozemskym
stresim (Cronk et al., 2001).

U nékterych druhu fas byla zjisténa nizké mnozstvi gena ALDH rodin — u druhu
Volvox carteri bylo nalezeno sedm gent (Brocker et al., 2013), ufas rodu
Ostreococcus tauri a Chlamydomonas reinhardtii bylo objeveno Sest a devét gend téchto
gent (Wood a Duff, 2009). Piekvapivé je, ze V fasach se nevyskytuji geny pro rodinu
ALDH7, které v ramci evoluce velmi konverzované a jsou rozSifené napfi¢ riznymi
druhy organismi od komplexnégjSich rostlin po Zivo€ichy (Wood a Duff, 2009;
Brocker et al. 2013).

Na rozdil od tas, v mechu Physcomitrella patens bylo objeveno dvacet jedna ALDH
prostiedi na sous$ (respektive na pfizptisobeni se obojimu prostiedi; Cronk et al., 2001).
V P. patens je patrny zvySeni vyskytu genit ALDH3 a ALDH11, nalezeni novych gent
ALDH21 a ALDH23. Naopak zde uplné chybi typicky gen ALDH22 (Hou a Bartels,
2014).



V zelenych cévnatych rostlinach bylo nalezeno devét genovych rodin spole¢nych
S niz§imi rostlinami. Konkrétn¢ jde o rodiny ALDH2, ALDH3, ALDH5, ALDHG,
ALDH10, ALDHI1, ALDHI12, ALDH18 a ALDH22. U téchto rostlin se jiz prave
objevuje i gen pro rodinu ALDH7. Naopak se z této skupiny vytraci enzymové rodiny
ALDH21, ALDH23 a ALDH24, kter¢ nejspiSe m¢li vyznam pii reakci na stres ve vodnim
prostiedi. Dalsi enzymova rodina, ktera je u cévnatych rostlin vyjime¢na a uplatiuje se
pfi metabolismu prolinu, nese ozna¢eni ALDH19 a byla identifikovana pouze v rostlinach
rajéete, coz mlUZe naznaCovat specificky vyvoj této linie  enzymi

(Garcia-Rios et al., 1997).

2.3.2 Aldehyddehydrogenasy 2

Aldehyddehydrogenasova rodina 2 (ALDH2) je velmi dutlezitd enzymové rodina jak
u rostlin, tak u zivoc¢ichi. ALDH2 byly studovany v rostlinném modelovém organismu
huseni¢ku rolnim (Arabidopsis thaliana), dale v kukuftici (Zea mays) a ryzi (Oryza sativa,;
Liuetal., 2002, Skibbe et al., 2002, Nakazono et al., 2000). Krom¢ rostlin byly studovany
také lidské ALDH2 a enzymy vyskytujici se v kvasnicich (Yoshida et al., 1998,
Navarro-Avino et al., 1999). V kazdém studovaném organismu maji ALDH2 své
specifické oznaceni. Tato enzymova rodina je u rostlin rozliSovana na n¢kolik podrodin.
Podle studii subcelularni lokalizace jsou rozliSovany na mitochondrialni (mtALDH)

a cytosolické (CALDH) isoformy (Liu et al., 2001).

2.3.2.1 Lidsky ALDH2

Funkce enzymu ALDH?2 byla dikladn¢ zkouména piedevsim u clovéka. Experimentalné
bylo zjisténo, ze aktivita ALDH2 se vyskytuje témét ve vSech tkanich, ale nejvyssi byla
naméfena v jatrech (Yoshida et al., 1984, Yoshida et al., 1991). Zaroven byla
zaznamenana vysokd aktivita enzymu pii oxidaci acetaldehydu na kyselinu octovou.
Z tohoto divodu je lidskému enzymu ALDH2 ptisuzovana hlavni funkce pti detoxikaci
alkoholu (ethanolu) v jatrech, jehoZz oxidaci vznika acetaldehyd (Yoshida et al., 1991).

S témito poznatky byly zkoumany geny ALDH2 rGznych skupin lidi. Bylo zjisténo,
ze ve skuping asijské populace se u 50 % jedinct projevuje deficit tohoto enzymu vlivem
bodové mutace na exonu 12, kde probéhla zaména Glu — Lys v pozici 487
(Yoshida et al., 1991, Novorudsky et al., 1995). Dalsi mutace byly objeveny v testované
skupin€ amerického piivodu, kde doslo k substituci G — A. V této pozici (471) vSak

aminokyselinovy zbytek Ser zlistal, nebot’ Ser je kodovan piivodnim i novym kodénem
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(Novorudsky et al., 1995). Presto kazdou zménou vznikaji jiné isoenzymy, které se
vyskytuji v riznych populacich a lisi se svou aktivitou metabolismu. Proto je u n¢kterych
skupin lidi zvySend citlivost na alkohol. Nicméné nebyly zpozorovany zadné evolucni
problémy u jedinct S neaktivnim ALDH2, proto pravdépodobné nepatii k nezbytnym
enzymum pro zivot (Yoshida et al., 1991, Yoshida et al., 1998).

2.3.2.2 Rostlinné ALDH?2

U rostlin byla tato enzymova rodina zkoumana mnohem mén¢. K prvnim vyzkumiim se
fadi zkoumani kukufi¢ného enzymu v souvislosti se sam¢i sterilitou (Cytoplasmic Male
Sterility, CMS) s vyuzitim modelu texaské kukufice. Tato sterilita byla pozorovana
piiblizné u 150 druhti rostlin a spo¢iva v neschopnosti rostliny produkovat funkéni pyl
(Laser a Lersten, 1972). Plodnost vSak muze byt obnovena. Jednim typem, jak k obnové
mize dojit, je pfitomnost RF2A genu. Rozpustné proteiny kodované genem RF2A jsou
ukladany v matrix mitochondrii (jde tedy o mitochondridlni isoenzym) a svou aktivitou
obnovuji sam¢i plodnost. Navic bylo prokazano, ze tyto proteiny jsou dulezité pro
spravny vyvoj prasniku v normalni kukutici (Liu et al., 2001). Krom¢ kukutice byl
objeven vyznam MtALDH i v ryzi. Zde ma svou funkci pii detoxikaci acetaldehydu, ktery
vzniké opakovanym provzdusiovanim rostlinek ryze. Zaroven to naznacuje dulezitou roli
enzymu pii fermentaci ethanolu (Tsuji et al., 2003).

Po objeveni RF2A byl v kukufici dale identifikovan enzym RF2B. Protein RF2A
ma Sirokou substratovou specificitu, je schopen oxidovat alifatické i aromatické
aldehydy. Oproti tomu RF2B ma omezenou specificitu na alifatické aldehydy s kratkym
uhlikatym fetézcem (Liu et al., 2002).

Gen pro mtALDH se tedy vyskytuje ve vice variantach nejen v kukufici, ale ve
vSech rostlinach. V Arabidopsis thaliana nesou ozna¢eni ALDH2B4 a ALDHZ2B7.
Piislusné  enzymy  vykazuji acetaldehydovou a  glykolaldehydovou  aktivitu
(Skibbe et al., 2002). Rozdil nastava u CALDH, kdy u kukufice byly objeveny 4 geny
kodujici proteiny RF2C az RF2F, kdezto v A. thaliana je pouze jediny gen pro
ALDH2C4. Oproti mtALDH se lisi i svou aktivitou. kdy je schopen oxidovat nejen
acetaldehyd a glykolaldehyd, ale také L-laktaldehyd, sinapaldehyd a coniferaldehyd
(Nair et al., 2004).
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2.3.2.3 Struktura genii ALDH2

Témetr vSechny geny kodujici enzymy kukufice a huseni¢ku obsahuji konzervované
oblasti exonu (Skibbe et al., 2002). Prvni dva exony jsou konzervované u vSech a posledni
tii exony jsou konzervované u vSech krom¢ RF2E, jehoz posledni exon je inzerci
transpozonu rozdélen na dva. Ve stiedni Casti sekvence se pocet exont pohybuje
Vv rozmezi 2 — 5. Pro mitochondridlni isoformy enzymu je typicka signalni sekvence
navad¢jici molekulu do mitochondrie na 5° konci genu (viz Obr. 3;

Koncitikova et al., 2015).

2079 526 87 107 8184 97 92 344 118 123
RF2A (700 {147 ] 154 230 174} 138 }-{ 138 274 ]
298 92 97 85 77 100 82 124
RF2B 1 143 H 384 H 264 H 138 1{ 138 274 ]
1604 70 79 86 157 128
RF2C 143 H 648 138 138 274 ]
5582 91 83 72 101 103 123
RF2D [[3)——133 H 474 74 138 138 274
2140 101 125379 122 105 123 79 110 1353
RF2E 143 H 272 202 174 138 138 118 H 156 |
751 122 126 112 97 136 88
RF2F [3/—{ 133 H 384 HESoTH{ 315 144 274 ]

Obr. 3 Genovy model ZmALDH2 (RF2A — B spadaji do mtALDH, RF2C — F do cALDH;
prevzato z Koncitikova et al., 2015).

2.3.3 Ostatni ALDH vyskytujici se i v savcich
2.3.3.1 ALDH3

Lidsky enzym ALDH3 (HsALDH3) se v téle vyskytuje ve ctyfech izoenzymech
(HSALDH3A1, HSALDH3A2, HsALDH3B1, HsALDH3B?2), ale jsou poznatky, zZe se
nachazi také u jinych savci (Yoshida et al., 1998). Jeho nejvétsi Giéinek se projevuje pii
ochrané bun¢k pted oxidativnim stresem a toxicitou vzniklych aldehydi. HSALDH3A1
je nejvice zastoupena Vv rohovce a uplatituje se pii detoxikaci derivatii aldehydii vzniklych
lipidovou peroxidaci. Timto je rohovka chranéna pied UV zafenim a oxidativnim
poskozenim 4-hydroxynonenalem (Pappa et al., 2003, Lassen et al., 2007). 1zoenzym
HsALDH3A2 je lokalizovan v membrénach peroxisomt a ucastni se oxidace aldehydi,
které vznikly z mastnych kyselin. HSALDH3B1 se nachazi ve tkdnich se zvySenou
tvorbou reaktivnich aldehydi a volnych radikald, napt. v jatrech, plicich a dalSich
(Seitz a Becker, 2007) a ftcastni se obrannych reakci pii oxidativnim stresu
(Marchitti et al., 2007).
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V rostlinach byl ALDH3 objeven v rostliné Craterostigma plantagienum pii snaze
o0 identifikaci gent, které se iCastni reakce na stres pii Gcasti Kyseliny abscisové. Dle
studii bylo prokazéano, ze enzym CpALDH se ucastni pii detoxifikaci aldehydt vzniklych
lipidovou peroxidaci (Kirch et al., 2001, Kirch et al., 2004). V modelové rostliné
Arabidopsis thaliana byly objeveny tfi izoenzymy — AtALDH3F1, AtALDH3I1
a AtALDH3HI. Exprese kazdého izoenzymu je regulovana jinym zplsobem. Exprese
AtALDH3H1 predevSsim v kofenech je, podobné¢ jako u CpALDH, indukovéna
dehydrataci, vysokou salinitou, pfitomnosti peroxidu vodiku, tézkych kovi nebo
herbicidi a kyselinou abscisovou (Kirch et al., 2004). AtALDH3HI se tedy ucastni
odpovédi na oxidativni stres (Sunkar et al., 2003). AtALDH3I1 je exprimovana
predevsim v listech a po exogenni aplikaci kyseliny abscisové je jeho enzymova aktivita
velmi vysokd. Na rozdil od predeslych dvou izoenzymti, AtALDH3F1 neni zavisla na

piitomnosti kyseliny abscisové a jeji exprese neni ovlivnéna stresem (Kirch et al., 2004).

2.3.3.2 ALDH5

Stewart et al., 1995 uvadi, Ze lidsky mitochondrialni enzym ALDHS je exprimovan jiz
v aktivni form¢ a ma degradacni t¢inek viici acetaldehydu vzniklému z alkoholu. OvSem
pii experimentu se Sacharomyces cerevisiae nebyla zjisténa zadna aktivita pii oxidaci
acetaldehydu (Wang et al., 1998). U¢inky ALDHS5 v rostlindch jsou trochu vice
prozkoumany. V genomu Arabidopsis thaliana byl objeven jediny gen pro ALDH5 -
AtALDH5F1. Jedna se o mitochondrialni enzym. AtALDHSF1, jinak také zvany
sukcinatsemialdehyddehydrogenasa, se ucastni metabolismu kyseliny y-aminomaselné
(Bouché a Fromm, 2004) a, jak jiz nazev napovida, byla pro néj zjiSténa specifita
k sukcinatsemialdehydu. Bylo zjisténo, Ze ALDHS5se G¢astni obrané proti stresu tim, ze

zabranuje akumulaci kyslikovych radikala (Kirch et al., 2004).

2.3.3.3 ALDHG6

Nejen v lidském organismu, ale také v kufecim, mySim a dal$ich, je prokazana spojitost
mezi ALDH6 a retinolem. Tento cytosolarni enzym muze Syntetizovat kyselinu
retinovou, oxidovanou formu vitaminu A, ktera ovliviiuje bunéfnou proliferaci,
diferenciaci nebo apoptozu. Dle vyzkumu je ALDHG6 ptiblizné 10x lepsi pii signalizaci
zavislé na kyselin€ retinové nez ALDH]1 (Griin et al., 2000).

Podobné jako ALDHS5 je v genomu A. thaliana obsazen jediny gen pro enzym

ALDH Sesté rodiny. Kodovany enzym, AtALDH6B2, se podili na degradaci valinu a
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propionyl-CoA a muzeme jej nalézt také pod nazvem

methylmalonylsemialdehyddehydrogenasa (Steele et al., 1992).

2.3.3.4 ALDH7

Enzym ALDH7, vlidském téle konkrétné ALDH7AIl, je znadmy také jako
a-aminoadipatsemialdehyddehydrogenasa nebo antikvitin. Jedna se o mitochondridlni
I cytosolicky enzym. Substratem tohoto enzymu je a-aminoadipatsemialdehyd (AASAL)
a ucastni se metabolismu lysinu. Pti deficienci tohoto enzymu vznika epilepsie zavisla na
pyridoxinu.  Vlivem  nedostatku enzymu dochazi k akumulaci ~AASAL,
piperidin-6-karboxylatu a kyseliny pipekolové, které slouzi jako markery tohoto
onemocnéni (Stockler et al., 2011).

Rostlinny antikvitin je vyhradné cytosolicky enzym. Ptedpoklada se, Ze jeho
fyziologicka funkce souvisi sregulaci turgoru Vv bunice nebo s obranou odpovédi na

vyvolany stres (Guerrero et al.,1990, Stroeher et al., 1995).

2.3.3.5 ALDH18

U savci se ALDHI18, znamy také jako a-pyrrolin-5-karboxylatsynthasa, vyskytuje jako
mitochondrialni  bifunkéni enzym — y-glutamylkinasa (N-koncova doména)
a y-glutamylfosfatreduktasa (C-koncova doména). Pisobenim enzymu dochazi k redukci
glutamatu na a-pyrrolin-5-karboxylat, ktery je dale pifeveden na ornitin a je pouzit
Kk biosyntéze argininu a prolinu (Hu et al., 1999, Marchitti et al., 2008).

U suchozemskych rostlin dochazi vlivem dehydratace k nadexpresi ALDH18.
Predpoklada se, ze ALDHI18 zvySuje biosyntézu a akumulaci prolinu v rostling, ¢imz
dochazi  kpotlateni  osmotické  nerovnovahy  vlivem  nedostatku  vody

(Yoshiba et al., 1997).
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2.3.4 ALDH specifické pouze pro rostliny
2.3.4.1 ALDH10

Rostlinné ALDH10 jsou znamé také jako aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH).
Tyto enzymy jsou schopny oxidovat  m-aminoaldehydy, jako  jsou
3-aminopropionaldehyd  (APAL), 4-aminobutyraldehyd (ABAL), které byly
vyprodukovany za normalnich nebo i stresovych podminek. Tyto reaktivni molekuly jsou
vlivem enzymu pfevedeny na netoxicky p-alanin a kyselinu y-aminomaselnou
(Bouché a Fromm, 2004, Tylichovaetal., 2010). Proto AMADH byvaji spojeny
s osmoprotekci, katabolismem polyamind, sekundarnim metabolismem nebo biosyntézou
karnitinu (Raman a Rathinasabapathi, 2003, Moschou et al., 2008, Charrier et al., 2012).
AMADH se vyskytuji i u mnoha zivo¢ichd, ovSem vlivem nizké sekvencni shody
(35-39 %) spadaji k jinym enzymovym rodinam — u savci se jedna o ALDH9
(Sophos a Vasiliou, 2003).

2.3.4.2 ALDH12

Podle nedavné studie Korasick et al., 2019 se jednd o enzymy NAD'-dependentni
glutamat-y-semialdehyddehydrogenasy (GSALDH). Ug¢inkem jejiho pusobeni je
ireverzibilné  pfeménén  glutamat-y-semialdehyd, = meziprodukt  prolinového
a argininového metabolismu, na glutamat. Regulace mnozstvi prolinu je dulezita, protoze
ovlivituje homeostazu buiikky a udava toleranci vii¢i biotickému 1 abiotickému stresu.
Katabolismus prolinu ovliviiuje signalizani procesy spojené s patogeny a oddaluje

starnuti pletiv (Cecchini et al., 2011).

2.3.4.3 ALDH19

Ackoliv dfive vylo znamo, ze ALDH19 je unikatni pro rostliny, v dnesni dob¢ nebyl tento
enzym zaznamenan v zadné jiné cévnaté rostling, kromé rajéete Solanum lycopersicum.

Z toho davodu je teorie, Ze se enzym ALDHI19 vyvinul konkrétné v jedné rostliné

(Garcia-Rios et al., 1997).

2.3.4.4 ALDH21

Podle nedavné studie Kopecna et al., 2017 se vpiipadé ALDH21 jedna
NADP*-dependentni sukcinatsemialdehyddehydrogenasu katalyzujici pfeménu sukcinat

semialdehydu na sukcinat, ktery je dale soucasti citratového cyklu. Enzym ALDH21 se
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vyskytuje v nékterych zelenych fasach, mechorostech, plavunich a kapradinach. Ovsem
Vv kvetoucich cévnatych rostlindch nebyl detekovan, pravdépodobné doslo ke ztraceni
genu béhem vyvoje (Wood a Duff, 2009). Enzym je vyrazné¢ upregulovan b&hem
dehydratace (Chen et al., 2002). Studie s vyuzitim baviny a tabaku prokazaly, Ze
nadmérna exprese ALDH21 zvySuje odolnost rostliny wvici soli asuchu

(Yang et al., 2012, Yang et al., 2016).

2.3.4.5 ALDH22

Geny tohoto enzymu byly zatim objeveny pouze v Arabidopsis thaliana a Zea mays
(Kirch et al., 2004, Kirch et al., 2005). Podle vyzkumu Huang et al., 2008 exprese
kukuficného genu ALDH22A1 probihala ve vSech tkénich po vystaveni riznym
stresovym podminkdm. Soucasné pii vyzkumu bylo zpozorovano, ze zvySena tolerance
VUci stresu u transgennich rostlin, jejichz gen ALDH22A1 byl nadmérné exprimovan, byla
doprovazena redukci malondialdehydu (MDA), ktery vznikal béhem lipidové peroxidace.
Toto tvrzeni bylo podpotfeno vysledky, kdy pfi snizeném obsahu MDA transgenni

A. thaliana vykazovala zvySenou toleranci vuci stresu (Kotchoni et al., 2006).

2.3.4.6 ALDH23 a ALDH?24

Stejné jako ALDH21 tak i ALDH23 se vyskytuje pouze v nizSich rostlinach
(Physcomitrella patens, Selaginella moellendorffii) av cévnatych jeho gen chybi
(Brocker et al., 2013). Prozatim neni zcela znama funkce tohoto enzymu. Enzym
ALDH24 byl také pomérné nedavno. Jeho gen se podafilo objevit v Chlamydomonas

reinhardtii. Funkce je protazim také neznama (Brocker et al., 2013).

2.4 Nukleosid-N-ribohydrolasy

Dalsi velkou skupinou enzyml, kterou se zabyva tato prace, jsou
nukleosid-N-ribohydrolasy (NRH), také znamé jako nukleosidasy, nukleosidhydrolasy
nebo ribohydrolasy. Tyto enzymy jsou klasifikovany jako hydrolasy (EC 3.2.2.x),
konkrétné glykosidasy, a ti¢astni se metabolismu nukleosidd, kdy jejich i¢inkem dochazi
K hydrolyze N-glykosidové vazby v molekulach za vzniku ribosy a volné baze
(Jung et al., 2009). Pro organismy je tento proces energeticky vyhodny, nebot’ nové baze
nemusi vznikat de novo syntézou, ale jiz existujici jsou recyklovany. V ptirodé jsou tyto
enzymy velmi rozSifené. Vyskytuji se v ruznych druzich bakterii, kvasinek, prvoki

I v fadé rostlin, ale ne u savci (Verseés et al., 2001, Jung et al., 2009, Jung et al., 2011).
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2.4.1 Nukleové baze

Nukleové kyseliny (deoxyribonukleova — DNA, ribonukleova — RNA) jsou tvofeny tfemi
zakladnimi slozkami — nukleovou bazi, cukernou slozkou a fosfatem. Je zndmo pét bazi
bézné se vyskytujicich v molekulach DNA a RNA — adenin (A), cytosin (C), guanin (G),
thymin (T) a uracil (U) a dalsi dvé baze vyskytujici se v jejich metabolismu (Obr. 4). Baze
jsou podle zakladni struktury molekuly rozdéleny na purinové a pyrimidinové. Nukleové
baze se v nukleovych kyselindich vyskytuji ve formé nukleotidu, tzn. ze obsahuji
N3-substituovany cukr (ribozu v RNA, deoxyribézu v DNA) s navazanym fosfitem

v pozici C5.

2.4.1.1 Purinové baze

Do skupiny purinovych bazi jsou fazeny zakladni adenin (A) a guanin (G) a dale
hypoxanthin (H) a xanthin (X), které se objevuji béhem jejich biosyntézy nebo
metabolismu. VSechny baze se mohou vyskytovat také ve svych nukleosidech
— molekulach volnych bazi s navazanou cukernou slozkou v pozici N9. V takovém
piipadé jde o adenosin, guanosin, inosin a xanthosin. Adenin je zakladni bazi vyskytujici
se v nukleovych kyselinach ve vSech zivych organismech. Ve formé¢ ribosidu je také
slozkou zivotné dulezitych sloucenin. K témto slou¢eninam se fadime adenosintrifosfat
(ATP), makroergni molekulu. Tato sloucenina dodava potfebnou energii pro fungovani
metabolismu a k pohybu motorickych proteini (kinesinu a dyneinu). Dalsi slou¢eninou
je adenosinmonofosfat (AMP, ukladani energie) a cyklicky AMP (cAMP), ktery slouzi
jako signalni molekula. Dale je adenosin soucasti molekul
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD") a nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP®),
které funguji jako koenzymy fady enzymi (Lutwak-Mann, 1939).

Guanin m4 na rozdil od A vorganismu odliSnou funkci. Ve formé
guanosintrifosfatu (GTP) se uplatiiuje se pfi bunééném transportu (zkracovani a
prodluzovani mikrotubulil). Ddale je dulezitou soucasti nékterych molekul, napf.
elongacnich faktort piisobicich béhem peptidové syntézy a G-proteint, které se uplatiuji

pfi bunécné signalizaci (Vetter, 2001).
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Obr. 4 Strukturni vzorce nukleovych bazi. A — baze odvozené od purinu: adenin (1),
hypoxanthin (2), guanin (3), xanthin (4); B — baze odvozené od pyrimidinu: cytosin (5),
thymin (6) a uracil (7).

2.4.1.2 Pyrimidinové baze

K pyrimidinovym nukleovym bazim jsou zafazeny cytosin (C), thymin (T) a uracil (U).
Podobné jako purinové baze vytvareji nukleosidy navazanim cukru v poloze N3. Cytosin
je soucasti vSech nukleovych kyselin. C se také ve formé cytidintrifosfatu (CTP) ucastni
syntézy CDP-cholinu — meziproduktu biosyntézy fosfatidylcholinu, ktery je dtlezitou
soucasti bunéénych membran (Secades a Frontera, 1995). Uracil (U) a thymin (T) jsou
posledni baze bézné se vyskytujici v nukleovych kyselinach. Ze strukturniho hlediska se
jedna o velmi podobné molekuly, T vSak v poloze C5 navic obsahuje methylovou
skupinu. T nalezneme pouze v DNA a U v RNA. Toto zastoupeni je dano skute¢nosti, Ze
sekvence DNA je zivotné dilezita, proto je piedavana z generace na generaci. V piipadé
vyskytu zmény sekvence v oblasti kodujici protein miize vzniknout pozménény protein,
ktery muze ohrozit Zzivotaschopnost buiky. Tato zména sekvence by pravé mohla
vzniknout v piipadé C deaminaci, kdy by se z n¢j vytvotil U a tim by misto parovani C s
G vznikl par UA. Proto se U vyskytuje v RNA, kterd je v buiice obsazena ve vétSim
mnozstvi a ndhodnd mutace neni tolik zdvazna. Navic U je oproti T energeticky méné
naro¢ny na syntézu nez T (Krokan et al., 2002). U je v burikach ve form¢ uridintrifosfatu
(UTP) dilezitou molekulou ucastnici se metabolismu sacharidii, napf. pfi syntéze
sacharozy nebo glykogenu za vzniku meziproduktu tzv. aktivované glukosy (UDP-

glukosy; Shapiro a Wertheimer, 1943).
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U se vSak ve formé nukleosidu uridinu mize v butikach vyskytovat i modifikovany.
Nejznaméjsi a zaroven nejhojnéjsi jsou 5-methyluridin (5mU) a pseudouridin (psU)
(Obr. 5), které se nalézaji v transferové RNA (tRNA), ale mohou byt i v jinych druzich
RNA. Bylo zjisténo, ze psU se vyskytuje v mnozstvi ~ 45 % vSech modifikovanych
nukleotidd v tRNA a 5mU v mnozstvi ~ 14 % (Panwar a Raghava, 2014). Podle této
studie se 5mU vyskytuje pouze na T smycce (Obr. 6) za piedpokladu, Ze se zde nachazi
vysoce konzervovana sekvence GpsUSmUC. Naopak pro psU je konzervace sekvence
velmi nizka, obecné se vyskytuje v oblasti sekvence psU5SmUC, ale i v dalsich
sekvencich. Funkce psU v tRNA (i v rRNA) byla zjisténa piedevs§im jako stabilizace a

udrzovani struktury molekuly pro spravné fungovani translace mRNA ().

O] O
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Obr. 5 Strukturni vzorce 5-methyluridinu (1), uridinu (2) a pseudouridinu (3).
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Obr. 6 Sekundarni struktura transferové RNA (tRNA) s ukazkou vyskytu 5-methyluridinu
a pseudouridinu.
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2.4.1.3 Metabolismus purinovych bazi

Biosyntéza purinovych a pyrimidinovych bazi probiha v mitochondriich nebo plastidech.
Struktura purinové baze je vytvofena =z aktivovaného a-D-ribosa-5-fosfatu
(5-fosforibosyl-a-pyrofosfatu, PRPP), dvou molekul glutaminu, glycinu, dvou
N-formyl-THF, HCOs" a aspratatu. Pfi syntéze purinovych bazi je vychozi molekulou
PRPP, na ktery se nasledn¢ pridavaji dalsi atomy nebo skupiny atomi za spotifeby ATP.
Takto vznikd meziprodukt inosin-5'-monofosfat, ktery je preveden enzymy
adenylosukcinatsynthetasou a IMP dehydrogenasou na adenylosukcinat a xanthosin-
5 -monofosfat, z nichz dale vznika AMP a GMP. Pro zabudovani nukleosidu do nukleové
kyseliny jsou tieba jejich trifosfaty, které wvzniknou ucinkem enzymu
nukleosidmonofosfatkinasy a nasledné nukleosiddifosfatkinasy. Biosyntéza AMP a GMP
je regulovana ve dvou urovnich. Prvni zpisob je regulace tvorby IMP, pii vysoké
koncentraci purinovych nukleosidmonofosfatii dochazi k inhibici syntézy IMP. Druhym
typem regulace je rychlost syntézy GTP, kterd se zvySuje s vySs$i koncentraci ATP,
asynteézy AMP, kterd vzrista v pfitomnosti  vy$§Stho  mnozstvi  GTP
(van der Graaff et al. 2004).

Béhem odbouravani (katabolismu) purinovych nukleosidmonofosfati jsou NMP
pievedeny na piislusné nukleosidy. Jednak miize dojit ke konverzi za katalyzy enzymy
nukleotidasami a soucasném odstépeni fosfatu, nebo mohou byt nukleotidy
defosforylovany fasfatasou s naslednym hydrolyzovanim umoznénym nukleosidasou
(NRH). Navic v piipadé AMP existuji dv€ moznosti odbourani na nukleosid inosin. Prvni
moznosti je deaminace AMP na IMP za pfitomnosti AMP deaminasy a nasledné
pievedeni na inosinnukleotidasou (pfipadné fosfatasou s naslednou hydrozylaci), nebo
v druhém piipadé je AMP defosforylovano na adenosin, ktery je poté
adenosindeaminasou deaminovan na inosin. Dale jsou vSechny nukleosidy ucinkem
purinnukleosidfosforylas a za odstépeni ribosa-1-fosfatu pievedeny na piislusné baze
(inosin na hypoxanthin, xanthosin na xanthin a guanosin na guanin). Nukleové baze
hypoxanthin a guanin jsou pro Uplnou degradaci a vylou¢eni z organismu U¢inkem
enzymu xanthinoxidasou a guanindeaminasou pfeménény na xanthin. Ten je dalSim
plisobenim enzymu xanthinoxidasy pieveden na kyselinou mocovou, hlavni zdroj
odpadového dusiku, kterd je findlnim produktem degradace purinli pro primaty, ptéky,
plazy a hmyz. Kyselina moc¢ova vS§ak miZe byt dale konvertovana na allantoin enzymem

uratoxidasou, poté allantoinasou na kyselinu allantoovou s naslednym piisobenim
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allankoitasou na mocovinu. V poslednim kroku je mocovina degradovdna enzymem
ureasou na CO. a NH4". Timto zplisobem je dusik vylucovan napt. u moiskych
bezobratlych, ale predevs§im u rostlin, které dusik potiebuji ke svému Zivotu a jsou
schopné jej v této form¢ zpracovat a dale vyuzit (Guranowski, 1982).

Kromé degradace purinovych nukleotidi je pro rostliny také velmi vyznamna
recyklace purind. Pravé pii de novo syntéze je spotiebovano 5 ATP na vznik jedné
molekuly AMP a dokonce 7 ATP pro vznik GMP. Oproti tomu béhem recyklace je
spotfebovana pouze jedna molekula ATP, je tedy energeticky mnohem méné naro¢na.
Z tohoto duvodu je recyklace rostlinami hojné€ vyuzivana. Tato draha probiha v cytosolu,
kde jsou ulozené vSechny ucastnici se enzymy. Purinové baze, adenin, guanin
a hypoxanthin, jsou konvertovany na pfislusné nukleotidy plsobenim enzymui
adeninfosforibosyltransferasou a hypoxanthin-guaninfosforibosyltransferasou
za piitomnosti PRPP jako zdroje fosfatu. Recyklovany mohou byt jiz vzniklé nukleosidy
adenosin, inosin a guanosin. Ke vzniku IMP, XMP a GMP jsou vyuzity enzymy
adenosinkinasa a inosin-guanosinkinasa, nebo nukleosidfosfotansferasa. Recyklace se
také ucastni enzymy adenosindeaminasa, guanosindeaminasa a adenosinnukleosidasa,
které se ucastni katabolismu purint (Zrenner et al., 2006). V rostlinné recyklaci purint
jsou velmi dilezit¢é enzymy adeninfosforibosyltransferasa a adenosinkinasa
(Moffatt a Somerville, 1988, Moffatt et al., 2002), které se mimo jiné ucastni
metabolismu cytokinint (Moffatt a Ashihara, 2002).

2.4.1.4 Biosyntéza a metabolismus pyrimidinovych bazi

Na rozdil od de novo syntézy purinovych probiha biosyntéza pyrimidinovych bazi
odlisn€. Nejprve je syntetizovan pyrimidinovy kruh a az poté se ptipoji cukerna slozka.
Pyrimidinova struktura je sloZena z atomt pochazejicich z aspartatu, CO2 a glutaminu.
Produktem biosyntézy je UMP, ktery je prekurzorem pro dalsi pyrimidinové nukleotidy.
Syntéza trifosfatd, konkrétné UTP, je obdobou reakce u purind, kdy se uplatiiuji enzymy
nukleosidmonofosfatkinasy a nukleosiddifosfatkinasy. Aminaci z UTP vznikd CTP
reakci katalyzované enzymem CTP synthasa. Donorem dusiku je u Zivo€ichii glutamin,
u bakterii je vyuzit pfimo NHs. TTP, konkrétngji dTTP, vznika z molekuly dUMP,
pochazejici z hydrolyzy dUTP. Nasleduje methylace dUMP s pfitomnym
N°,N°-methylen-THF za katalyzy enzymem thymidylatsynthasy. Vznikly dTMP je
okamzité preveden na dTTP, aby zabranil vstupu dUTP do DNA (Pérignon et al., 1987).
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Katabolismus pyrimidinovych bazi probiha ptes uridin (pfipadné¢ deoxythymidyn),
ktery vznika pisobenim nukleotidasy na UMP (dTMP), nebo v ptipadé CMP plisobenim
nukleotidasy a cytidindeaminasy. Uridin (thymidin) je nasledné za odstépeni ribosy
(deoxyribosy) pieveden na U (T). Za spoticby NADPH vznika dihydrouracil (DHU),
nebo dihydrothymin. DHU je druhym nejhojnéjsim modifikovanym U, ktery se vyskytuje
V tRNA, nejvice v DHU smycce. Nicméné pii degradaci bazi je DHU a dihydrothymin
pusobenim enzymu hydropyrimidinhydratasy pireménén na p-ureidopropionat
a p-ureidoisobutyrat, z nichz nasledné¢ vznika B-alanin a B-aminobutyrat. V poslednich
krocich jsou tyto molekuly pfevedeny na malonyl-CoOA a methylmalonyl-CoA.
Malonyl-CoA  je dale spotfebovan béhem  syntézy mastnych  kyselin.
Methylmalonyl-CoA je dulezitym meziproduktem fady reakci v metabolismu, napf.
muze byt plisobenim enzymu mutasy pieménén na sukcinyl-CoA, ktery se dale uplatni
v citratovém cyklu (Pérignon et al., 1987).

Stejné jako v pifipadé purinovych bazi je pro rostliny energeticky vyhodnéjsi
molekuly recyklovat, nez-li syntetizovat de novo. U pyrimidinovych nukleosidii se béhem
recyklace uplatiuji enzymy nukleosidkinasy. Vyjimku tvoii U, ktery je piisobenim
uracilfosforibosyltransferasy pifimo pfeveden na UMP (Moffatt a Ashihara, 2002).
Nejdilezitéjsimi enzymy recyklace pyrimidint jsou uridinkinasa
a uracilfosforibosyltransferasa (Chen a Thelen, 2011). Pfedpoklada se, Ze recyklace
probihd v cytosolu a plastidech, nebot enzymy zodpovédné za tuto reakci byly

lokalizované v téchto organelach (Schmid et al., 2005).

2.4.2 Druhy NRH

Metaloproteinové enzymy NRH byly poprvé identifikovany a charakterizovany
V prvocich parazitického plvodu, ktefi nejsou schopni sami syntetizovat nukleotidy
de novo, a proto jsou zavisli na recyklaci purinii a pyrimidini. Nasledné byly NRH
identifikovany a charakterizovany i v dalSich organismech, napf. bakteriich, kvasinkach,
¢1 hmyzu (Versées a Steyaert, 2003). Zajimavé je, Ze nikdy nebyly identifikovany u savci
(Parkin et al., 1991). VSechny typy NRH vykazuji pfisnou specificitu pro navazanou
ribosu, naopak se lisi v substratové specificité pfirodnich nukleovych bazi. Enzymy NRH
byly dle své substratové specificity rozdéleny do ¢tyt zakladnich skupin: nespecifické
NRH, hydrolyzujici inosin a uridin (IU-NRH; Parkin et al., 1991), purinové specifické
NRH (pro inosin, adenosin a guanosin; Parkin, 1996), 6-oxopurin specifické NRH (pro
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inosin a guanosin; Estupifian and Schramm, 1994) a NRH specifické pro pyrimidinové
nukleosidy (cytidin a uridin, CU-NRH; Giabbai a Degano, 2004).

V rostlinach bylo identifikovano n€kolik druhtt NRH. Napt. ve fazoli mungo
(Phaseolus  radiatus) byl identifikovana NRH  specificka  pro  uridin
(Achar a Vaidyanathan, 1967), v Lupinus luteus byla objevena NRH specificka pro inosin
a guanosin s inosinem (Guranowski, 1982; Szuwart et al., 2006) a v kaveé Coffea arabica,
jeCmeni a pSenici byla zjisténa NRH specificka pro adenosin (Guranowski a Schneider,
1977; Chen and Kristopeit, 1981; Campos et al., 2005). Ovsem zadny z téchto enzymi
nebyl detailné prozkouman.

Nejvice byly prostudovany geny Arabidopsis thaliana. Bylo zjisténo, ze AtNRH1
vykazuje vysokou aktivitu vii¢i uridinu a xanthosinu. Zaroven bylo prokazano, ze mize
hydrolyzovat glykosidickou vazbu V cytokininovém ribosidu
N®-(2-isopentenyl)adenosinu (iPR), proto vznikly teorie, Ze by se tento enzym mohl
podilet na metabolismu cytokinint v rostlin¢ (Jung et al., 2009, Jung et al., 2011). Tato
teorie byla vSak vyvracena vyzkumem Riegler et al. (2011). AtNRH2 se projevuje
v pozdéjsi fazi starnuti a bylo prokazano, ze katalyzuje hydrolyzu inosinu. Dale byly
podobnym zptisobem charakterizovany enzymy z mechu Physcomitrella pattens

akukutice Zea mays (Kopecna et al., 2013).
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3 PRAKTICKA CAST
3.1 Material a chemikalie
3.1.1 Biologicky material

¢ Stidenni sazenicky Zea mays

e kofeny a stonky Hordeum vulgare

e expresni vektor pCDF Duet (3781 pb; Obr. 7)

e kompetentni expresni bunky Escherichia coli (NEB 5-a)
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Obr. 7 Expresniho vektoru pCDFDuet-1. Mapa zobrazuje klonovaci mista MCS1 a MCS2, kam
byl vklonovan gen HYALDHZ2E s pouzitim restrikénich enzymut EcoRI a Xhol.
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3.1.2 Chemikalie

e a-methyluridin (Sigma-Aldrich, USA)

e 5X Reaction Buffer (Thermo Scientific, USA)

e 10X Buffer (BioLabs, USA)

e Agarosa (SERVA, Némecko)

e aldehydy: 3-hydroxybenzaldehyd (Sigma-Aldrich, USA), 3-methyl-2-butenal
(Sigma-Aldrich, USA), 3-methylbutyraldehyd (Sigma-Aldrich, USA),
4-hydroxybenzaldehyd  (Sigma-Aldrich, USA), acetaldehyd
(Sigma Aldrich, USA), benzaldehyd (Sigma-Aldrich, USA),
butyraldehyd (Sigma-Aldrich, USA), citral (Sigma-Aldrich, USA),
heptanal (Sigma-Aldrich, USA), hydrocinnamaldehyd (Sigma-Aldrich,
USA), isobutyraldenyd (Sigma-Aldrich, USA), kapronaldehyd
(Sigma Aldrich, USA), koniferaldehyd (Sigma-Aldrich, USA)
m anisaldehyd (Sigma-Aldrich, USA), nonanal (Sigma-Aldrich, USA),
oktanal (Sigma-Aldrich, USA), p-anisaldehyd (Sigma-Aldrich, USA),
phenylacetaldehyd (diacetal; Sigma-Aldrich, USA), propionaldehyd
(Sigma-Aldrich, USA), sinapaldehyd (Sigma-Aldrich, USA),
trans-2-hexenal (Sigma-Aldrich, USA), trans-2-nonenal
(Sigma Aldrich, USA), trans-cinnamaldehyd (Sigma-Aldrich, USA),
valeraldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

e Bacterial Protein Extraction Reagent (B-Per; Thermo Scientific, USA)

e BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, USA)

e Coomassie Brilliant Blue (Bio-Rad, USA)

e CutSmart (BioLabs, USA)

e DNA Turbo Buffer (Invitrogen, USA)

e DNAsa (VWR, USA)

e Denerasa (c-LEcta, Germany)

e dodecylsiran sodny (VWR, USA)

e Dream Tag Green (Thermo Scientific, USA)

e Dithiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich, USA)

e ethidium-bromid (Bio-Rad, USA)

e cthanol (Lach:Ner, CR)
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GeneJet Gel Extraction Kit (Thermo Scientific, USA)

Genelet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, USA)
glycerol (Lach:Ner, CR)

guanidin (Sigma-Aldrich, USA)

HEPES pufr, pH 7,5 (Sigma-Aldrich, USA)

hydroxid sodny (Sigma-Aldrich, USA)

chlorid draselny (Lach:Ner, CR)

chlorid hotecnaty (VWR, USA)

chlorid sodny (Lach:Ner, CR)

imidazol (Sigma-Aldrich, USA)

inhibitor proteas (Roche, Svycarsko)

isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG; Sigma-Aldrich, USA)
kyselina chlorovodikové (Lach:Ner, CR)

Laemmliho vzorkovaci pufr (Bio-Rad, USA)

Luria-Bertani medium (LB-medium; ROTH, Némecko)
mocovina (Sigma-Aldrich, USA)

n-butanol (Sigma-Aldrich, USA)
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED; Sigma-Aldrich, USA)
Nikotinamidadenindinukleotid (NAD*; Sigma-Aldrich, USA)
Nuclease-Free voda (Ambion, USA)

peroxodisiran amonny (APS; Bio-Rad, USA)

restrikéni enzymy: EcoR I, Xho I

RNAgqueous Total RNA isolation kit (Thermo Scientific, USA)
RNAsa (VWR, USA)

Streptomycin

Super Optimal broth with Catabolite medium (SOC; BioLabs, USA)
T4 DNA ligasa (BioLabs, USA)

Tris-HCI pufr, pH 6,8 (Sigma-Aldrich, USA)

Tris-HCI pufr, pH 7,5 (Sigma-Aldrich, USA)

Tris-HCI pufr, pH 8,8 (Sigma-Aldrich, USA)

Uridin (Sigma-Aldrich, USA)
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3.1.3 Pristrojové vybaveni

e analytické vahy (Sartorius, SRN)

e bézné laboratorni vybaveni

e centrifuga 5430 (Eppendorf, SRN)

e centrifuga 5430R (Eppendorf, SRN)

e centrifuga Benchtop 4-16 K (Sigma, SRN)
e digitalni pH metr (Multical WTW, SRN)
e clektroforeticka komirka (Bio-Rad, USA)
e clektromagnetickd michacka (IKA, SRN)
e inkubétor (Schoeller, CR)

e laminarni box (Schoeller, CR)

e magneticka michacka (IKA, SRN)

e minicentrifuga BLUE (Labnet,SRN)

e PCR termocykler (Eppendorf, SRN)

e rotator (Biosan, USA)

¢ spektrofotometr UV-VIS s (Agilent, SRN)
e termostat (Labnet, USA)

o tiepacka RCT basic (IKA, SRN)

e vortex (Stuart, UK)
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3.2 Metody

3.2.1 Fylogeneticka analyza HYALDH2E

Pro vyhleddvani jednotlivych gent ALDH v genomu je¢mene byl vyuzit software
BLAST, ptedevsim blastp (protein-protein blast) nebo tblastn (protein-transalted
nucleotide blast). Tento software byl vyuzit na vefejnych webovych strankach NCBI,
Phytozome a UniProt, kdy byla zadana pozadovana sekvence ve formatu FASTA a byl
vybran soubor (organismus), ve kterém méla byt dana sekvence nalezena. Nasledné byly
na zaklad¢ nejvyssiho scoringu (podobnosti) vybrany sekvence proteini, které byly dale
zpracovany. V databazi Phytozome je navic mozné zjistit, i pozici, na kterém se dany gen
proteinu v je¢meni nachazi, a pocet exont.

Nasledn¢ byly stazeny sekvence je¢menného HvVALDH2E a sekvence
cytosolarnich enzymtit ALDH2 z dalSich rostlin (Arabidopsis thaliana, Oryza sativa,
Triticum urartu, Zea mays a dalSich) a par sekvenci enzymu z Zivoc¢isnych organismu
(Homo sapiens a Mus musculus). V programu BioEdit byl proveden tzv. ClustalW
multiple aligment, kdy doslo k zarovnani opakujicich se ¢asti sekvenci proteint. Takto
upravené sekvence byly nahrany do programu MEGA-X, kde byl vytvoten fylogeneticky

strom s ohodnocenim vétvi pomoci bootstrapu.

3.2.2 Klonovani

3.2.2.1 1zolace mRNA a prepis do cDNA

Zamrazené listy a kofeny jeCmene byly rozdrceny v tfeci misce za stalého udrzovani
zmrazeného stavu pomoci tekutého dusiku. K izolaci mRNA byl pouzit RNAqueous
Total RNA isolation Kkit. Pfiblizné¢ 100 mg vzorku bylo odebrano do 2 ml mikrozkumavky,
kam byl poté napipetovan 1 ml Lysis-Binding Solution. Obsah v mikrozkumavkach byl
stoc¢en pii 16 000 g po dobu 5 min a ziskany supernatant byl oddé€len. K supernatantu bylo
napipetovano ekvimolarni mnoZstvi 64% ethanolu a obsah byl smichan. Smés byla
prepipetovana do mikrozkumavek s filtracni cartridge, které byly soucasti kitu, a ndsledné
byly mikrozkumavky stoc¢eny (10 000 g, 5 s). Filtry v cartridge byly promyty jednou
700 ul a dvakrat 500 pul Wash Solution (po kazdém napipetovani roztoku byly
mikrozkumavky centrifugovany pii 10 000 g, 30 s). Mikrozkumavky byly dale stoceny
naprazdno (10 000 g, 30 s), aby byl odstranén zbyly Wash Solution. RNA byla eluovana
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pfidavkem 50 pl a 40 pl Elution Solution (zahtatého na 80 °C), 2min inkubaci pfi
pokojové teploté a naslednou centrifugaci (10 000 g, 30 s).

K odstranéni interferujici DNA bylo ke 30 ul eluatu pridano 3,5 ul DNA TURBO
Buffer a 2 pl DNasa TURBO. Sm¢és byla inkubovana 40 min pii 37 °C. Poté byl ke smési
pfidan 1 pl DNasa TURBO a opét byla smés zahiivana 40 min na 37 °C. Nakonec byla
smés inaktivovana ptidavkem 1 ul 50mmol.I* EDTA a inkubaci 10 min pti 70 °C.

K odstranéni dalSich interferujicich komponent (napf. sacharidi) byla pouzita
precipitace pomoci LiCl. K 500 ul vzorku bylo pfidano 50 ul LiCl Precipitation Solution.
Po fadném promichani byla smés inkubovana 30 min pii -20 °C. Po ukonceni inkubace
byla smés centrifugovana (16 000 g, 20 min) a supernatant byl opatrné odstranén
Z mikrozkumavky. Zachovany pelet byl promyt ledovym 70% ethanolem, opé&t
centrifugovan (16 000 g, 20 min) a supernatant odstranén. Pelet byl vysuSen pii
laboratorni teploté a rozpustén ve 20 pul nuclease-free vody.

K pfepsdni mRNA byl vyuzit protokol k syntéze cDNA. Do chlazené sterilni
mikrozkumavky bylo ptidano 5 pg templatové RNA, 0,5 pg primeru Oligo(dT) a voda
s DEPC (diethyl pyrokarbonat) do findlniho objemu 12,5 pul. Za stalého chlazeni byly do
mikrozkumavky napipetovany 4 pl 5X Reaction Buffer, 0,5 ul Thermo Scientific™
RiboLock™ RNase Inhibitor, 2 pl dNTP Mix a 1 ul RevertAid H Minus Reverse
Transcriptase (celkovy reakéni objem odpovidal 20 pl). Smés byla opatrné promichana,
Setrn¢ centrifugovana a inkubovéana 60 min pii 42 °C. Reakce byla ukoncena zahtatim

smési na 70 °C po dobu 10 min.

3.2.2.2 PCR amplifikace prepsané cDNA

Do mikrozkumavek pro PCR bylo napipetovano 22,5 ul AccuPrime™ PIxSuperMix,
1 pl forward a reverse primeru (Tabulka 2) a 0,5 pl templatové cDNA. Mikrozkumavky
byly mirn¢ stoéeny a vlozeny do cycleru. PCR reakce probéhla v 35 cyklech.

Amplifikovana DNA byla podrobena agarosové elektroforéze.

Tabulka 1: Sekvence forward a reverse primeru pouzitych béhem amplifikace cDNA.

Primer Sekvence
Forward 5 -TAATACGACTCACTATAGGG
Reverse 5'-CTAGTTATTGCTCAGCCGGT
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3.2.2.3 Agarosova elektroforéza a purifikace z gelu

1% agarosovy gel pro agarosovou elektroforézu byl pfipraven rozpusténim 1 g agarosy v
100 ml 1x fedéného TAE pufru. Do komirky pro agarosovou elektroforézu byla nalita
rozpus$téna agarosa, dale byl ptidan 0,07% ethydium bromid (cca 40 — 50 ul) a vse bylo
fadn€ promichéno. Se vsazenym hiebinkem se gel nechal tuhnout pfiblizn¢ 30 minut. Do
vzniklych jamek byly po ztuhnuti napipetovany produkty PCR (cely objem) smichané
Sbarvivem 6x OrangelLoading Dye a do jedné jamky 5 pl markeru
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder. Elektroforetick4 komtirka byla ptipojena ke zdroji
napéti a elektroforéza byla spusténa pti napéti 100 V.

Po skonceni elektroforézy byl gel opatrné vyjmut a pfenesen na transluminéator. Zde
byly vyfezédny bandy amplifikované¢ho produktu o odpovidajici velikosti. Bandy byly
vlozeny do mikrozkumavek. K purifikaci z gelu byl vyuzit kit Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System. K vyfezanym bandiim byl napipetovan Membrane
Binding Solution v poméru 100 pul roztoku na 100 mg gelu. Obsah zkumavek byl zahfivan
na termobloku na 58 °C, dokud se vSechen gel nerozpustil. Kolonka ur¢end na purifikaci
byla vloZena do sbérné tuby, na filtr byl napipetovan vSechen rozpustény gel a vse bylo
centrifugovano (16 000 g, 1 min). Kolonka byla promyta 700 ul a 500 ul Wash Solution
a po kazdém naneseni roztoku centrifugovana (16 000 g, 1 min a 5 min). Filtr byl nakonec
pienesen do Cisté mikrozkumavky a zachycena DNA byla eluovana 50 ul nuclease-free

vody.

3.2.2.4 Stépeni restrikénimi enzymy a ligace

Pti restrikénim Stépeni DNA byla pouzita smés obsahujici 0,1 pg cDNA, 5 ul CutSmart
pufru, 1 pl restrikénich enzymt EcoRI a Xhol. Smés byla inkubovana min. 1 hod pfi
37 °C a nakonec inaktivovana inkubaci 20 min pii 65 °C. DNA po $tépeni byla smichéna
s barvivem 6x OrangeLoading Dye, podrobena agarosové elektroforéze, vyfiznuti z gelu
a purifikaci.

K ligaci byla pfipravena smés obsahujici 50 ng linedrniho vektoru pCDFDuet,
DNA insert v molarnim poméru 3:1 proti vektoru, 2 pul 10X T4 DNA Ligase Buffer,
0,5ul T4 DNA Ligase a nuclease-free vodu k doplnéni do finalni objemu 20 pl
Pfipravena smés byla inkubovana 1 hod pfi 22 °C. Inaktivace byla provedena zahtatim

smési na 65 °C po dobu 10 min.
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3.2.2.5 Transformace bunék E. coli

K transformaci plasmidu obsahujici klonovany gen HYALDH2D/E byly pouzity komer¢ni
kompetentni buiiky E. coli NEB 5-a. K 25 pl bun¢k ulozenych 10 min na ledu bylo
ptidano 5 pl legacniho produktu a smés byla ponechana chladit 30 min. Poté byla smés
zahtata na 30 s na 42 °C v termobloku a opét chlazena v ledu 5 min. Dale bylo ptidano
200 pl SOC média a smés se nechala promichavat na rotatoru 60 min pti 37 °C. Nakonec
byla smés kiizovym roztérem nanesena na Petriho misky s LB agarem a antibiotikem
streptomycinem (koncentrace 50 pg.ml™). Takto pfipravena smés se nechala inkubovat

ptes noc pii 37 °C.

3.2.3 Exprese proteinu

Prvni den bylo do ¢tyi 50ml Erlenmayerovych ban€k nalito 20 ml LB média
a 20 pl antibiotika  streptomycinu (o findlni  koncentraci 50  pg.ml?)
a 5 pl transformovanych kolonii E. coli. Pfipravena prekultura byla ponechana na
ttepaCce pres noC V inkubatoru pii 37 °C. Dalsi den byly prekultury centrifugovany
(5 min, 5 000 g, 20 °C). Vznikly pelet byl suspendovan v 15 ml pfipraveného LB média
se streptomycinem (o findlni koncentraci 50 pg.ml?l) a prenesen do
500ml Erlenmayerovych ban¢k se zbylymi 200 ml LB média a 200 ul streptomycinu.
Kultura byla inkubovana po dobu minimalné¢ 1 hod na tiepacce pii 30 °C, dokud jeji
optickéd densita pii 600 nm nedosahla hodnoty 0,6. Poté byla kultura byla ponechana
30 min mimo inkubator, aby obsah vychladl, a nésledné bylo do kultury piidano

200 ul IPTG. Indukce probihala pies noc na tiepacce v inkubatoru pii 20 °C.

3.2.4 Extrakce proteini ALDH i NRH

Po no¢ni inkubaci kultur s IPTG byl obsah Erlenmayerovych ban€k zcentrifugovan ve
¢tyfech 50ml centrifuga¢nich zkumavkach (7 min, 5 000 g, 4 °C). Po stoceni veskerého
obsahu byl pelet rozpustén v 15 ml 0,9% NaCl a opét centrifugovan (7 min, 5000 g, 4 °C).
Ziskané pelety byly nasledné rozpustény ve 3 ml extrakéniho pufru (50mmol.1* Tris-HCI
o pH 7,5, 50 ul inhibitoru proteas, 150 ul MgCl> — u extrakce NRH bez Mg?*, zbytek
doplnit vodou do objemu 3 ml). Smé&s byla napipetovana do cell lyzeru a skrz vychlazenou
lyzaéni celu byl obsah lyzovan pii 25 katm. Lyzovany obsah byl odebran zpét do
centrifuga¢ni zkumavky, byl pfiddn B-Per o objemu 500 pl, smé&s byla zvortexovana

apoté se nechala inkubovat 10 min pfi pokojové teploté. Nasledné¢ bylo ptidano
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10 ul DNAsy a 10 pl RNAsy (pfipadné 10 pl denaturasy), zkumavka s obsahem byla 5x
ptfevracena a poté se smés nechala inkubovat 30 min pfi 37 °C v inkubatoru. Nakonec ke
smési byl pfidan 1 ml 1M NaCl (findlni koncentrace je 100 mmol.l") a1 ml 50%
glycerolu (finalni koncentrace je 5 %) a lyzaty byly centrifugovany (12 000 g, 30 min,
4 °C).

3.2.5 Purifikace HYALDHZ2E a ZmNRH2B

K purifikaci HVALDH2E i ZmNRH2B a ZmNRH3 byly vyuzity kolonky
s imobilizovanymi Co?* (HIS-Selected Cobalt gel, Sigma-Aldrich) uréenych k afinitni
chromatografii. Na kolonky, které byly aktivovany 3x promytim ekvilibracnim pufrem
(50mmol.I"* Tris-HCI, 300mmol.I* NaCl, 5% glycerol, 20mmol.I"* imidazol), byl
nanesen supernatant ziskany z extrakce a kolonky se smési byly inkubovany 1 hod
pii 4 °C na rotatoru. Po inkubaci byly kolonky centrifugovany (300 g, 30 s, 4 °C), aby se
uvolnily nezachycené ¢astice (tzv. flow-through frakce). Kolonky byly nasledné
3X promyty ekvilibratnim pufrem a poté 2x inkubovany s eluénim pufrem
(50mmol.I* Tris-HCI, 300mmol.I"* NaCl, 5% glycerol, 250mmol.I* imidazol) na rotatoru
30 min pii 4 °C. Po centrifugovani (300 g, 30 s, 4 °C) byly ziskané frakce s elucnim
pufrem zakoncentrovany centrifugaéni filtraci (Centricon, Millipore) na findlni objem
piiblizné 2 ml, kter¢é byly nésledné promyvany promyvacim roztokem
(50mmol.I" Tris-HCI pH 7,5, 5% glycerol), dokud vysledna koncentrace imidazolu
Vv roztoku nebyla nizsi nez 1 mmol.I"%. Pie¢istény enzym byl nakonec zmraZzen a uschovan

pro dals$i méteni.
3.2.6 Kontrola Cistoty proteinu pomoci SDS-PAGE

Ke kontrole &istoty po purifikaci byl béhem exprese obou druhii proteinti odebran
1 ml kultury pied indukci IPTG (PI), 2 hod po indukci (2PI) a po indukci pie noc (POI)
— vSechny vzorky se stejnou optickou pii 600 nm densitou byly zcentrifugovéany a pelety
rozpustény v 20 pl 8mmol.I"t mogoviny. B&hem extrakce pied centrifugaci bylo odebrano
200 pl smési, ktera byla nasledné také zcentrifugovéana (10 000 g, 10 min, 4 °C).
Supernatant (S) byl oddélen a uloZen, pelet (P) byl rozpustén ve 20 ul 8mmol.I*
mocoviny. Posledni vzorky pro SDS-PAGE byly tzv. flow-through frakce (F)

a precistény eluat (Cisty enzym, E).
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Pro SDS-PAGE elektroforézu bylo odebrano 15 ul kazdého vyse uvedeného vzorku
a byl knim pfidin Laemmliho vzorkovaci pufr v poméru 1:1. Vzorky byly dale
inkubovany pfti 100 °C 10 min a sto¢eny na mikrocentrifuze.

Do pripravené elektroforetické aparatury byl nalit 12% dé&lici (tzv. running) gel,
ktery byl prevrstven malym mnozstvim n-butanolu. Po ztuhnuti gelu byl n-butanol
odstranén vylitim a oplachnutim gelu destilovanou vodou. Dale byl po vrch aparatury
nalit 4% zaostiovaci (tzv. stacking) gel, do kterého byl vsazen hiebinek. Po ztuhnuti obou
gell bylo do vzniklych jamek napipetovano 10 pl povarené¢ho vzorku a do jedné jamky
5 ul markeru. Gely se vzorky byly v elektroforetické komurce piipojeny ke zdroji
elektrického napéti. Dokud obarvené vzorky neopustili stacking gel, elektroforéza bézela
pii napéti 100 V. Po piechodu vzorkd do druhého gelu bylo napéti navyseno na 150 V.
Po ukonceni elektroforézy byly gely vyjmuty a oplachnuty destilovanou vodou. Pies noc
byly gely barveny barvivem BioSafe Comassie-Blue (Bio-Rad) a po obarveni byly

ponotfeny do odbarvovaciho roztoku (40% metanol, 7% kyselina octova).

3.2.7 Stanoveni koncentrace proteinu

Pro méteni kinetickych parametri enzymu je potieba znat jeho piesnou koncentraci. Pro
jistotu byla jeho koncentrace zjistovana dvéma zptsoby. Prvni zplsob bylo zjisténi
koncentrace za vyuziti pfistroje Nanodropu, kde se mnozstvi zjiStovalo
spektrofotometricky proti blanku (promyvaci roztok) pii 280 nm.

Druhy zpiisob vyuzival BCA metodu. Byl ptipraven roztok ze zasobnich roztokt
A a B BCA Protein Assay kitu v poméru 50:1. Do tfi mikrozkumavek se 2 ml tohoto
roztoku bylo napipetovano 50 ul, 25 pl a 10 pl vypurifikovaného proteinu, ve ¢tvrta
mikrozkumavka slouzila jako blank. VSechny vzorky byly 30 min inkubovany pti 37 °C.
Poté byla spektorfotometricky zmétena jejich absorbance pii 562 nm a koncentrace byla

dopocitdna pomoci kalibra¢ni kiivky.

3.2.8 Méreni s HYALDH2E
3.2.8.1 Zjisténi aktivity proteinu HvALDH2E

Aktivita enzymu HVALDH2E byla spektrofotometricky méfena pfi 340 nm, kdy
dochazelo ke sledovani miry redukce NAD* za wvzniku NADH a H*
(tzv. Wartburglv opticky test).
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Aktivita proteinu byla dopocitana podle vztahu:

AA |4

=—X
a At e x|

AA odpovida zméné absorbance, At odpovidd dobé¢ reakce (v sekundach),
V odpovida objem reakéni smési (v litrech), € udava molarni extinkéni koeficient pro
NADH (6 220 mol | cm™), 1 uvadi $itku pouzité kyvety (v centimetrech), a odpovida
aktivité (v katalech).

3.2.8.2 Stanoveni pH optima

Stanoveni pH optima enzymu HVALDH2E bylo provadéno spektrofotometricky
pti 340 nm. K méfeni pH optima byl pouzit Britton-Robinsontiv pufr o pH 5,72 — 9,12.
Reakéni smés o objemu 2 ml obsahovala 1,55 ml pufru, 5 ul enzymu, 300 umol I NAD*,

10 umol I'! substratu nonanalu a zbytek do 2 ml byl doplnén destilovanou vodou.

3.2.8.3 Stanoveni substratové specificity

Substraty pro zjisténi substratové specificity byly pfipraveny dvéma zplisoby. Nékteré
aldehydy byly piipraveny povafenim s 0,2mol.I'* HCI, ostatni byly smichany
s 50% ethanolem

Substratova specificita byla méfena spektrofotometricky pti 340 nm. Reak¢ni smés
obsahovala 1,55 ml 150 mmol It HEPES pufru, 5 pl enzymu, 350 pmol It NAD,

250 pmol I substrat a destilovanou vodu k doplnéni na vysledny objem 2 ml.

3.2.8.4 Méreni kinetickych parametri HvALDH2E

Pro zjisténi kinetickych parametrti jednotlivych enzymii byly spektrofotometricky
stanoveny satura¢ni kiivky NAD" a substratu pti 340 nm.

Nejprve vsak byly urCeny vhodné podminky pro stanoveni vSech saturacnich
kiivek. Reakéni smés pro toto ivodni stanoveni obsahovala 1,55 ml 150 mmol I’ HEPES
pufru, 5ul enzymu, NAD" o koncentracich 0 — 800 pmol I, substrat v koncentracich
0 — 250 pmol I* a destilovanou vodu k doplnéni do 2 ml.

Reakéni smés pro stanoveni saturaéni kiivky NAD swswac  Obsahovala
1,55 ml 150 mmol I* HEPES pufru, 5ul enzymu, 10umoll? substratu (nonanal,
kapronaldehyd, ...), nebo 250 pumol I substrat isobutyraldenyd, NAD* o koncentraci

0 — 750 umol I* a destilovanou vodu k doplnéni do objemu 2 ml.
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Reakéni smés pro stanoveni saturaéni kiivky substratu  obsahovala
1,55 ml 150 mmol It HEPES pufru, 5Spl enzymu, 350umol 1! NAD®, substrat
0 koncentraci 0 — 20 pmol I (v p¥ipadé isobutyraldehydu 0 — 1000 pmol I%).

Ze ziskanych saturacnich kiivek byly dopocditany kinetické parametry enzymu
HVALDHZ2E: konstanta Michaelise-Mentenové (Km), limitni rychlost (Viim), relativni
pomér Viim/Km, U saturacnich kiivek substratu i inhibi¢ni konstanta (Kj). Ke grafickému
znazornéni saturacnich kfivek byl pouzit program GraphPad Prism 8. Zde byly vyuzity
rovnice nelinearni regrese podle Michaelise a Mentenové a substratové inhibice ke

stanoveni konstant.

3.2.9 Méteni s ZMNRH2b a ZmNRH3

3.2.9.1 Ovéreni aktivity proteini

Aktivita enzymi ZmNRH2B a ZmNRH3 byla stanovena spektrofotometricky.
V zavislosti na substratu byla méfena pii dvou vlnovych délkach: pii 280 nm za pouZiti
substratu uridinu a pfi 275 nm za pouZiti S-methyluridinu. Aktivita obou enzymi byla
dopocitana podle stejného vzorce uvedeného v kapitole 3.2.7.1 s vyuzitim extinkénich

koeficienttl (Kopec¢n4 et al., 2013) Ae =-1800 M* cm™ a - 2960 Mt cm™,

3.2.9.2 Porovnani aktivity proteinii pfi pouziti dvou substrati

Pii méfeni s enzymy ZmNRH2B a ZmNRH3 byly bézné pouzivany substraty uridin
a 5-methyluridin. Proto byla porovnana aktivita obou enzymi s témito substraty. Reakéni
smés obsahovala 500 pl 400 mmol It Tris-HCI pufru s obsahem 400mmol.I* KCI
a lmmol.I"t DTT, 200 pmol I"! substratu a vodu k doplnéni do kone¢ného objemu 2 ml.
Aktivita byla stanovena spektrofotometricky pti vinové délce 280 nm (uridin) a 275 nm
(5-methyluridin).

3.2.9.3 Méreni kinetickych parametrii enzymii

Kur€eni kinetickych parametri ZmNRH2B a ZmNRH3 se substraty uridinem
a 5-methyluridinem byly stanoveny saturaéni kiivky. Pro kazdou saturaéni kiivku reakéni
smés obsahovala 500 ul 400 mmol I Tris-HCI s obsahem 400mmol.I"* KCIl a 1mmol.I*!
DTT, substrat vrozmezi koncentraci 0—400 pmol IY. MnoZstvi enzymu se lisilo

Vv zavislosti na typu enzymu a substratu (ZmNRH2B bylo pouzito 5ul 20x fedéného,
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ZmNRH3 bylo pouzito 20 ul (pfi vyssich koncentracich substratu) a 40 ul (pii nizsich
koncentracich substratu).

Ze ziskanych saturacnich kiivek (v programu GraphPad Prism 8) byly pro enzymy
ZmNRH2B a ZmNRH3 dopocitany kinetické parametry Km, Viim a relativni pomér
Viim/Km. Tyto hodnoty byly ziskany z nelinearni regrese podle Michaelise a Mentenové.
Pro kontrolu k t¢mto hodnotam byly ziskany také hodnoty z dvojité reciprokého vyneseni
podle Lineweavera a Burka.
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4 VYSLEDKY
4.1 Aldehyddehydrogenasy 2

4.1.1 Prehled geni ALDH v Hordeum vulgare

V ramci praktické ¢asti diplomové prace jsou zkoumany dva druhy enzymt — ALDH2
a NRH. Nejprve byla provedena analyza genomu Hordeum vulgare za vyuziti online
webovych databazi NCBI GenBank, Phytozome a UniProt. Vysledkem tohoto zkoumani
je nalezeni 15 geni ALDH na 7 chromosomech. Ziskané geny jsou zaznaceny
v Tabulce 2, véetné jejich velikosti, umisténi na chromozomech, poétu exond i ID
Vv jednotlivych webovych databazich.

Dale v ramci fylogenetické analyzy byl vytvoren fylogeneticky strom v programu
MEGA-X s vyuzitim Bootstrapu pro porovnani pfibuznosti je¢cmenného HVALDH2E

s dal$imi rostlinami a jinymi organismy (viz Obr. 8).

45 —— Zea mays

100 (L Setaria italica
7a

Sorghum bicofar

100 —— Oryza safiva

Brachypodium distachyon

100 a5 Hordeum vulgare

37 Triticum urartu

Arabidopsis thaflana

Selaginella moellendorffii

Physcaomitrella patens

97 — Homo sapiens

0L Mus musculus

0o

Obr. 8 Fylogeneticky strom pro cytosolarni enzym z rodiny ALDH2 s ohodnocenim jednotlivych
vétvi pomoci Bootstrap (vytvofeny v programu MEGA-X). Sekvence jeémenného
ALDH2E je porovnana s nékterymi anotovanymi sekvencemi z Brocker et al., 2013. Dalsi
sekvence byly zvoleny pro podobnost organismu. Meéfitko 0,1 odpovida mife odli$nosti
sekvence 0 10 %.
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Tabulka 2 Geny ALDH pfitomné v je¢meni (Hordeum vulgare). Genom je¢mene byl prohledan webovymi databazemi Phytozome, NCBI Genbank a UniProt.
V tabulce jsou zaznaceny ID proteint v jednotlivych databazich, jejich velikosti, lokalizace genti v ramci chromozom?i a zji§téné pocty exona.

Rodina Gen D plr\log;:nu i ID proteinu - Phytozome D 5::;?:1” " Chromozom Exony amizgﬁszelin
Rodina 2 ALDH2B2 KAE8805142.1 HORVU7Hr1G042880.2 F2CVN4-1 7 11 549
ALDH2C1 BAJ87654.1 HORVU3Hr1G092680.2 AOA287MAQ5-1 3 7 500
ALDH2C4 KAE8810808.1 HORVU1Hr1G068020.1 AOA287EAHO-1 1 9 499
Rodina 3 ALDH3F1 KAE8794672.1 HORVU2Hr1G092530.1 AO0A2871YJ1-1 2 7 490
ALDH3H1 KAE8813888.1 HORVU4Hr1G017450.1 F2E3L5-1 4 10 489
Rodina 5 ALDH5F1 KAE8768437.1 HORVU6Hr1G031480.15 AOA287TSU5-1 6 19 526
Rodina 6 ALDH6B2 KAE8807750.1 HORVU2Hr1G107550.1 A0A287JCX0-1 2 19 580
Rodina 7 ALDH7B KAE8784643.1 HORVU5Hr1G062090.1 AOA287RGY4-1 5 14 572
Rodina 10 ALDH10A8 KAE8801815.1 HORVU6Hr1G087460.1 A0A287V2G5-1 6 15 503
ALDH10A9 KAE8808834.1 HORVU2Hr1G080970.1 A0A2871LZ1-1 2 15 506
Rodina 11 ALDH11A3 KAE8788262.1 HORVU2Hr1G036110.11 MO0Z5J0-1 2 9 496
Rodina 12 ALDH12A1 KAE8773815.1 HORVU1Hr1G080320.1 AOA287GFPO-1 1 15 551
Rodina 18 ALDH18A1 KAE8778594.1 HORVU1Hr1G072780.1 A0A287G756-1 1 19 716
ALDH18A2 KAE8797306.1 HORVU3Hr1G085760.12 A0A287M228-1 3 20 682
Rodina 22 ALDH22A1 KAE8788488.1 HORVU2Hr1G016040.1 AOA287H6A1-1 2 14 594
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4.1.2 Klonovani a porovnani sekvenci ALDH2D a ALDH2E

Hlavni cast je tedy zaméfena na klonovani a expresi ALDH2 Zzje¢mene
(Hordeum vulgare). Z divodu uspory c¢asu probihalo klonovani pro né€kolik rodin
najednou (viz Obr. 9). Nakonec se podatilo naklonovat ALDH2D, ktery byl klonovan do
vektoru Zero Blunt a nasledné bude vloZzen expresniho vektoru pCDFDuet pro
heterologni expresi v E. coli. Avsak vzhledem k pandemii COVID-19 byl nasyntetizovan
duplicitni gen ALDHZ2E, ktery na aminokyselinové urovni predstavuje 3 zamény ze 499
aminokyselin (Obr. 10), proto byl pro nasledujici kinetické méfeni pouzit enzym
HvVALDHZ2E.

HvALDH2D HVALDH7 " HvALDH10
Ml 2 o0 Seldeeiest g 1002 Sia - 4.5 s D0 30 4 S

Obr. 9 Elektroferogram k posouzeni tispésnosti klonovani riznych ALDH rodin jeémene za
vyuziti Zero Blunt a M13 primert.
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aminokyselinové sekvence HvALDH2D (HvRF2D) a HvALDHZ2E
Zamény u HYALDH2E jsou pozorovany v pozicich 7 (zaména W za G),
47 (M za L) a224 (P za Q).

4.1.3 Exprese a purifikace HYALDH2E

Po dokonéeni klonovani probihala exprese a purifikace enzymu HvVALDHZ2E podle

daného protokolu. K ovéfeni exprese a purifikace proteinu byla pouzita SDS-PAGE

elektroforéza, ziskany elektroferogram je zobrazen na Obr. 11. Pozadovany enzym ma

velikost pfiblizné 50 kDa. Po indukci je jiz viditelny enzym. V mensim mnozstvi se

HVALDHZ2E vyskytuje i v inkluznich téliscich (nerozpustné fazi). Po pie¢isténi za vyuziti

kolonek s imobilizovanymi Co?* ionty b&hem afinitni chromatografie zbyl v eluatu jeden

vyznamny band odpovidajici pozadovanému proteinu. DalSi zadrzené proteiny nijak

neinterferovaly aktivité enzymu. Ostatni latky byly vymyty.
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18

Obr. 11 Elektroferogram z SDS-PAGE elektroforézy jako kontrola extrakce a purifikace enzymu
HvALDH2E. Pofadi vzorkia: M — marker Unstained Protein Standard, Broad Range
(10 — 200 kDa; NEB), 1 — vzorek pted indukci, 2 — 2 hodiny po indukci, 3 — po indukci
ptes noc, 4 — nerozpustna faze (inkluze), 5 —rozpustna faze, 6 — flow-through frakce,
7 — Cisty enzym.

4.1.4 Stanoveni pH optima a substratové specificity

Pro spravnou aktivitu enzymu HvALDH2E bylo potieba zjistit pH optimum tohoto
proteinu, které bylo proméfeno v Britton-Robinsonové pufru v hodnotach pH 5,72 — 9,12
v pritomnosti 300 umol I* NAD* a za pouziti nonanalu ve finalni koncentraci 10 pmol
I, Ziskané aktivity jsou zobrazeny na Obr. 12. Dle méfeni vyslo najevo, Ze pro
HVALDHZ2E je optimalni pH o hodnoté 7,5.

Pro zméfeni substratové specifity byly pouzity substraty o koncentraci 250 umol 11
a nasledné byly jednotlivé aktivity vztaZeny relativné vici nonanalu. Jiz diive bylo
zjisténo, Ze se jedna o nejvhodnéjsi substrat pro enzym mechu Physcomitrella patens
PpALDH2A. Na zéklad¢ této specificity (viz Obr. 13) byly vybrany aldehydy, pro néz
byla stanovena satura¢ni kiivka a ur¢eny hodnoty Km, Viim, @ Viim/Km. Jedna se o substraty
nonanal (vybran na zakladé¢ piedchozich zjisténi), hexanal, butyraldehyd,

isobutyraldehyd, 3-methyl-2-butenal a trans-2-hexenal

4.1.5 Kinetické vlastnosti HvALDH2E

Po vybrani vhodnych aldehydl pro zméteni kinetickych parametrti probéhlo nejprve
predbézné zkouméani a wurCeni optimalnich podminek pro nonanal, hexanal
a isobutyraldehyd (nejvhodnéjsi koncentrace NAD™ a substratu), aby bylo mozné dale

spravné stanovit saturaéni kiivky pro NAD" s jednotlivymi substraty (Obr. 14). Béhem
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tohoto ptfedbézného méteni bylo prokazano, Ze nejvyssi aktivita enzymu je pii pouziti
10 umol It nonanalu a hexanalu, pfi vyssich koncentracich dochazi k inhibici substratem.
Naopak u isobutyraldehydu bylo zjisténo, Ze nejvyssi aktivita enzymu je pii pouziti
koncentrace substratu 250 pumol 17 a pfi vyssich koncentracich dochdzi k mirnému

poklesu aktivity.
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Obr. 12 Méfeni pH optima enzymu HvALDH2E pii uZiti raznych pH hodnot pufru béhem méieni
pro zjisténi optimalni hodnoty. Méfeno pii 10pmol.I* koncentraci aldehydu nonanalu
a koncentraci 300pmol.I* NAD* v Britton-Robinsonové pufru, pH 5,72 — 9,12.
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Obr. 13 Substratova specificita HVALDH2E vuéi alifatickym a aromatickym aldehydim
o koncentraci 250 pmol.l*. Hodnoty zobrazuji relativni aktivitu daného substratu
vztazenou K aktivité nonanalu. Méfeno pfi 350 pmol I NAD* v HEPES pufru, pH 7,5.
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Obr. 14 Optimalni podminky (koncentrace NAD" a substratu) nejvySsi aktivity enzymu
HVALDH2E s nonanalem (A), hexanalem (B) a isobutyraldehydem (C). Pouzité tii

koncentrace substratu: 10 umol I (modra), 100 pmol I (Sed4) a 250 pmol I'* (Gervena).
Meéfteno v HEPES pufru, pH 7,5.
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Dale byly prométeny saturaéni kiivky pro NAD?, které jsou zobrazeny na Obr. 15.
Pro jejich stanoveni byla pouzita koncentrace substratu 10 umol I* pro nonanal a hexanal
a250 pmol I"* pro isobutyraldehyd (koncentrace substratu byla vybrana na zakladé
méfeni optimalnich podminek). Dle téchto satura¢nich kfivek pro NAD™ byla zjisténa
jeho optimalni koncentrace, ktera odpovida hodnot& 350 pmol I, a také hodnoty Km, Viim
a Ki, které jsou zobrazeny v Tabulce 3.

Tato koncentrace NAD* (350 umol.I') byla pouzita pro nasledovné stanoveni
saturacnich kiivek substratu (viz Obr. 16), z nichz byly uréeny hodnoty Km, Viim, Viim/ Km
pro jednotlivé substraty nonanal, hexanal, isobutyraldehyd, butyraldehyd,

trans-2-hexenal a 3-methyl-2-butenal (viz Tabulka 4).
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Obr. 15 Saturaé¢ni kiivky pro NAD" pfi oxidaci substratti nonanalu (modra), hexanalu (zelend)
a isobutyraldehydu (Cervena) za katalyzy enzymem HVALDHZ2E a za pouziti kofaktoru
NAD" o koncentracich 5 - 1000 umol I, Mé&teno v HEPES pufru, pH 7,5. Kiivky ziskany
z nelinearni regrese podle rovnice substratové inhibice v programu GraphPad.

Tabulka 3 Ziskané hodnoty Viim, Km, Ki zZ nelinearni regrese podle rovnice substratové inhibice ze
saturacnich kiivek pro enzym HVALDH2E katalyzujici oxidaci substratu nonanalu
(C9), hexanalu (C6) a isobutyraldehydu (iC4) za pouziti koncentraci NAD" jako
kofaktoru v rozmezi od 5 do 1000 pmol I'*. Hodnoty ziskany z programu GraphPad.

NAD"c9) NAD" cs) NAD"(ics)
Km (nmol I 172,5+ 18 24,143 50,349
Viim (nmol mg?* s?) 19,36 £ 1 10,26 0,3 24,6 +2
Ki (umol I'1) 744 + 103 3706 £ 941 15438 + 23590
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16

Saturaéni kiivky oxidace substratt nonanalu (modra), hexanalu (zelena),
isobutyraldehydu (Cervena), butyraldehydu (fialova), trans-2-hexealu (zlutd)
a 3-methyl-2-butenalu (8erna) za katalyzy enzymem HvALDH2E a za pouZiti
kofaktoru NAD* o koncentraci 350 pmol I"*. Mé&teno v HEPES pufru, pH 7,5. Kfivky
ziskany z nelinearni regrese podle rovnice substratové inhibice v programu
GraphPad Prism 8.
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Tabulka 4 Hodnoty Viim, Km, Ki a relativni Viim/Km Z nelinearni regrese podle rovnice substratové
inhibice ze saturacnich kiivek pro enzym HvVALDH2E katalyzujici oxidaci substratu
nonanalu (C9), hexanalu (C6), isobutyraldehydu (iC4), butyraldehydu (C4),
trans-2-hexenalu (tC6) a 3-methyl-2-butenalu. Hodnoty byly ziskany z programu
GraphPad Prism 8.

Nonanal Hexanal Isobutyraldehyd

Km (umol I 2,19+0,1 2,34+0,4 102,1 +12
Viim (nmol mg™ s™) 13,87 + 1 12,75+ 1,1 30,57 £ 1,7
Ki (umol I'") 47,77+13 31,92+9 1517 +282
Relativni Viim/Kn 1 0,86 0,05

Butyraldehyd Trans-2-hexenal 3-methyl-2-butenal
Km (umol I 35,7+2,7 524+0,7 493181 + 371766872
Viim (nmol mg™ s™) 16,91 +04 10,79 £0,2 59964 + 45197728
Ki (umol I™) 3199 + 665 5068 + 1352 0,019 = 14,59
Relativni Vim/Kn 0,07 0,33 0,02

Jiz diive bylo prokdzano, Ze nonanal je nejvhodnéjSim substratem pro ALDH2
z Physcomitrella patens. Na zakladé naméfenych hodnot je patrné, Ze je nejvhodnéjSim
substratem i pro HYALDH2E. Sice hodnoty Viim (13,89 + 1 nmol mg™ 1) tohoto substratu
nejsou nejvyssi, ovSem relativni pomér Viim/Km ano. Proto jsou poméry dalSich
proméienych aldehyda vztazeny k nonanalu (Viim/Km = 1). Dal$im vhodnym substratem
pro tento enzym se jevi hexanal s pomérné vysokou hodnotou relativniho poméru (0,86)
a podobnymi hodnotami Viim (12,75 + 1,1 nmol mg? s?). Ovsem trans-2-hexenal,
strukturné podobny hexanalu, vykazuje tfetinovou hodnotu Viim/Km oproti nonanalu
(0,33). Km trans-2-hexenalu je piiblizné dvakrat vétsi nez hodnota hexanalu
(5,24 £ 0,7 umol 1), na rozdil od Viim, které je podobné (10,79 = 0,2 nmol mg™? s?).

I ptesto, ze isobutyraldehyd ma ze vSech dosud prométenych aldehydi nejvyssi
hodnoty Km a Viim (102,1 = 12 pmol 1a 30,57 + 1,7 nmol mg? s1), relativni Viim/Km je
velmi nizké (hodnota 0,05). Podobné je na tom butyraldehyd s namétenymi hodnotami
Km a Viim (35,7 = 2,7 umol 1a 16,91 + 0,4 nmol mg™ s) a Viim/Km (0,07). To znamena,
ze isobutyraldehyd a butyraldehyd jsou $patnymi substraty pro HYALDHZ2E.
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4.2 Nukleosid N-ribohydrolasy

4.2.1 Porovnani sekvenci NRH2b a NRH3

V programu BioEdit byly porovnany sekvence dvou zkoumanych kukufi¢nych enzyma
— ZmNRH2b a ZmNRH3. Jejich sekvence je zobrazena na Obr. 17. Sekvence se mezi

sebou lisi v 74 aminokyselinach. ZmNRH2b navic na 5'- konci obsahuje o 10 AMK vice.

4.2.2 Kontrola exprese a purifikace ZmNRH2b a ZmNRH3

Enzymy ZmNRH2b a ZmNRH3 byly purifikovany dle zavedeného protokolu pro
extrakci a purifikaci. Exprese a purifikace zkoumanych enzymu byla ovéena SDS-PAGE
elektroforézou. Ziskany elektroferogram je zobrazen na Obr. 18. Oba enzymy NRH maji
molekulovou hmotnost piiblizné 35 kDa. Jiz 2 hodiny po indukci je mozné vidét
pozadované enzymy. Také je patrné, Ze NRH jsou soucasti inkluznich télisek 1 rozpustné

faze.
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Obr. 17 Porovnani aminokyselinové sekvence ZmNRH2b a ZmNRH3. (Sekvence byly stazeny
z GenBank a porovnany v programu BioEdit.)
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Obr. 18 Elektroferogram z extrakce a purifikace enzymi ZmNRH. Potadi vzorkt: ZmNRH2B
(prava cast) a ZmNRH3 (leva ¢ast); M — marker Unstained Protein Standard, Broad
Range (10-200 kDa; NEB), 1 - vzorek pied indukci, 2 - 2 hodiny po indukci, 3 - po indukci
pies noc, 4 - nerozpustna faze (inkluze), 5 - rozpustna faze, 6 — flow-trought frakce,
7 - Cisty enzym.
Po precisténi pomoci afinitni chromatografie za vyuziti kolonek s imobilizovanymi
Co?* ionty zbyl v eluatu jediny band odpovidajici pozadovanému proteinu. Ostatni latky

byly vymyty.

4.2.3 Kinetické parametry ZmNRH2b a ZmNRH3

Nésledné byly zméteny kinetické parametry enzymii pro hydrolyzu riznych substrati.
Konkrétné §lo o porovnani hydrolyzy uridinu, ktery pochazi z degradace mRNA a
5-methyluridinu, ktery pochazi z hydrolyzy tRNA. Soucasné byla stanovena satura¢ni
ktivka pro oba ribosidy (zobrazena na Obr. 19). Bylo zjisténo, ze 5-methyluridin je
vhodné&j$im substratem nez uridin (porovnani aktivit obou substrati viz Obr. 20).

V Tabulce 3 jsou porovnany hodnoty Viim, Km a Viim/Km obou enzymui se substraty.
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Obr. 19 Saturaéni kiivky nelinearni regrese podle rovnice Michaelise a Mentenové (A,B) a dvojité
reciproké zobrazeni podle Lineweavera a Burkeho (C,D) pro enzym ZmNRH2B (A,C)
a ZmNRH3 (B,D) katalyzujicich hydrolyzu uridinu (modra) a 5-methyluridinu (razova).
Meéteno v Tris-HCI pufru s obsahem 400mM KCl a iImM DTT, pH 7,5.
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Obr. 20 Porovnani specifickych aktivit (A) a relativnich aktivit (B) enzymi ZmNRH2b
a ZMNRH3 se substraty uridinem (modra) a 5-methyluridinem (rtizova). Méteno pfi
200 pmol.I"* koncentraci ribosidé v Tris-HCI pufru, s obsahem 400mM KCI a 1mM
DTT, pH 7,5. Pro vypocet byl pouZit relativni extinkéni koeficient pro uridin Aguridin nm
= - 1800 mol.I"".cm™ a pro 5-methyluridin Aes-methyluriginnm = - 2960mol.I".cm™.
Z téchto ziskanych hodnot je patrné, ze S-methyluridin je obecné lep$im substratem
— U obou enzymu pii vyuziti nelinearni regrese vysly relativni hodnoty Viim/Km pro
5-methyluridin vyssi neZ u uridinu (u ZmNRH2b témét dvakrat vyssi, u ZmNRH3 vice
jak trikrat vyssi). Pfi porovnani specifickych aktivit danych enzymi s obéma substraty je
dale zfejmé, ze uridin i 5-methyluridin jsou hydrolyzovany mnohem rychleji ZmNRH2b
nez ZmNRH3.
Nakonec byla proméfena aktivita enzymi s uZitim substratu pseudouridinu. Dle
namétfenych hodnot se nejedna o substrat, nebot’ aktivita enzymu se po jeho ptidani

nemeéni.
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Tabulka 3: Ziskané hondoty Viim, Km & Viim/Km z nelinearni regrese podle rovnice Michaelise
a Mentenové a z dvojité reciprokého znazornéni Lineweavera a Burke pro enzymy
ZmNRH2B (vlevo) a ZmNRH3 (vpravo) s pouZzitymi substraty uridinem
a 5-methyluridinem. Hodnoty nelinearni regrese byly =ziskany z programu
GraphPad Prism 8.

ZmNRH2B ZmNRH3
Uridin  5-methyluridin  Uridin  5-methyluridin
K (umol.I) 367+32 280,9 +24 3465+ 145, 1147 + 422
Nelinedrni
. -1¢1) 589,3+35 874514 148,1 + 175,5+
regrese Viim (nmol.mg™.s?) 6 8,1+58 5,5+55
Relativni Vjim/Km 1,00 1,94 1,00 3,58
Dvojits Kom (mmol.I) 638,55 538,43 2582,52 746,16
reciproké v, (nmol.mgt.s?) 909,09 1428,57 109,89 108,7
zobrazeni  pelativni Vim/Knm 1,00 1,86 1,00 3,42
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5 DISKUZE

5.1 HVALDHZ2E

V genomu je¢mene bylo celkem nalezeno 15 genli pro enzymy ALDH, z toho tii pro
ALDH z rodiny 2. Dle fylogenetické analyzy je nejvyssi evolu¢ni piibuznost s rostlinami
rodu Triticum. Naopak nejvice se odlisuji sekvence gentt Mus musculus a Homo sapiens,
které se fadi do zivocisné zvife.

Po optimalizaci klonovéni, za vyuziti konstruktu s pCDFDuet, se podaftilo ziskat
gen HVALDH2D. Ovsem za nedostatku ¢asu byla pro nasledné méteni vyuzita exprese
HVALDHZE, ktery se od HYALDH2D 1isi v sekvenci aminokyselin ve tfech pozicich —
V pozici 7 (zaména W za G), 47 (M za L) a 224 (P za Q). Proto by mé&ly mit tyto enzymy
podobné vlastnosti.

Pro HVALDH2E bylo stanoveno jako optimalni pH hodnota 7,5, konkrétné 7,54,
takze se jednd o mirné zasadit¢ pH. V Zea mays bylo objeveno 6 isoenzymu, dva
mitochondrialni a ¢tyfi cytosolarni. Pro mitochondrialni byly zjistény hodnoty ph optima
9 a 7,5 (Liu a Schnable, 2002). Hodnota pH optima pro enzym HvALDH2E odpovida
skutecnosti, ze se jedna o cytosolarni enzym.

Béhem méfeni substratoveé specificity enzymu HvALDH2E byla namétena nejvyssi
aktivita pii 250pumol.I! koncentraci substratu béhem oxidace isobutyraldehydu. Zméiena
aktivita byla vztaZena k aktivit¢ enzymu béhem oxidace nonanalu, ktery se jiz diive
projevil jako nejvhodnéjsi substrat pro fadu rostlin.

Pro méfeni kinetickych parametra byly na zéklad¢ substratové specificity vybrany
aldehydy nonanal, hexanal, isobutyraldehyd, butyraldehyd, trans-2-hexenal
a 3-methyl-2-butenal. Nonanal a hexanal byly puvodné vybrany dle piedeslych studii,
kdy se jevily jako vhodné substrity pro enzymy ALDH2 u jinych druht rostlin.
Isobutyraldehyd byl vybran na zékladé vysSich zmétenych aktivit enzymu HVALDH2E,
butyraldehyd a trans-2-hexenal byly zvoleny podle vyssich aktivit béhem oxidace
a strukturni podobnosti s promefenymi aldehydy. A v neposledni fad¢€ aktivita enzymu
s 3-methyl-2-butenalem byla proméfena, nebot’ se jedna o aldehydovy meziprodukt
odbouravani  jednoho Z nejrozsifené;jSich isoprenoidnich cytokinint =~ —
NE-(A2-isopentenyl)adenin (iP).

Hodnoty K se u jednotlivych substrati liSily. Pro nonanal a hexanal byly zjistény
podobné hodnoty Km (2,19+0,1 a 2,34+0,4 pmol.lI}). Ovsem strukturné podobny

trans-2-hexenal jiz vykazoval piiblizng dvojnasobnou hodnotu Km (5,24+0,7 pmol.I™%).
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Dle substratové specificity vybranému isobutyraldehydu a jemu podobnému
butyraldehydu byly naméfeny hodnoty Km 102,1+12 a 35,7+2,7 umol.I"t. Z tohoto
pohledu by byl nejlepsim substratem isobutyraldehyd, cemuz jiz napovédéla substratova
Viim/Km. Pfi porovnani téchto ziskanych hodnot je jasné, Ze nejvhodnéj$im substratem
pro HYALDH2E, podobné¢ jako u jinych druht rostlin, je nonanal s hodnotou 1. Dal§im
vhodnym substratem je hexanal s hodnotou poméru 0,86. Ostatni substraty vykazovaly
tietinovou, nebo nizsi relativni hodnotu poméru Viim/Km (trans-2-hexenal 0,33,
butyraldehyd 0,07, isobutyraldehyd 0,05 a 3-methyl-2-butenal 0,02). Z tohoto se da
usuzovat, ze jecmenny ALDH2E se nepodili na metabolismu rozsifeného cytokininu iP.
Zaroven béhem meéfeni aktivity enzymu béhem oxidace aldehydt byla zaznamenana

inhibice za vyssich koncentracich substratd.

5.2 ZmNRH2b a ZmNRH3

Porovnanim sekvenci ZmNRH2b a ZmNRH3 bylo zjisténo, Ze se enzymy lisi v mnoha
pozicich. To také odpovida jejich rozdilné aktivité se stejnymi substraty. U obou enzymu
byla prométena aktivita za pouziti substrati uridinu a 5-methyluridinu. Vychazelo se
z vyzkumu Kopecna et al., 2013, kdy bylo zjisténo, ze oba enzymy vykazuji katalytickou
aktivitu prave s uridinem. Otazka byla, jak budou enzymy aktivni pti reakci s derivatem
uridinu.

Pti méfeni specifické a relativni aktivity vyslo najevo, zZe oba enzymy lépe reaguji
s 5-methyluridinem, tedy Ze je vhodné&j$im substratem. To také dokazuji ziskané hodnoty
Km Znelinearni regrese podle Michaelise a Mentenové (pro ZmNRH2b
280,9+24 pmol.I* a pro ZmNRH3 1147 + 422 pmol.l?) a z dvojité reciprokého
znazornéni Lineweavera a Burke (538,43 umol.It pro ZmNRH2b a 746,16 pmol.1* pro
ZmNRH3). Rozdilnost hodnot nejspise byla diky pouziti dvou rtiznych typt vypocti.
Ovsem relativni poméry Viim/Km vztazené k hodnoté uridinu s enzymy (vzdy hodnota 1)
jsou jiz podobné. Hodnoty relativnich pomérd Vim/Km pro 5-methyluridin ziskané
z nelinearni regrese podle Michaelise a Mentenové jsou 1,94 a 3,58 (pro ZmNRH2b
a ZmNRH3) a z dvojité reciprokého znazornéni Lineweavera a Burke jsou 1,86 a 3,42
(pro ZmNRH2b a ZmNRH3). Tyto hodnoty vsak nelze porovnavat mezi typy enzymi,
nebot’ se nevychazelo ze stejné plivodni hodnoty. Timto je dokdzana aktivita
S5-methyluridinu vici uridinu. Tedy Ze v pfipadé NRH2b je enzym téméf dvakrat
aktivngj$i za pouziti derivatu a v pfipadé NRH3 je tato aktivita vice neZ trojnasobna.
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Ovsem pfi porovnani enzymu mezi sebou, je jasné, ze ZmNRH2Db je za pouziti jakékoliv
struktury uridinu aktivn&j$i. Méfenim pii 200umol.l? koncentraci substratll vysla
specificka aktivita uridinu a 5-methyluridinu pro ZmNRH2b 233 a 428,7 nkat.mg™ a pro
ZmMNRH3 86 a 27,7 nkatmgl Tyto vysledky koresponduji se studii
Kopecna et al., 2013, kdy bylo také zjisténo, ze ke kukuficnému NRH2b je nejvhodné&jsi
substrat uridin, naopak pro NRH3 byl nejvhodné&jsi inosin. Rozdil aktivit mezi obéma
enzymy byl pfiblizné dvacetindsobny. V této praci byly ziskany podobné vysledky —
rozdil aktivit mezi NRH2b a NRH3 byl piiblizné pétadvacetinasobny v piipadé uridinu,
Vv ptipad¢ derivatu (ktery nebyl ve zminéné praci zkouman) byla aktivita ZmNRH2b 15x
Vyssi nez aktivita ZmNRH3.

V neposledni  fadé  byla  zkouméana  aktivita  enzyml s pouZitim
substratu pseudouridinu, dal§im derivatem uridinu. V tomto piipad¢ se vSak dospélo
k zavéru, Ze se nejedna o substrat, nebot’ jeho ptidavkem k enzymu nedochazi ke zméné
aktivity. Pravdépodobné se jedna o druh inhibitoru, ale pro toto tvrzeni je tfeba dalsi

vyzkum.
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6 ZAVER

V teoretické¢ casti této prace byla vypracovana literarni reSerSe zabyvajici se
charakterizaci funkci aldehyddehydrogenas a nukleosidas-N-ribohydrolas v rostlinach a
déji, kterych se tyto enzymy ucastni.

Praktickd cast byla rozd€lena na dvé hlavni témata. Prvni téma se zabyvalo
aldehyddehydrogenasami z rodiny 2 v jeémeni. Usp&iné bylo optimalizovano klonovani
HVALDH2D a vzhledem k ¢asu byl v expresnich bunkach E. coli exprimovan enzym
HvALDH2E, ktery byl nésledné vypurifikovan a pouzit k meteni kinetickych parametra.
V ramci méteni bylo nejprve stanoveno pH optimum enzymu a nésledné substratova
specificita, podle niz bylo vybrano Sest aldehydu, u kterych byly stanoveny kinetické
parametry. Nejvhodné&j$im substratem pro HYALDH2E byl prokazan aldehyd nonanal.

Druhym tématem praktické casti bylo studium kinetickych parametri enzymu
ZmNRH2b a ZmNRH3 za pouziti substrati uridinu, 5-methyluridinu a pseudouridinu.
Bylo prokédzano, Ze u obou enzymi je vhodné&jSim substratem 5-methyluridin. Zaroven
bylo dokazano, ze ZmNRH?2b je aktivnéj$i za pouziti uridinu, nebo jeho derivatu, coz
odpovida jiz diivejsim studiim. V piipad¢ pseudouridinu naopak bylo vyvraceno, Ze se

jedna o substrat, ale spiSe o druh inhibitoru.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A
AA/BIS
AASAL
ALDH
AMADH
APS
AMP
ATP
B-PER
BA
BLAST

Bt-kukuiice

C

cAMP
cDNA

CK
CKO/CKX
Clustal

CTP
DHU
dNTP
DTT
FASTA

G

Gbp (Mbp)
Glu

GMP
GSALDH
GTP

iP

adenin

akrylamid/bisakrylamid

a-aminoadipatsemialdehyd

aldehyddehydrogenasa

aminoaldehyddehydrogenasa

persiran amonny

adenosinmonofosfat

adenosintrifosfat

bacterial protein extraction reagens

benzyladenin

Basic Local Alignment Search Tool (algoritmus pro porovnavani
sekvenci)

geneticky upravena kukufice obsahujici s vloZzenym genem z bakterie
Bacillus thuringiensis

cytosin

cyklicky AMP

komplementarni DNA (complementary DNA)

cytokinin

cytokininoxidasa/dehydrogenasa

software pro mnohocetné porovnani sekvenci, ¢i format souboru
sekvenci

cytidintrifosfat

dihydrouracil

deoxynukleosidtrifosfat

dithiotreitol

algoritmus pro porovnavani sekvenci nebo téZ format souboru sekvenci
guanin

giga pary bazi (mega pary bazi)

kyselina glutamova

guanisonmonofosfat

glutamat-y-semialdehyddehydrogenas

guanisontrifosfat

N©-(A? -isopentenyl)adenin
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IPTG

Ki

Km

LB medium
Lys

mT

NAD*
NADP*
NCBI

NRH

PRPP

SDS
SDS-PAGE

SOC

-
TEMED
tZ

U

Viim

isopropyl p-D-1-thiogalaktopyranosid
inhibi¢ni konstanta

Michaelisova konstanta

Luria-Bertani medium

lysin

meta-topolin

nikotinamidadenindinukleotid
nikotinadenindinukleotidfosfat

National Center for Biotechnology Information
nukleosid-N-ribohydrolasa
5-fosforibosyl-a-pyrofosfat

dodecylsiran sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti dodecylsulfatu
sodného

Super Optimal broth with Catabolite medium
thymin

N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin
trans-zeatin

uracil

limitni rychlost reakce
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